Von Myelin und Nanodiscs:
Eine biophysikalische Analyse
vom peripheren Myelinprotein P2, dessen Mutanten und

den nanodiscbildenden Polymeren

Dissertation

zur Erlangung des Doktorgrades der Naturwissenschaften

(Dr. rer. nat.)
der
Naturwissenschaftlichen Fakultat I

Chemie, Physik und Mathematik

der Martin-Luther-Universitat

Halle-Wittenberg

vorgelegt von

Herrn Dipl.-Pharm. Florian Arndt Schéffmann



Gutachter:
Herr Prof. Dariush Hinderberger
Herr Prof. Benesh Joseph

Datum der Verteidigung:
25.02.2026



Alles hat seine Zeit.

Ein jegliches braucht seine Zeit.

Kohelet 3,1



Inhaltsverzeichnis

FA o] 84U T Y == o TP PP [
1. Einleitung und ZielSteIIUNG ......ueeeee e e e e e 1
2. Theoretische GrUNAIAgEN .......uvii it s e e e bae e e s s naaees 4
2.1. ElektronenparamagnetisChe RESONANZ.......cceeviviieciiiiiiee e e e e e e 4
2.1.1. Spin Hamilton OPerator .......uciiieiiiieiciiiee ettt e e s e e s arae e e e nnaeee s 5
2.1.2. continuous wave EPR (CWEPR) ......eiiiiiiiiee ettt e e saeea s 7

0 2 o o 1SR SPPPPPRR 10
2.2.1. Struktur der Selbstordnung der Lipide.......ccceeieeiieicciiiieeee e 10
2.2.2. Lipide in Doppelschichtenmembranen ........ccccccooiiiiiiee e, 11
2.2.3. Lipid-Mix cytosolische Seite der Membran peripheren Nervensystem (PNS)....... 14
2.2.4. Grundlagen der NanOdiSCS .....uuuiiiiieiiieieiiiiieee et e e e e e e e e e e enereneeas 15

2.3. Monoschichtexperimente — Langmuir FilmMe.......ccccuueeiiiiiiiiiiiiiee e 17
2.3.1. Pockels-Langmuir-FilMWaageN.......cceeiiieciiiiieieee et e e e e e e e e e e e enrreaeeas 18
2.3.2. Kompressionsexperimente an Pockels-Langmuir Filmwaagen........ccccccoevecnvnneenn. 20
2.3.3. Epifluoreszenz FilMWAaagEN .......uuieeiee ittt e e e e e e e e e e rene s 22

2.4. Dynamische LIChtStrEUUNE ......ceeiiiiiieeeee et e e e e e e e ennes 24
2.5. zeta-Potential und elektrophoretische Lichtstreuung .......coccccevveeeeiieeiecciiinnreeeee e, 26
3.  peripheres Myelinprot@in P2 ...t e e e e e e s sraree e e e e e e e e ennnes 29
3L EINTUNTUNE oot e e e e e e e e e e e e e tbbbeeeeeeeeeeentarraaeeeeeeeannnes 29

3.1.1. neuronale Krankheiten, Charcot-Marie-Tooth Krankheit; Guillain-Barre-Syndrom

.......................................................................................................................................... 29
3.1.2. Aufbau und Funktion des peripheren Myelinprotein 2 .........ccccocvieeeeeieeicccnnneneen. 32
3.2. EPR-spektroskopische Analyse der Fettsaurebindung von P2 ...........ccccccviveeeeeeeeicnnns 35
I B Y10 {01 oY W o = PR 35
3.2.2. Qualitative Analyse der continuos wave EPR Spektren .........cccccvvivveeeiieicccnnnnneen. 37
3.2.3. Quantitative Analyse der spektralen Bindungsmodi des P2..........cccccceeeeiennnnnnnenn. 39
3.2.4. TeMPEIAtUITEINE ... e e e e e e e e e e e e e e e e e ennraeaeeas 44
3.2.5. Interpretation der EPR-Ergebnisse in Korrelation zur Mutation des P2................ 46

3.2.6. Zusammenfassung UNd AUSDBIICK .......cccviiiiiriiiiiie e 49



3.3. Messungen an der myelinartigen Monoschicht........ccccceiivieiciiiiiee e, 51

3.3 L EINTURIUNG oo e e e et eesaa e e e e et a e e e e nnees 51
3.3.2. Maximaler Insertionsdruck / Maximum Insertion Presure (MIP) ..........ccccuveeeenne... 52
3.3.3. S N I i, 54
3.3.4. EpifluoreszenzmikroSKOPIE .....ccccueeeeeeciiiie et 55
3.3.5. Zusammenfassung und Korrelation der Mutanten...........cccoeccvveeeeiiieeeecciiee e, 68
3.4. Zusammenfassung / AUSDIICK .......cocuviiiiiie e 70
Ryanodin-Rezeptor Sonden Synthese und Untersuchung........ccccoceeeeiiiiiiiciiiiieeeeceeeeens 72
g O T 1] ¥ o TSP 72
4.2. Synthese der EPR aktiven Xanthin Derivate ......ccccocveeviiciieei e 75
4.2.1. Theoretische VorbetraChtUngen ... 75
4.2.2. praparativer ADSCRNItL ....cooi oo 81
4.3. EPR Analytik der EPR aktiven Xanthin Derivate ........ccccoveeeiiiieccciieeeee e 83
4.3.1. Senkung der Rotationskorrelationszeit (tc) bei Zugabe von Glycerol .................. 83
4.3.2. Einfluss der Spacerlange auf die Rotationsdynamik ........cccccoevecniiinieeiinincinninen, 87
4.3.3. Einfluss der Spacerposition auf die Rotationsdynamik..........cccccvvvvrieeiiniccccnnnnnen. 89
4.3.4. Einfluss der EPR-Sonde auf die Rotationsdynamik .........ccccceeeeeeccviiieieeeen e, 90
4.4, Zusammenfassung/AuSBIICKE ........ooouviiiecce e 92
Analyse der nanodischildenden POIYMEre.........ooocciriieiiec e 94
LT I 310 {01 oV W o =R SURR 94
5.2. DyNamische LIChtSTrEUUNG ....uvvveeiiiiieiieeeee ettt e e e et e e e e e e e e e enaees 96
5.3 CWEPR ANGIYEIK 1.ttt e 99
5.3.1. Interaktionsmuster bei X- und Q-Band Frequenzen ..........ccccoevvvvvveeeeeeeeieeccnnenenn. 100
5.3.2. Der Einfluss von Puffersalzen auf die Interaktionsmuster.........ccccccoveveevcivenennns 104
5.3.3. Einfluss der Temperatur auf die Parameter der Spinsonde.........cccccveeeeveennnnneenn. 108
T B o | SRR 113
Zusammenfassung UNd AUSDIICK .......cocuviieeiiie e e 116
Material Und MethOdEN..........eeieeeee e e e e e e e e 119

7.1. P2 —Material UNd MethOdeN c..oouueeeeeieeeeeeieeeeee ettt ettt e e e e e eetaaase e e s e eeeens 119



7.2. RyR — Material und Methoden ........cceeiiiiiieiee e 123

7.3. ND-Material und MethOden.......ccooi i e e e e 126

S T AV o1 -1 o T~ S PSPPI 129
8.1. peripheres Myelinprotein 2........uuii e e e e e e e e e s ssaeerre e e e e e e ssannes 129
8.1.1. CWEPR ANQIYEIK c..vveeieeiiee ettt e s e s s e e e 129

8. 1.2, FIIMWAAEE «.eeeeiiiiiiie ettt ettt ettt st e e s e e e sabte e e e e naba e e e s s araeeesesraeeeennes 150

8.2. RyR Sonden Synthese und ANAIYSE .......ueeiiiiiiiiiiiiiee et e e 161
8.2.1. Synthese und SyntheseanalytiK.........cocccmiiiiiieeiie e, 161
8.2.2. CWEPR ANAIYLIK ..t 186

8.3. NANO DiSC ANNANEG....eiiiiiieiieeeee et e e e e e et e e e e e e e s enarereeeeeeeeeenannes 213

S T V= o 2= [ o o111 PPRRP 248
9.1. AbbildUNGSVEIZEICNNIS ...t e e e e e e e e e e e e s sareaee e e e e e e eeannes 248
9.2. TabelleNVErzeiChNIS ....ccco e e e e e e e e e e e e e 261
9.3, LIteraturVerz@iChNIS ... ..uii i iiiee ettt et e e e e e e e aa e e e s s aaneeeennes 264
10. D 101 &= = U T o Y= SRR 285
11. Eidesstattliche ErKIGrUNG......ccoo it e et 286
12. 0T oY= o 1] =TV SRR 287

13. U] oY [ A o) o 1 1 PR 288



Abkiirzungen

Abkiirzungen

16-DSA
5-DSA
8-BC
Carboxy-TEMPO
CAT-1

ch
cmPALS
CMT
cwWEPR
DCC
DIBMA
DLS
DMAP
DMPC
DMPG
DMSO
DPPC

ELS

EPR

FABP
Fremy’s Salz
HEPES

IR

MBP

MH

MIP

Mn

MS

NMR
NO-Achse

16-Doxylstearinsaure

5-Doxylstearinsadure

8-Bromocoffein
4-Carboxy-2,2,6,6-Tetramethylpiperidinyl-N-oxyl
4-(Trimethylammonium)-2,2,6,6-Tetramethylpiperidinyl-N-oxyl
Cholesterol

continuous monitored Phase Analysis Light Scattering
Charcot-Marie-Tooth-

continuous-wave Elektronenparamagnetische Resonanz
Dicyclohexylcarbodiimid (Kondensationsreagenz)
Diisobutylen-Maleinsdure-Copolymer

Dynamische Lichtstreuung

4-Dimethylaminopyridin
Dimyristoylphosphatidylcholin
Dimyristoylphosphatidylglycerol

Dimethylsulfoxid

Dipalmitoylphosphatidylcholin

Elektrophoretic Light Scattering
Elektronenparamagnetische Resonanz Spektroskopie
Fatty Acid Binding Protein

Kaliumnitrosodisulfonat
4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonsaure
Infrarotspektroskopie

Myelin Basic Protein

maligne Hyperthermie

Maximaler Insertionsdruck

Molmasse

Massenspektrometrie

Nuclear Magnetic Resonance

Nitroxid-



Abkiirzungen

PO

P2 / PMP2
PC

PE

Pl

PMP22

PS

RyR

SM

SMA
SMA-SB
TEMPO
TEMPOL
TEMPONE
THF

TRIS

UCST

Myelin Protein Zero

Peripheres Myelinprotein 2

Phosphatidylcholin

Phosphatidylethanolamin

Phosphatidylinositol

Peripheral Myelin Protein 22

Phosphatidylserin

Ryanodinrezeptor

Sphingomyelin

Styrol-Maleinsaure-Copolymer

SMA mit Sulfobetain-Seitenketten (zwitterionisch)
2,2,6,6-Tetramethylpiperidinyl-N-oxyl
4-Hydroxy-2,2,6,6-Tetramethylpiperidinyl-N-oxyl
4-0x0-2,2,6,6-Tetramethylpiperidinyl-N-oxyl
Tetrahydrofuran
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Puffer)

Upper Critical Solution Temperature



Einleitung und Zielstellung 1

1. Einleitung und Zielstellung

Biologische Membranen stellen eine zentrale Grundlage zelluldrer Organisation und
Kommunikation dar.>? Als hochkomplexe, dynamische Systeme bestimmen sie nicht nur die
strukturelle Abgrenzung von Kompartimenten, sondern Ubernehmen auch essentielle
Aufgaben wie Signalweiterleitung, Transportvorgange und molekulare Erkennung.
Insbesondere in spezialisierten Geweben wie dem peripheren Nervensystem (PNS) sind
Membranarchitektur und Membranassoziierte Proteine eng aufeinander abgestimmt. Die
Myelinscheide, die von Schwann-Zellen gebildet wird, sorgt hier durch ihre kompakte Struktur
flir eine salvatorische Reizweiterleitung. Ein Protein welches zentral am Aufbau der
Myelinscheide beteiligt ist, ist das periphere Myelinprotein P2 (P2, PMP2), auch bekannt als
Fatty Acid Binding Protein 8 (FABP8).3->

P2 Ubernimmt hier zwei physiologische Aufgaben: Es fungiert zum einen als
Fettsdaurebindungsprotein (FABP), das langkettige Fettsdauren transportiert, zum anderen
interagiert es direkt mit der Myelinmembran und kann diese durch seine Bindung an die
lipidreiche Membrandomanen stabilisieren. Mutationen im P2-Gen kénnen mit pathogenen
Prozessen einhergehen — insbesondere mit hereditdaren Neuropathien auch bekannt als
Charcot-Marie-Tooth-Erkrankung Typ 1G (CMT1G). Experimentelle Studien (u. a. Gonzalez,®
Motley’) konnten belegen, dass Mutante wie 143N oder I52T den Aufbau der Myelinscheide
und der Nervenstruktur am Beispiel von Zebrafischen in vivo deutlich beeinflussen, was die

strukturelle und funktionelle Relevanz des P2-Proteins unterstreicht.

Ein zentrales Ziel dieser Arbeit besteht darin, die funktionellen Eigenschaften des P2 in
molekularer Auflésung zu untersuchen. Hierzu wurden EPR-spektroskopische Methoden,
insbesondere die continuos wave-EPR (cwEPR), eingesetzt, um die Ligandenbindung und
Rotationsdynamik des Proteins zu charakterisieren. Die Ergebnisse zeigen, dass selbst
Punktmutationen an strukturell peripheren Positionen (z. B. P38G) signifikante Effekte auf die
Ligandenbindung und Membraninteraktion haben konnen — obwohl diese Mutationen formal

nicht direkt in die Bindungstasche bzw. an der Bindung involviert sind.

Zur Analyse der P2-Membranwechselwirkungen wurde eine zytoplasmatische PNS-Myelin-
Monoschicht auf Basis natirlicher Hirnlipide (PC, PE, PS, Pl, SM, Cholesterol) verwendet.

Mittels Filmwaage und Epifluoreszenzmikroskopie konnte gezeigt werden, dass P2 —abhangig
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von seiner Variante — unterschiedliche Affinitaten zur natirlichen Lipidmembran aufweist. Der
maximale Insertionsdruck (MIP) und Synergieparameter lieferten quantitative Werte zur
Adsorptionsfahigkeit, wahrend Zweifarb-Fluoreszenzexperimente die Lokalisation an
Phasengrenzen innerhalb der Monoschicht aufzeigen. Hervorzuheben ist, dass Wildtyp-P2 in
der Lage ist, Domanenstrukturen in der Membran zu vernetzen: ein moglicher Hinweis auf

seine Rolle bei der Membranstapelung in vivo.

Ein zweiter Fokus der Dissertation liegt auf polymerbasierten Nanodiscs als
Modellmembranen. Diese ermdglichen die solubilisierte Reprasentation nativer
Lipidumgebungen wunter Erhalt funktioneller Membraneigenschaften, ohne Einsatz
schadlicher Detergenzien. Die Untersuchungen fokussierten sich auf die cwEPR Analyse der
Polymer gegeniiber einer Variation aus sowohl geladenen, als auch nicht geladenen EPR-
aktiven Sonden z.B.: CAT-1, Carboxy-TEMPO, 4-Oxo-TEMPO, TEMPO. Die hier verwendeten
Polymere SMA, DIBMA und SMA-SB unterscheiden sich in ihrer Ladungsverteilung,
Hydrophilie und Interaktionsmuster mit den Spinsonden. Die cwEPR und dynamische
Lichtstreuung (DLS) zeigen, dass insbesondere SMA-SB durch sein zwitterionisches Design eine
geringere Aggregationstendenz aufweist und dennoch, wie die Literatur aufzeigt, stabile
Nanodisc-Strukturen erzeugen kann. Diese Beobachtungen sind relevant fiir zukinftige
Studien zur solubilisierten Darstellung von Membranproteinen wie den P2 oder dem

Transmembranaren Ryanodinrezeptor-Protein RyR.

Das dritte Thema dieser Arbeit ist die Entwicklung neuartiger EPR-aktiver Xanthin-Derivate.
Ziel war es, Sonden herzustellen, die nicht nur stabil und spektral charakterisierbar sind,
sondern auch eine Affinitdt zu physiologisch relevanten Zielstrukturen wie dem
Ryanodinrezeptor (RyR) aufweisen. Aufbauend auf der pharmakologischen Wirksamkeit
natlirlicher Xanthine (z. B. Coffein, Theophylin) wurden vier Derivate synthetisiert und in
Glycerolgradienten spektroskopisch untersucht. Die Resultate liefern Informationen Uber
Spacerabhangigkeiten (Ldnge und Position am Xanthin-Grundgeriist), Rotationsmodi und die
Sensitivitdt gegeniliber molekularer Umgebung. Besonders das Theophylin-Derivat RYR-7
zeigte zwei spektrale Komponenten auf, welche sensitiv auf die Glycerol-Wasser-Cluster® der

wassrigen Umgebung waren.

Die vorliegende Arbeit integriert damit verschiedene disziplindre Zugdnge: die
biophysikalische Proteinanalyse (P2), die Charakterisierung von Lipo-Nanodisk bildenden

Polymeren und die synthetische Sondenentwicklung (EPR-aktive Xanthin-Derivate). Ziel ist es,
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durch dieses interdisziplindre Design ein besseres Verstandnis von Protein-Lipid-
Wechselwirkungen und Struktur-Funktions-Korrelationen in biologischen Membransystemen
zu ermoglichen. Dies kann nicht nur zur Aufklarung molekularer Mechanismen beitragen,
sondern auch potenzielle Plattformen fiir zukilinftige pharmakologische oder diagnostische

Anwendungen schaffen.
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2. Theoretische Grundlagen

2.1. Elektronenparamagnetische Resonanz

Die elektroparamagnetische Resonanz (EPR) beruht auf der Interaktion zwischen einem
Elektronenspin S in einem paramagnetischen Zentrum und einem externen Magnetfeld Bo.
Ungepaarte Elektronen sind mit einem intrinsischen Spin und folglich einem magnetischen
Moment ausgestattet, der mit einem externen Magnetfeld interagiert. Aufgrund der nicht
entarteten magnetischen Spinzustande ist die Energie des Elektrons innerhalb des
Magnetfeldes empfindlich gegeniiber der magnetischen Quantenzahl m.° Die Aufspaltung der
Energie eines freien Elektronenspins in zwei diskrete Energieeigenwerte innerhalb eines
Magnetfeld Bo wird als Zeeman-Effekt bezeichnet. Die GroRe der Aufspaltung ist dabei

proportional zur Stirke des duReren Magnetfeldes Bo (Abbildung 3).2° Die Energieeigenwerte
E,,s mit der Spinquantenzahl my = + % und my = — %k(‘jnnen mithilfe von Gleichung 1

berechnet werden.!* Dabei reprasentiert g den Landé-Faktor des ungepaarten
Elektronenspins und pg das Bohr'sche Magneton. Die Energiedifferenz zwischen den
Spinquantenzustanden kann mithilfe von Gleichung 2 (Resonanzbedingung) berechnet

werden.

Ems = —Us* By =mg* g* g * By 1

AE =Eypp—Eqp=g*up*xBy=hxv 2

h ist das Planck’sche Wirkungsquantum und v die Frequenz der absorbierten Strahlung mit
denen die Ubergédnge zwischen den Energieniveaus induziert werden. Diese Strahlung liegt bei
Magnetfeldstdrken der EPR im Mikrowellenbereich (z.B. X-Band: 9,4 GHz, Bo 320-430 mT; Q-
Band: 34 GHz, Bo 1200 — 2500 mT). Die Resonanzbedingung wird erfiillt, wenn die Energie der
elektromagnetischen Strahlung der Energiedifferenz zwischen den Spinzustdanden entspricht.
Die Resonanzposition des Elektronenspins wird durch die Wechselwirkung mit nahegelegenen

Kernspins und deren lokalen Magnetfeldern beeinflusst.'%'? Folgend beschreibt der Spin-
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Hamilton-Operator diese energetische Wechselwirkung des Elektronenspin mit seiner

Umgebung niher.1314
2.1.1. Spin Hamilton Operator

Spin-Hamilton-Operator:
HS:HEZ+HZFS+H66+HHF+HNZ+HNQ 3

Der Spin-Hamiliton-Operator besteht aus:

Elektron-Zeeman-Effekt (ﬁEZ), der Nullfeldaufspaltung (zero-field splitting) (ﬁZFS), der
Elektron-Elektron-Wechselwirkung (Heisenberg-Effekt und Dipol-Dipol-Wechselwirkung)

(ﬁee), der Kern-Zeeman-Effekt (ﬁNZ) und der Kern-Quadrupol-Wechselwirkung (ﬁNQ).

Die fur die vorliegende Arbeit relevantesten Bestandteile werden folgend kurz naher

beleuchtet:

Die Elektron-Zeeman-Effekt, auch Zeeman-Aufspaltung (Hg;) genannt, beschreibt die
Wechselwirkung der Spinzustande mit dem externen magnetischen Moment und wird durch

den Spinoperator S definiert.
ﬁEZ:g*uB*BO*§ 4

Der Landé-Faktor g hat hier im drei dimensionalen Raum eine 3x3-Matrix und kann mittels
der  Euler-Winkel-Transformation des Magnetfeldvektors in das molekulare
Koordinatensystem gewandelt werden. Die vereinfachte diagonalisierte Matrix, welche die
symmetrischen Tensoren (gxx,dyy,9zz) und die drei Euler-Winkel (a, B, y) enthalt,

beschreiben die Orientierung im molekularen Koordinatensystem.

Ixx IGxy IGxz 9xx O 0 5
g= (gyx 9yy gyZ) =0 gy, O
9zx Y9zy YGzz 0 0 0y

Bei isotropen, schnellen Rotationen kann der isotrope Landé-Faktor als gemittelter

Jiso — Wert herangezogen werden

1
Yiso = § * (Gox T+ Gyy + 9zz)
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Die Eulerwinkel (a, B, y) transformieren Uber die x,z,x-Achse vom Xx,y,z-Koordinatensystem in

das A,B,C-Koordinatensystem.!>1¢

Abbildung 1 schematische Darstellung der Euler-Winkel und ihre Wirkung bei der Transformation der Koordinatensystem?’

Die Elektronen-Elektronen-Wechselwirkung, (ﬁee), besteht aus der Dipol-Dipol-
Wechselwirkung und der Austausch-Wechselwirkung (Heisenberg-Effekt), definiert die
Interaktion mehrerer ungepaarter Elektronenspins, die sich in unterschiedlichen Atomen (v.a.
Molekiilen) aufhalten. Diese Wechselwirkung kann in Dipol-Dipol- und Austausch-
Wechselwirkung unterteilt werden. Die fir diese Arbeit relevante Austausch-Wechselwirkung
tritt auf, wenn sich die Spins in unmittelbarer Nahe befinden (endliche
Aufenthaltswahrscheinlichkeit im gleichen Orbital) und es zu einem quantenmechanischen

Austausch der Spinzustiande kommt.!®

Die Hyperfein-Wechselwirkung (Hyr) stellt die Hyperfeinaufspaltung der Energieniveaus
durch die Interaktion des Dipolmomentes des Atomkernes zum Dipolmoment des Spins auf.

Die Aufspaltung (2 I + 1) mit I als Kernspinquantenzahl, im EPR-Absorptionsspektrum ist bei

mg = i% und m; = +1 (**N) bei Nitroxid-Radikalen eine Anzahl von drei Linien zu sehen.
Aup =) 8§ x A+l 7
k

Die Hyperfeinkopplung kann ebenfalls tber den Kernspinoperator [ und den
Hyperfeinkopplungstensor A, beschrieben werden. Hier nimmt A;, wieder eine 3x3 Matrix an
und kann mit den diagonalen Hauptkomponenten A,,A,,,A,, analog zur g beschrieben
werden. Fir schnelle ungehindert rotierende Systeme ergibt sich die richtungsunabhangige
Hyperfeinkopplungskonstante a;,, die ebenfalls durch die Abstande der Nulldurchgange des

Resonanzsignals beschrieben werden kann.3%°
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Aiso = § * (Axx + Ayy + azz)

2.1.2. continuous wave EPR (cwEPR)

Die cwEPR ist neben der Puls-EPR-Methode eine wichtige Technik im Gebiet der EPR-
Spektroskopie. Bei der cwEPR-Methode wird bei konstanter Mikrowellenfrequenz, das
Magnetfeld Bo in einem bestimmten Bereich variiert. Fiir den in dieser Arbeit verwendeten
Frequenzbereich von 9,4 GHz (X-Band) wird typischerweise ein Magnetfeld von circa 320 mT
bis 450 mT gefahren, wahrend das ebenfalls verwendete Frequenzband (Q-Band) von 34 GHz
ein Magnetfeld von 1200 bis 2500 mT erfordert, um die hier verwendeten Nitroxid-Radikale

zu detektieren.10

Nitroxid-Radikale eignen sich aufgrund ihrer Stabilitdat und des geringen Molekulargewichtes
fir die Messung an bzw. in biologischen Systemen. Das ungepaarte Elektron halt sich, wie in
der folgenden Abbildung verdeutlicht, vorwiegend mittig zwischen den Sauerstoff- und
Stickstofforbitalen auf. Dabei verlauft die x-Achse definitionsgemal} entlang der NO-Bindung,

die z-Achse entlang der 2p,-Orbitale und y-Achse senkrecht zur xz-Ebene.

0.

Abbildung 2 Grundstruktur eines tblichen Nitroxid-Spinlabels mit dem Rest R (TEMPO, R=H) mit eingezeichneten
Haupttensorachsen und deren taumelnden Rotation entlang der Achsen20.2

Die Verwendung von Nitroxid-Radikalen erméglicht ebenfalls eine vereinfachte Anwendung
der  Spin-Hamilton-Operatoren auf die Operatoren: Hg,, Hgg, Hyp. Die
Kernspinquantenzahlen fiir *N-Isotope sind bekannt (I(**N)=1; m; = —1,0,+1), was eine
Unterteilung des Zeeman-Energieniveaus des Spins durch die Hyperfein-Wechselwirkung
ermoglicht. Bei schnellen, isotropen Rotationen in Losungen fiihrt dies zu drei Resonanzlinien

im Spektrum der Nitroxid-Messungen, die durch a;,, separiert sind.1%22
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Generell befindet sich das ungepaarte Elektron bei Nitroxid-Radikalen in der m-Bindung
zwischen dem Stickstoff- und Sauerstoffatom. Die Elektronendichte kann durch die Umgebung
der Spinsonde beeinflusst werden. In einer polaren Umgebung, wie sie durch
Wasserstoffbriickenbindungen und Dipol-Dipol-Wechselwirkungen charakterisiert ist, wird
ein polarer Mesomeriezustand des Nitroxid-Molekiils mit auftretenden Formalladungen
energetisch bevorzugt und dabei die Elektronendichte des ungepaarten Elektrons in Richtung
des Stickstoffatoms verschoben, was zu einer erhéhten Hyperfein-Kopplung fihrt.1%? Die

Hyperfein-Kopplungskonstante a nimmt somit in hydrophilerer Umgebung zu.

Das EPR-Spektrum reagiert nicht nur sensitiv auf die molekulare Umgebung sondern
besonders auf die rotationsdynamischen Umstdande. Die molekulare Dynamik der Spinsonde
kann durch die Rotationskorrelationszeit t quantifiziert werden. Fiir isotrope Bewegungen von
Spinsonden kann die Rotationskorrelationszeit durch die Brownsche Rotationsdiffusion,
basierend auf der Stokes-Einstein-Gleichung mit dem Rotationsdiffusionkoeffizient D,

beschrieben werden.

Bei nicht spharischen Molekiilen, die anisotrop rotieren, wird der Rotationsdiffusionstensor
Dj(i=(x,y,7)) €ingefuhrt. Die mittlere Rotationskorrelationszeit ist folgend das geometrische
Mittel der Tensor-Werte. daflir muss wiederum Uber die Euler-Winkel o, B, y das
Hauptsachsensystem des Rotationsdiffusionstensors in das Molekiilkoordinatensystem

uberfiihrt werden.10.13
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Abbildung 3 (A) Darstellung der Rotationsfreiheiten des Nitroxides, hier PROXYL; (B) Energieaufspaltung eines Spin (oben),
resultierendes Absporptionsspektrum (mittig), Derivat des Absorptionssprektrums (unten); (C) Visualisierung des a Tensors

und der Rotationsdynamik eines Nitroxid-Radikals; Grafik von Bordignon, Bleicken23
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2.2. Lipide

2.2.1. Struktur der Selbstordnung der Lipide

Lipide gehoren zur Gruppe der amphiphilen Molekiile, die in wassrigen Medien die Tendenz
zur Aggregation zeigen, um ihre hydrophoben Ketten von den Wassermolekiilen zu isolieren
(hydrophober Effekt).?* Die Aggregation von Lipiden ist dabei abhingig von mehreren
Faktoren, darunter der Wassergehalt, der Temperatur, die lonenkonzentration sowie der
chemische Aufbau der Lipide (Ester-, Etherphospholipide, Sphingolipide, Bolalipide). Die
Aggregation beginnt bei kegelférmigen Lipiden (z. B. Di-Palmityl-phosphatidylcholin (DPPC);
Kopfgruppe grofler als Kettengruppe) mit der Ausbildung einer Mizelle, mit steigender
Konzentration kommt es zur Ausbildung von Lipiddoppelschichten, die in verschiedenen
Phasenzustianden vorliegen kdonnen. Die am haufigsten in Membranen von Organismen
vorkommenden Lipide sind die Phospholipide, Sphingolipide, Glycolipide und Sterole.
Generell gesehen bestehen Lipide aus einer polaren Kopfgruppe, einem "Backbone" und einer
unpolaren Kettenregion. Fir die in dieser Arbeit am haufigsten verwendeten
Phosphocholinlipide ware der Aufbau aus einer polaren Cholin-Kopfgruppe, verbunden mit

einem polaren Phosphorylverol-Riickgrat, zu zwei unpolaren Kohlenwasserstoffeketten zu

sehen.2526

Abbildung 4 Strukturformel von Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC) und Visualisierung der Kegelform bzw. Kegelstumpf

Form (hydrodynamische Raumeinnahme eines Lipides)

Es ist bekannt, dass eine Variation von Lipiden haufig in der Kopfgruppen- oder Kettenregion
stattfindet. Eine Kopfgruppenvariation kann zur Ladungsvariation oder zur Veranderung der
hydrodynamischen GrofRe fihren. Durch eine Verdnderung der Kettengruppen, wie
beispielsweise durch Verlangerung der Kette oder die Einflihrung von Doppelbindungen
(Sattigungsgrad) oder anderweitige Modifikationen, kann eine Variation der Wechselwirkung
der Lipide innerhalb der Membran herbeigefiihrt werden. In der Folge kann der

Zusammenhalt der Lipide im Hinblick auf Mono- oder Bilayer modifiziert werden.
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2.2.2. Lipide in Doppelschichtenmembranen

Die Aufgabe der Kompartimentierung kann von Organismen auf unterschiedliche Weise erfillt
werden, wobei die Bildung von Membranen eine wesentliche Rolle spielt. Diese kdnnen als
»Zweidimensionale Flussigkeiten” betrachtet werden. Membranen sind keine starren
Systeme, sondern hoch dynamisch und fluide. Das Fliissig-Mosaik-Modell von Singer und
Nicolson? unterteilt die Membranen in viskose und fluide Schichten und beschreibt die Bildung
von Domanen und Clustern unterschiedlichster Art und Zusammensetzung. Obwohl dieses
Modell bereits seit 1972 existiert, hat es seine Aktualitat bis heute nicht verloren. Dies ist auf
die kontinuierliche Uberarbeitung und Erweiterung zuriickzufiihren, wie sie in aktualisierter

Form durch Nicolson?® beschrieben worden.

Abbildung 5 Das Fluid Mosaic Membran Model von 2014 verdeutlich die Komplexitdat der Membran und ihrer Vernetztheit

im Organismus.! Ein aktualisiertes Fluid-Mosaic-Membranmodell, das Informationen liber Membrandomanenstrukturen
und membranassoziierte Zytoskelett- und extrazellulare Strukturen enthalt. Verschiedene integrale Proteine,
Glykoproteine, Lipide und Oligosaccharide werden durch unterschiedliche Farben dargestellt, und dort, wo die Membran
abgezogen wurde, um die innere Membran zu betrachten, ist die Oberflache des Zytoskeletts zu erkennen, dass die laterale

Diffusion einiger, aber nicht aller Transmembran-Glykoproteine einschrankt.
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Natirliche, "lebende" Membranen stellen eine komplexe Struktur dar, die nicht nur als
Ansammlung von Lipiden zu betrachten ist, dabei spielen Proteine und Zucker entscheidende
Rolle im Aufbau dieser Membranen. Es ist zu beachten, dass die Anordnung der Lipide und
Proteine in den Membranen nicht zu fallig sondern gemaR einer bestimmten Symmetrie
erfolgt. Zudem sind diese nicht in einem thermodynamischen Gleichgewicht. Die Diffusion der
Lipide und Proteine wird nicht nur durch die Fluiditdt oder den ionischen Wechselwirkungen
der Lipide beeinflusst, sondern auch durch Proteinbarrieren oder Zuckerreste an der
Membranoberflache, die einen direkten und indirekten Einfluss ausiiben. Die mechanischen
Eigenschaften wie Kriimmung und Elastizitdit werden hingegen vorwiegend durch die

Lipidzusammensetzung und -verteilung definiert.?>?7-2°

{ ! — fom 4r
Y T 2 ZTTG L\B . lL
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Abbildung 6 rechts: Bilayerphasenschema adaptiert von Startek3?; links: Schematische Darstellung einer DPPC DSC-Kurve
samt Einzeichnung der Phasen,

Es lasst sich beobachten, dass mit fallender Temperatur in der Regel folgende Phasen mit
zunehmender Ordnung der Kette angezeigt werden, beginnend mit der Lq, Pp, Lg und Lc-
Phase. Der Begriff L. (liquid condensed) beschreibt eine kristalline Phase, in der alle Ketten in
der all-trans-Konformation angeordnet sind, vergleichbar mit den Kohlenwasserstoffen in
Paraffinen. In der Gel-Phase Lg (solid-ordert) sind die Lipidketten weiterhin all-trans, jedoch
besteht eine Neigung in der Membrannormalen, sowie ein erh6htes Rotationsvermogen der

Ketten um ihre eigene Achse. Der Ubergang zur liquid-disordert L, wird durch die Rippel-Phase
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(hexagones Gitter, Pg') beschrieben. Diese Phase ist charakteristisch durch die Prdasenz von
Wellen auf der Oberflache und die Anwesenheit von Doppelschichten, deren Zuordnung zu Lg:
oder Lo moglich ist. Die liquid-disordert Phase Lq stellt eine flissigkristalline Phase dar, die auch
als geschmolzene Phase bezeichnet wird. In dieser Phase sind die Lipidketten ungeordnet und
durch die Bildung von gauche Isomeren gekennzeichnet, die eine hohe Beweglichkeit

aufweisen.

Die Phasenibergangstemperatur ist definiert als die Temperatur, die erforderlich ist, um eine
Anderung des physikalischen Lipidzustandes von geordneten Gelphase zur ungeordneten
flussigkristallinen Phase zu induzieren. Die Phasenlibergangstemperatur wird dabei von
verschiedenen Faktoren beeinflusst, darunter die Art der Lipide, die Kettenldange, der
Sattigungsgrad, die Kopfgruppenspezifik, mogliche Ladung am Lipid sowie Defektstellen, wie
beispielsweise EPR-aktive Sonden oder fluoreszenzmarkierte Lipide (z.B. Rhodamin-B-DHPE)
Die erh6hte Kettenlange bedingt eine Starkung der van-der-Waals-Wechselwirkungen, was
wiederum einen erhohten Energiebedarf zur Stérung der geordneten Lipid-Paketierung
erfordert, somit zu einer Erhhung der Phasenumwandlungstemperatur fihrt. Die Einflhrung
einer Modifikation oder cis-Doppelbindung in die Kettenregion flihrt zu einer Instabilitat in

diesem Bereich und zu einer Erniedrigung der Phasenumwandlungstemperatur,2>-2731-37

Lipide kénnen auch lokale Doméanen mit unterschiedlicher Lipidzusammensetzung und
Fluiditat bilden. Diese werden als Rafts (LipidfloRe) bezeichnet und bestehen aus Cholesterol
und Sphingolipiden. Sie weisen im Vergleich zu ihrer Umgebung eine hohere Starre auf.3%33
Die Fluiditat einer Lipiddoppelschicht beeinflusst mehrere Funktionen auf einmal. So wird
nicht nur die laterale Diffusion (Verteilung der Lipide und Proteine in einer Monoschicht,
Bewegung, Rotation), sondern auch die Permeabilitdt, die Elastizitdt (Krimmung) und die
laterale Spannung davon dirigiert.> Die Dicke der hydrophoben Lipidschichten kann variieren
und wird meist durch die Linge der gesattigten Fettsduren gesteuert. Die Verteilung von
Lipiden mit unterschiedlicher Kettenlange ist nicht zufallig und ermdoglicht eine lokale
Einstellung der Membrandicke, wie es bei Rafts bendtigt wird. Lipiddoppelschichten kdnnen
laterale Diffusion (Bewegung in der Ebene) und Flip-Flops (Austausch von Lipiden zwischen

beiden Einzelschichten) betreiben.
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2.2.3. Lipid-Mix cytosolische Seite der Membran peripheren Nervensystem (PNS)

Um Myelin Proteine in ihre ,natirlichen” Eigenschaften untersuchen zu kdnnen ist es
essentiell die fur diese Proteine ,natlirliche” bzw. naturnahe Umgebung zu schaffen. Daher
wurde statt der bekannten DMPC- bzw. DPPC-Membranen eine Lipidmembran verwendet, die
auf den Lipiden der cytosolische Seite der PNS-Membran beruhen. Diese Lipide sind das
Phosphatidylcholine (PC), Phosphatidylserine (PS), Phosphatidylethanolamine (PE),
Sphingomyelin (SM), Phosphatidylinositol (Pl) und Cholesterol (ch). Dieses Lipidemsemble hat
einen bedeutenden Einfluss auf Wechselwirkungen zum Protein und den folgenden
Messungen im Kontext zum peripheren Myelinprotein 2 (P2). Somit wird an dieser Stelle naher

auf die Eigenschaften der Lipide dieser Membran eingegangen.

(o]
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Abbildung 7 Chemische Strukturen der typischen menschlichen PNS-Membranlipide: Gehirn L-a-Phosphatidylcholin (PC),
Schweinehirn L-a-Phosphatidylserin (PS), Schweinehirn L-a-Phosphatidylethanolamin (PE), Schweinehirn-Sphingomyelin
(SM), Rinderleber L-a-Phosphatidylinositol (PI) und Schafswollcholesterin (ch); R steht fiir eine variable
Lipidkettenzusammensetzung. Es handelt sich um natiirliche Lipide in einer Mischung mit einer durchschnittlichen

Fettsaureverteilung.

Die verwendeten Lipide kdnnen in drei Kategorien eingeteilt werden: die neutralen Lipide (PC,
PE, SM), die geladenen Lipide (Pl, PS) und das Cholesterol. Phosphatidylserin (PS) und
Phosphatidylinositol (PI) gehéren zu den geladenen anionischen Lipiden, die durch
elektrostatische Wechselwirkungen mit dem geladenen Bereich der Proteine interagieren.3%3°
Die Interaktion fihrt zu einer verringerten Fluiditdt, die vermutlich durch die
Lipidkondensation bedingt ist. Die anderen neutralen Lipide, PC und PE sind fir die

Gesamtwechselwirkung der Monoschicht verantwortlich, wobei eine elektrostatische
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Interaktion mit den Proteinen nicht zu beobachten ist. Stattdessen scheinen sie als
Abstandhalter zwischen den repulsiven Wechselwirkungen der geladenen Lipide zu fungieren
und die Lipidkondensation auszugleichen. Cholesterin weist eine strukturelle Ahnlichkeit zu
Membranlipiden auf, wobei sich jedoch eine differenzierte Struktur zeigt. Wahrend die
Phospholipide eine Kopfgruppe und zwei hydrophobe Acylketten aufweisen, ist Cholesterin
charakterisiert durch eine kurze Isoocytylkette, ein starres planares Steroidringsystem und
eine kleine polare Hydroxylgruppe. Die Hydroxylgruppe ist im Lipidemsemblem auf Hohe der
Kopfgruppen der Phospholipide positioniert, wahrend das plattenartige Rindsystem parallel
zu den Acylketten verlauft. Letzteres reicht bis zur Position C9, C10 der Phospholipide. Es
konnte nachgewiesen werden,3%* dass Cholesterol die Kopplung der Kopfgruppen
unterbricht und die Bildung von Lipidfl6Ren beglinstigt, die angereichert sind mit Cholesterol
und Sphingolipiden, wie es in den Studien zu Sphingomyelinen (SM) beschrieben wird.3%3341
Diese Rafts sind hochgeordnet und starr, was zu einer Verringerung der FlieRfahigkeit der
gesamten Membran fihrt. Cholesterol reduziert die fiir den Phaseniibergang erforderliche
Bindungsenergie und verringert folglich die Umwandlungstemperatur von Phospholipiden-

Doppelsichten.

Die Hypothese von Widder*? besagt, dass es durch Adsorption von Membranproteinen, wie
beispielsweise Myelin Basic Protein (MBP), an die Membran es zu einer Verringerung der
Linienspannung und einem Energiegewinn kommen kann. Ein dhnlicher Effekt konnte in den
Studien zu P2 beobachtet werden. Des weiteren zeigte Trager®® auf, dass wahrend der
Adsorption des MPB an die myelindhnliche Lipidmonoschichten zwei energetische Effekte
miteinander konkurrieren. Das sind i) die elektrostatische Anziehung und ii) die Verringerung
der Linienspannung an der Phasengrenze zwischen phospholipidreichen und
cholesterinreichen Doméanen.*? Ein ahnliches Phidnomen konnte in den Studien des P2
ebenfalls beobachtet werden. In Analogie zu MPB ist auch P2 in der Lage, sich in die
Phasengrenze zwischen den Domadnen zu positionieren und eine Interaktion mit den

geladenen Lipiden Pl und PS aufzuzeigen.
2.2.4. Grundlagen der Nanodiscs

Nanodiscs (Lipodisks, Liponanodisks, ND) sind scheibenformige Strukturen die aus den
Doppellipidsystemen abgeleitet sind. Die beiden wichtigsten Methoden zur Darstellung von
NDs sind entweder die Verwendung eines amphiphilen Proteins, dem Membran Scarford

Protein (MSP) 4446 oder Uber die Verwendung von amphiphilen Copolymeren.’48 Bei der
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Verwendung von MSP stehen mehrere Proteine zur Verfigung, die die
Doppelschichtmembran stabilisieren. lhr Vorteil ist ihre geringe Dispersitat und die breite
Anwendbarkeit.%® Die Hauptklasse der Proteine, die fur die Stabilisierung er Lipide verwendet
werden, sind Membrangeriistproteine (MSP). Die MSP bestehen aus amphiphilen Helices, die
den Kern der Doppelschicht giirtelartig umgeben. Sie kdnnen in ihrer GroRe fiir verschiedenen
Durchmesser der zu bildenden Nanodisc optimiert werden.**¢ Nachteile der auf MSP
basierenden Nanodisc sind, dass einige biochemische Methoden insbesondere die NMR oder
IR-Spektroskopie nicht in der Lage sind, zwischen MSP und den eingebauten Proteinen, der zu
untersuchenden Membranproteinen, zu unterscheiden. Ebenfalls ist zu erwdahnen, dass in den
Praparationsprotokollen in der Regel Detergenzien verwendet werden miissen. Hier besteht
eine groRe Gefahr labile Membranproteine zu denaturieren.**® Diese oben genannten
Nachteile haben die auf Copolymer-basierenden Nanodisc nicht. Die Polymere sind in der Lage
ihre Zielproteine samt Lipidumgebung direkt aus der natlirlichen Doppelschichtmembran
herauszulésen, dafiir bendtigen sie keine Detergenzien.*”*° Sie sind in groRen Mengen sowie
in groRerer Polymervariation kommerziell verfligbar und stéren auf Grund ihrer Struktur in
den Ublicherweise verwendeten biochemischen Methoden nicht.#”#°=>2 Die aktuellen
Hauptvertreter sind die auf das Styrol-Maleinsdure (SMA) bzw. Di-Isobutylen-Maleinsaure
(DIBMA) basierenden Copolymere.>3 Deren Nanodisc SMALP’s, DIBMALP’s genannt werden.
Das hydrophile Monomer dieser Polymere ist in der Regel die Maleinsaure. Im SMA wird die
Maleinsdure mit Styrol als hydrophobes Monomer polymerisiert. Dabei ist je nach
Anwendungsgebiet eine Variation der Kettenlinge und Monomerverhiltnis maglich.>4>6
Trotz das SMA negativ geladen ist, wie die meisten natlrlichen Lipidmembranen, weist es eine
hohe Solubilisierungseffizienz auf.*”->4°7 Dies ist auf die Fahigkeit zuriickzufiihren, dass seine
Styrol-Kérper wahrend der Solubilisierungsphase zwischen die Lipidketten, einschleusen zu
kénnen und so die Nanodisc zu stabilieren.””>® Diese Einfligungen von Styrol in die
Lipiddoppelmembran kann jedoch auch zu Stéreffekten in den Lipiden fiihren und somit die
Doppelmembranstruktur verdndern.*®>° DIBMA, welches statt des Styrol eine Diisobutyl-
Einheit als hydrophobe Einheit aufweist, hat keinen derartigen negativen Einfluss auf die
Lipidmembran.*® Als Ableitung des SMA kann das zwitterionische Copolymer SMA-SB
angesehen werden. Es tragt statt der Maleinsdure-Einheiten ein Betaminsulfon-Saure Derivat
derer. Dies soll wiederrum fiir eine verbessere Membranaffinitdit und Nanodiscstabilitat

fuhren.
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SMA-sB ~ M DIBMA

Abbildung 8 Darstellung der Struktur der Monomere von SMA, DIBMA und SMA-SB, samt Einzeichnung der an der
Interaktion mit der Lipidmembran beteiligen funktionellen Gruppen, rot: positiv geladen; gelb: negativ geladen; blau:

lipophile Gruppe

2.3. Monoschichtexperimente — Langmuir Filme

Biologische Systeme, wie etwa die Zellmembran, sind in der Grundlagenforschung komplex zu
modellieren. Abhdngig vom jeweiligen Zelltyp bestehen sie aus einer Lipiddoppelschicht, die
mit adsorbierenden oder durchdringenden Proteinen und weiteren Komponenten kombiniert
ist. Um die Zellmembran fiir Labor-Experimente zu modellieren, ist es hdufig erforderlich, das
Membransystem zu vereinfachen. In der Regel wird dazu eine Doppelschicht verwendet, die
eine reduzierte Variation der Lipidarten enthélt, beispielsweise eine reine
Dimyristoylphosphatidylcholin (DMPC)-Doppelschicht). Eine weitere gangige Praxis ist die
Bildung von Monoschichten, eine halbe Doppelschicht, fiir Untersuchungen in einer
Grenzflaichenumgebung,®%®! da sich so Eigenschaften wie der Phasenzustand, der
Phasenubergang® und der Einfluss der Subphase oder die Lipidzusammensetzung®® auf
Proteine untersuchen lassen. Dies ist insbesondere der Fall, wenn es sich nicht um

Transmembranproteine handelt.?%?’
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2.3.1. Pockels-Langmuir-Filmwaagen

Die Bildung eines Langmuir-Films setzt die Anordnung von amphiphilen Molekiilen (Lipiden)
auf der Grenzflache zwischen Luft und Wasser auf der wassrigen Phase voraus. Zu diesem
Zweck wird zundchst ein temperierbaren Teflontrog mit der wassrigen Phase befiillt, wobei
das Volumen bzw. die resultierende Oberflaiche A (siehe Abbildung 10, links) konstant

gehalten werden.

In Kombination mit der Flache eines Lipidmolekiils, die stoffspezifisch ist, wird auf diese Weise
die Spreitmenge des Lipides berechnet. Die Monoschichtbildung fiihrt zu einer Erniedrigung
der Oberflachenspannung, die sich nach der Oberflachenkonzentration bemisst (I' = n;/A).
Der Oberflachendruck wird von einer Wilhelmy-Plattchen-Waage detektiert.?® Diese ermittelt
die Oberflachenspannung Uber ein diinnes Plattchen (z. B. Filterpapier), das in die Subphase
eintaucht. Dabei wird die kompensierende Kraft gemessen, die das Plattchen durch Benetzung
nach unten zieht, welche durch eine Waage registriert wird. Der Oberflachendruck ist definiert
als der Abfall der Oberflachenspannung y auf eine Subphase, z.B. wenn eine Monoschicht an
der Luft/Wasser-Grenzflache gespreitet und komprimiert wird. Dabei bezeichnet y, die
Oberflachenspannung der Subphase ohne Lipidmonoschicht und y die Oberflachenspannung
der Subphase mit Monoschicht. Gemals dessen wird die Oberflachenspannung als diejenige
Arbeit definiert, die aufgewendet werden muss, um die Oberflache der wassrigen Phase zu

vergréRern.5263

T=Yyg—YV 11

2.3.1.1. MIP (maximaler Insertionsdruck; maximum insertion presure)

Bei zeitabhdngigen Filmwaagemessungen mit konstanter Oberflache (Adsorptionsfilmwaage,
siehe oben) kdnnen Adsorptionsvorgange von Proteinen oder Tensiden in der Monoschicht
beobachtet werden. Fiir die Berechnung des MIP (Maximum Insertion Pressure) werden
unterschiedliche Mengen der Lipidmischung je Messung auf die Grenzflache aufgebracht, um
eine bestimmte initiale Oberflachenspannung m;,; zu erreichen. Die Differenz zwischen m;,;
der initialen Oberflachenspannung und m,,,; der Oberflaichenspannung nach Einstellung des
Gleichgewichtes (Adsorption des Tensides/Proteins zu Lipidmembran) ist Aw. Wenn man Am

in eine lineare Funktion von m;,; setzt, so kann der maximale Eindringdruck MIP berechnet
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werden. Er ist definiert durch den Schnittpunkt der linearen Regression gegen die x-Achse und
beschreibt den hochstmoglichen Oberflachendruck, bei dem das Protein oder Tensid noch in

die Lipidmonoschicht adsorbieren bzw. eindringen kann.
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Abbildung 9 reprasentative Absorptionsmessung links und der Auswertung und Darstellung des MIP rechts; fur die Messung

P2 Wildtyp auf einer PNS-Monoschicht
2.3.1.2. Synergie

Wahrend der MIP die Wirkung des Proteins auf die Monoschicht beschreibt, kann die Synergie
als Wirkung der Monoschicht auf das Protein beschrieben werden. Die Synergie
veranschaulicht die Wechselwirkung zwischen Protein und Lipid und gibt an, ob und wie stark
die Lipidmischung in der Monoschicht die Adsorption an die Monoschicht unterstitzt oder
verhindert. Zwei Werte sind dafiir von Bedeutung: i) der Schnittpunkt der y-Achse mit der
linearen Regression und ii) die Steigung der Regressionsgeraden. Der Schnittpunkt der y-Achse
gibt den maximal moglichen Druck an, bei dem das Protein in eine lipidfreie Grenzflache
eindringen kann (MIP in lipidfreier Grenzflaiche). Die Steigung der Regressionsgerade
beschreibt die Wechselwirkung zwischen Proteinen und Lipiden. Dabei ist die Synergie die

Steigung der Regressionsgeraden plus eins.
synergy =b+ 1 13

Ein Synergiewert groBer als O deutet auf einen positiven Effekt hin, eine gegenseitige
Unterstiitzung, es kann also zu einem MIP kommen. Bei Werten gleich 0 gibt es keinen

Synergieeffekt, es kommt eher zu einem stationdren Oberflaichendruck bei initialen
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Oberflachendruck. Bei Werten kleiner als 0 deutet es auf einen negativen Effekt hin, es kommt

zu einem Ausschluss bzw. Verdrangung des Proteins bei erhéhtem initiale Oberflachendruck.
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Abbildung 10 links: Schematische Darstellung einer Langmuir-Pocket-Filmwaage (ohne Barrieren zur Kompression), rechts:

Schematische Darstellung einer Kompressionsfilmwaage mit einem Epifluoreszenzmikroskopieaufbau

2.3.2. Kompressionsexperimente an Pockels-Langmuir Filmwaagen

Je nach Versuchsaufbau bzw. Versuchsart®?664 pefinden sich im Aufbau der Filmwaage an
beiden Enden bewegliche Barrieren (Abbildung 10,rechts), mit denen der gespreitete Film
komprimiert werden kann, um das Kompressionsverhalten der Lipide zu untersuchen. Dabei
wird die Oberflache pro Molekiil kontinuierlich verkleinert und der Oberflachendruck
gemessen.  Das des wird  durch die

Kompressionsverhalten Monolayers

Oberflachendruck/Flachen(m/A)-Isotherme beschrieben. Die Flachenpressung steigt bei
weiterer Kompression durch die Barriere der Filmwaage bis zu dem Punkt an dem die grof3te
Packungsdichte erreicht wird. Bei weiterer Kompression kollabiert das System und bildet
Multilayer. Sowohl der Verlauf der m/A-Isotherme als auch der Filmkollaps sind unter
Gleichgewichtsbedingungen (niedrige Kompressionsgeschwindigkeit) charakteristisch fur die
die Monoschicht bildende Substanz. Es kénnen Riickschlisse auf die Anzahl und die Art der
molekularen Wechselwirkungen, als auch die Massenorganisation in einer Phase und den
Ubergang zwischen verschiedenen Phasen getroffen werden. Die Isotherme ist ebenfalls
abhingig von Subphasenparametern wie pH-Wert, lonenkonzentration und Temperatur.?>%’
In der Monoschicht liegen, obwohl quasi zweidimensional, verschiedene Aggregatzustiande

vor (Abbildung 11). Der Phasenzustand der Lipidmolekiile ist vergleichbar mit dem eines

realen Gas. Allerdings ist in der Monoschicht der Bewegungsspielraum der Molekiile
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wesentlich eingeschrankt, da die Kopfgruppe das Lipidmolekil an der Wasseroberflache
fixiert. In Abbildung 11 ist ein beispielhafter Verlauf einer
Oberflachendruck-/Flachenisotherme mit den verschiedenen Phasenilibergdangen dargestellt.
Zunachst liegen auf einer expandierten Oberflache die Lipide isoliert voneinander vor. Die
Molekiile konnen sich auf der Wasseroberfliche bewegen, ohne sich gegenseitig zu
beeinflussen (nicht nachweisbare Druckanstieg bei Kompression). Da sich die Monoschicht
(2D) wie ein ideales Gas in einem 3D-Volumen verhalt, wird diese Phase als gasanaloge Phase
bezeichnet. Durch Verkleinerung des zur Verfligung stehenden Raumes wird die Lipiddichte
erhoht und die Wechselwirkungen zwischen den Lipiden dominieren das Phasenverhalten. Die
Molekile "spliren" sich gegenseitig und setzen der Kompression einen messbaren Druck

1 entgegen (lift off): Die Lipide werden
Solid-like state

Gaseous state {1cci . . .
LC - LE M flussigen Phase lassen sich drei verschiedene

e zunehmend dazu gezwungen sich

z - I ’

Iy I(_i%L)Jid condensed state aufzurichten, um dem verringerten

5 L

w

g M iovic o0anded state Platzangebot  entgegenzuwirken. In  der
(LE)

8

©

3

wn

Zustande unterscheiden: die flussig-

Mean molecular area (A-mol)

expandierte (LE), die flussig-geordnete (Lo)
Abbildung 11 theoretische phi-A isotherme; Kompression

eines nicht I6slichen Lipidmonolayers auf einer Luft- und die qu55|g-kondenS|erte Phase (LC)'

Wasser-Grenzfliche?22 samt schematischer Darstellung Phasenubergdnge lassen sich an
der verschiedenen Zustande der Monoschicht Verinderungen in der Steigung der
Isothermen erkennen. Die Lo-Phase (nicht
dargestellt) stellt eine Zwischenstufe zwischen der LE- und der LC-Phase dar. In dieser Phase
sind die Lipide bereits orientiert, weisen jedoch noch nicht die hohe Packungsdichte der
folgenden LC-Phase auf. Die Form des Isothermenanstieg liefert Informationen Ulber die
Ordnung des Ubergangs. Horizontale Plateaus, bei denen keine Druckinderung auftritt,
deuten auf einen Phaseniibergang erster Ordnung hin, wihrend geneigte Uberginge auf
Uberginge héherer Ordnung schlieRen lassen. In der fliissig-kondensierten Phase behalten
die starren Kohlenstoffketten noch eine gewisse Rotationsfreiheit und sind geneigt, um eine
dichtere Packung zu ermoglichen. Mit zunehmendem Oberflaichendruck ist die
Packungsdichte der Kohlenwasserstoffketten des Filmes so dicht wie in vergleichbarem

kristallisierten Paraffinen. Es wird die sogenannte feste analoge Phase (S) erreicht, an die sich

der Filmkollaps mit irreversiblen Verdnderungen anschlieRt.2>27 Welches Phasenverhalten
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beobachtet werden kann, hangt von der Lipidstruktur bzw. dem Lipidmix ab. So findet man in
sphingomyelinreichen Mischungen, mit langen gesattigten Kohlenwasserstoffketten,
Uberwiegend feste Phasen. Ungesattigte Phospholipide zeigen meist nur fliissig expandierte
Phasenzustande oder reichern sich in diesen an.> Ebenso ist die Temperatur entscheidend fur
die Beobachtung von Phasenilibergidngen. Bei tiefen Temperaturen wird meist eine
kondensierte Phase induziert, wahrend hohen Temperaturen die fliissig-expandierte Phase

begiinstigen.?’

2.3.3. Epifluoreszenz Filmwaagen

Fluoreszenz beschreibt den Prozess, bei dem kurzwelliges Licht absorbiert und langwelliges
Licht emittiert.®® Ein Elektron aus dem Grundzustand SO geht in einen angeregten Zustand S1
Uber, dem eine strahlungslose Schwingungsrelaxation in den niedrigsten angeregten
Schwingungszustand in S1 folgt und schlieflich eine Emission zum Grundzustand SO
stattfindet. Zu den konkurrierenden Reaktionen gehoéren z. B. die strahlungslose
Totaldeaktivierung (IC: Internal Konversion) und Phosphoreszenz. Dabei werden Elektronen
aus Doppelbindungen leichter angeregt, da die p-Elektronen der Doppelbindung tber beide
Atome verteilt und damit weniger stark gebunden sind. Deshalb werden meist Fluorochrome

Molekiile mit konjugierten Doppelbindungen verwendet.®®
€ <:> In dieser Arbeit wurde mit einem Auflicht-(Epi-

JFluoreszenzmikroskop (Abbildung 12) gearbeitet. In einem

5:] Auflichtmikroskop  trifft das kurzwellige Licht der

Lichtquelle, meist eine Quecksilber- oder LED-Lampe, deren

gewlinschte Anregungswellenlange zuvor herausgefiltert
® wurde, auf einen dichroitischen Spiegel, der das Licht durch

. 1 ein Objektiv auf die Probe fokussiert. Das langwelligere
4 Fluoreszenzlicht passiert erneut das Objektiv und

durchstrahlt den fiir das Emissionslicht durchladssigen

Abbildung 12 Schematischer Aufbauund - ;- itischen  Spiegel erneut. Nach Passieren  des

Prinzip eines Epifluoreszenzmikroskop; 1

. I Emissionsfilters wird das Signal von einer EMCCD-Kamera
Lichtquelle, 2 Anregungslichtfilter, 3
dichroitischen Spiegel, 4 Objektiv, 5 detektiert.®’ Die Charakterisierung von Lipidmonoschichten

Emissionsfilter, 6 EMCCD-Kamera mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie ist von Vorteil, da die

Probe nicht mechanisch belastet wird und die Sensitivitdt der Fluoreszenzmikroskopie sehr
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hoch ist.®® Das hier dem Lipidgemisch zugegebene Fluorophor Rhodamin-B-1,2-
Dihexadecanoyl-sn-Glycerin-3-Phosphoethanolamin (Rhodamin-B-DHPE) ist aufgrund der
unterschiedlichen Loslichkeit in den Phasen fiir den Hell-Dunkel-Kontrast in der Bildgebung
verantwortlich. Dunkle Bereiche in der Abbildung bedeuten Abwesenheit, helle Bereiche
zeigen eine Anreicherung des Fluoreszenzfarbstoffs an. AuBerdem bevorzugt Rhodamin-B-
DHPE die flussig-expandierte Phase und lagert sich die Kopfgruppen der Lipide an.®® Mit dieser
Versuchsanordnung lasst sich vor allem die Bildung von Domanen beobachten, da diese eine

Phase héherer Ordnung bilden und in Mischungen eine andere Lipidzusammensetzung als ihre
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Abbildung 13 Emissions-Absorptionsspektren von Rhodamin B (RhoB-DHPE) und Alexa 488, jeweils bei
Emmissionswellenldnge 486 nm (blauer Kanal) und 547 nm (griiner Kanal)?23; Bildfarben: blau: Emissionslicht, rot:

Detektionsbereiche; griin Emissionseffezienz, gelb: Detektionseffizienz

Umgebung annehmen, vergleichbar mit Rafts in Lipiddoppelschichten. Die Domanen kdnnen
jede Form annehmen. In Lipidmischen mit einem hoheren Cholesterolanteil kdnnen die
Domaénen bei niedrigen Oberflichendriicken runde Formen annehmen, bei hohen

Oberflachendriicken kénnen streifenférmige Doménen gebildet werden. 7072
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Bei den in dieser Arbeit gezeigten Zwei-Farb-Experimenten  auf  der
epifluoreszenzmikroskopischen Filmwaage wurde neben dem bereits erwdahnten Rhodamin-
DHPE der Fluoreszenzfarbstoff Alexa-488 verwendet. Dieses Rhodamin-Derivat, als
Succinidylester, wurde an das Protein vorab konjugiert und ein entsprechender Anteil des
nativen Proteins gegen das Konjugat sublimiert. Die Kombination von Alexa 488 und
Rhodamin-B-DHPE beruht auf der Uberlappung der Absorptions- und Immisionsbanden des
Rhodamins-DHPE im Bereich von Alexa 488 im blauen Kanal (Alexa 488: ~490 /513 nm
Anregungs-/Emissionsmaximum’?; Rho-B-DHPE: ~560/580 nm Anregungs-
/Emissionsmaximum?’3). Diese Uberlappung, die normalerweise als negativ angesehen wird,
ermoglicht in diesen Experimenten die Lokalisierung der gelabelten Proteine innerhalb der
Monoschicht. Dies ist notwendig, da Lipid-Monolayer keine starren Systeme sind und eine

kontinuierliche Bewegung des Films innerhalb der Aufnahme stattfindet.

2.4. Dynamische Lichtstreuung

Die Dynamische Lichtstreuung (DLS) stellt ein nicht-invasives und schnelles Verfahren zur
Bestimmung der GroRe von Partikeln in einer Probe im Bereich von weniger als einem
Nanometer bis zu mehreren Mikrometern dar. Die Messung der Geschwindigkeit der
Brownschen Molekularbewegung von Partikeln bildet die Grundlage fiir diese Analyse. Die
Brownsche Bewegung beschreibt die ungerichtete Bewegung von kleinen Partikeln in einer
Loésung und resultiert aus Kollisionen mit Lésungsmittelmolekilen. Dabei weisen kleine
Partikel eine hohere Diffusionsgeschwindigkeit auf als grofle Partikel. Die quantitative
Messung der Geschwindigkeit der Brownschen Bewegung erfolgt durch den
Translationsdiffusionskoeffizienten D. Die Messung der Diffusionsgeschwindigkeiten erfolgt
mittels DLS durch die Beleuchtung (Laser) von Partikeln in einer Dispersion. Die Partikel
streuen einen Teil des Laserlichtes und aufgrund der Eigenbewegung der Teilchen fluktuiert
die Intensitat des gestreuten Lichtes mit der Zeit. Die Kumulation vieler detektierter einzelner
dynamischer Lichtstreuungsintensitaten resultiert in einem fluktuierenden Intensitatssignal
(Abbildung 14). Die beobachteten Schwankungen werden durch die Interferenz des von jedem
einzelnen Teilchen gestreuten Lichts verursacht. Es ist zu erwarten, dass sich die Intensitat mit

der Zeit veréandern wird, da die Partikel eine Diffusion erfahren.”47>
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Abbildung 14 Schema der Beziehungen zwischen gemessenen fluktuierenden Intensitatssignalen (links) und Schema der
Beziehungen zwischen gemessenen fluktuierenden Intensitatssignalen (links) und Intensitdtskorrelationsfunktionen g2(t)

(rechts) fiir groRe und kleine Partikel mit Basislinie C und Steigung B wie in Gleichung 7 verwendet’®

Die Geschwindigkeit der Intensitatsfluktuationen ist abhangig von der Diffusionsrate der
Partikel, wobei kleinere Teilchen eine schnellere Diffusion aufweisen und dies zu rapiden
Schwankungen des gestreuten Lichtes fiihrt. Die zeitlichen Abstinde zwischen den
Aufnahmen des Lichtstreusignals I(t + 7) sind dabei in der Regel sehr gering, da die Messungen
in einem Bereich der Korrelationszeit T von Nano- oder Mikrosekunden erfolgen. Die so
gewonnenen Momentaufnahmen werden anschlieBend miteinander verglichen. Bei
Betrachtung von Momentaufnahmen, die zeitlich weiter voneinander entfernt sind, nimmt die
Ahnlichkeit oder Korrelation jedoch ab, bis schlieBlich keine Korrelation mehr mit dem
urspriinglichen Signal besteht. Dieser Vorgang wird als Autokorrelation bezeichnet. (zeitliche
Entwicklung der Intensitatssignale) Die Diffusionsgeschwindigkeit der Partikel sowie die Dauer
bis zum vollstandigen Verlust des Korrelationssignals sind dabei signifikant korreliert. Die
GrolRe der Partikel hat einen direkten Einfluss auf die Diffusionsgeschwindigkeit sowie die

Dauer bis zum Verlust des Korrelationssignals (Abbildung 14). Kleine Partikel weisen demnach
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eine schnellere Diffusion auf, was wiederum eine schnellere Korrelationsabnahme zur Folge

hat.7475.77

kg «T 14

dH:B*n*n*D

Die Erfassung der GroReninformationen erfolgt durch Umwandlung der Werte in den
hydrodynamischen Durchmesser du unter Anwendung der Stokes-Einstein-Gleichung
(Gleichung 14).7879 Die Variablen Lésungsmittelviskositat  und Temperatur T sind dabei zu
beriicksichtigen, da sie die Diffusionsrate der Partikel beeinflussen. Die gemessene
GroRenverteilung wird als Intensitatsverteilung angezeigt und die Ergebnisse kdnnen unter
Verwendung verschiedener Annahmen in eine Volumen- oder ZahlengréBenverteilung
umgewandelt werden. Der angegebene hydrodynamische Durchmesser (du) ist der
Durchmesser einer harten Kugel, die mit der gleichen Geschwindigkeit diffundiert wie das zu
messende Partikel oder Molekiil. Der Translationsdiffusionskoeffizient ist dabei abhangig von
der GroRRe des Partikelkerns sowie von der Oberflachenstruktur, der Konzentration und der
Art der lonen im Medium. Sowohl die lonen im Medium als auch die
Gesamtionenkonzentration koénnen die Partikeldiffusionsgeschwindigkeit beeinflussen,
indem sie die Dicke der elektrischen Doppelschicht &ndern. Jede Anderung der
Partikeloberflache, die die Diffusionsgeschwindigkeit beeinflusst, flihrt zu einer
entsprechenden Anderung der scheinbaren PartikelgréRe. Zum Beispiel kann durch die
Proteinkonformation die Art der Partikeloberfliche und des Proteins sowie durch die
lonenkonzentration des Mediums beeinflusst werden, was wiederum eine Veranderung der
scheinbaren PartikelgroRe um einige Nanometer zur Folge haben kann. Die Breite der
PartikelgroRenverteilung wird durch den Polydispersitatsindex (PDI) beschrieben. Dieser wird
durch die kumulative Anpassung abgeleitet, wobei eine Abklingkonstante der

Intensitatskorrelationsfunktion berechnet wird.””/20
2.5. zeta-Potential und elektrophoretische Lichtstreuung

Das elektrische Potenzial ist ein MaR dafiir, wie viel Energie bendtigt wird, um eine einzelne
Punktladung aus unendlich groRer Entfernung zum Teilchen zu bewegen. Das Zeta-Potential
ist ein MaR fur die Oberflachenladung und ein Indikator fir die Stabilitdt des einzelnen
Partikels sowie seine Neigung zur Aggregation oder Koagulation. Es ist als das

Oberflachenpotential definiert, welches sich auf der Gleichebene des Partikels befindet. Es ist
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dabei von einigen Faktoren abhangig, u. a. dem Anfangswert des Oberflachenpotentials auf
der Partikeloberflache, der Dicke der elektrischen Doppelschicht (Debye-Lange) und der
Salzkonzentration des umgebenden Mediums. Dabei nimmt die Dicke der Doppelschicht mit

steigender lonenstarke des umgebenden Mediums ab.
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Abbildung 15 Schematische Darstellung der Oberflachenpotentiale eines Partikels8!

Das Zeta-Potenzial wird in der Regel lber die elektrophoretische Lichtstreuung ermittelt.
Dabei wird die elektrophoretische Beweglichkeit der sich in einer Losung befindlichen Teilchen
innerhalb eines elektrischen Feldes gemessen. Aus den ermittelten Werten der
elektrophoretischen Mobilitdat (UE) kann nach Lésen der Gleichung xxx das Zeta-Potenzial

errechnet werden.

2xex(*xF(k*a) 15

E=

3xpu

Dabei sind: U, die elektrophoretische Mobilitat, € die Permittivitat, { das Zeta-Potential, p die

Viskositdt und F (i * a) die Henry-Funktion mit als k ~Deby-Linge und a als Teilchenradius

Eine moderne Messtechnik zur Bestimmung des Zeta-Potentials ist die cmPALS. Sie beruht
grundsatzlich auf der ELS, jedoch wird die Phasendanderungsrate der gemessenen Interferenz

zwischen dem von der Probe gestreuten Licht und dem errechneten modulierten
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Referenzstrahl untersucht (PALS). Bei der cmPALS werden zwei Signale parallel gemessen: das
Probensignal (Streulicht der Probe und modulierte Referenzstrahlung) und das Monitorsignal,
bei dem der modulierte und der unmodulierte Referenzstrahl (iberlagert sind. Diese
Doppelmessung ermoglicht es, probe- oder messgerdatbezogene Indikatoren in die
Berechnung des Zeta-Potentials einzubeziehen, z. B. Alterung, Temperatur- oder

Frequenzanderung.?>82-94
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3. peripheres Myelinprotein P2

3.1. Einfiuhrung

Im folgenden Abschnitt wird das periphere Myelinprotein 2 (PMP2, P2) naher beleuchtet,
dabei werden mittels cwEPR-Spektroskopie und Filmwaagenmethodik die beiden bekannten
physiologischen Funktionen des P2 experimentell betrachtet. Mutationen am P2 sind
nachweislich mitverantwortlich fir Entstehung von neuronalen Erkrankungen u.a. der
Charcot-Marie-Tooth (CMT) Krankheit und des Guillain-Barré-Syndroms (GBS). Dabei treten
diese neuronalen Krankheiten bei einer Punktmutation des P2 einher.”?> P2 wird in der
Literatur auch Myelin-Fatty Acid Binding Protein (M-FABP) oder FAPB 8 bezeichnet. Die Klasse
der FABPs sind B-Fass-Transportproteine, welche fir den intrazellularen Fettsauretransport
und den Aufbau der Zellmembran mitverantwortlich sind. Um zu verstehen in welchem
Rahmen P2 und neurologische Krankheiten assoziiert sind, missen beide Aufgaben des P2
naher betrachtet werden. So wird in den folgenden Kapiteln zunachst die Funktion als
fettsdurebindendes Protein (Fatty Acid Binding Protein, FABP) analysiert und spater die
Funktion der Membranassoziation bei der Verbindung von PNS-Lipidmembranen in der

Myelinscheide.

3.1.1. neuronale Krankheiten, Charcot-Marie-Tooth Krankheit; Guillain-Barre-Syndrom

flir Krankheiten und phéanotypische, pathogene Verdnderungen von Organismen haben
oftmals ihren Ursprung in Mutationen von Proteinen. Eine Mutation von P2 wurde in
Kausalitat mit neuronalen Krankheiten wie der der Charcot-Marie-Tooth (CMT) Krankheit oder
dem Guillain-Barré-Syndroms nachgewiesen.”®> Die CMT, auch hereditire motorische-
sensible Neurophatie Typ | genannt, ist eine durch Gendefekte ausgel6ste Neuropathie, die
mit der Demyelinisierung des peripheren Nervensystems einhergeht. In deren Folge kommt
es zu einer Beeintrachtigung der Nervenleitgeschwindigkeit. Die mittlere motorische
Nervenleitgeschwindigkeit liegt je nach Auspragung der CMT unter 38 m/s;?® der anatomische
Normwert liegt bei Aa-Fasern (nach Erlanger/Gasser) bei: 60-120 m/s.°® Diese verminderte
Nervenleitgeschwindigkeit hat motorische als auch sensible Ausfille zur Folge. Die CMT

manifestiert sich i.d.R. in den ersten zwei Lebensjahrzehnten. Sie hat eine Pravalenz von 20-
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40 auf 100.000. Die haufigste Ursache ist die Duplikation den Peripheren Myelin Protein 22
(PMP22)-Gen (CMT1A). Die CMT1G (P2 assoziierte CMT) hat eine Pravalenz von 1 zu

1.000.000, trotz deren geringerer Pravalenz ist sie nicht weniger klinisch relevant.”9>-1%

Gonzaga®> und Motley’ konnten in genetischen Studien zwei fiir die CMT1G verantwortliche
Varianten (Mutanten) des P2 identifizieren. 143N und 152T stehen in bestatigen kausalem
Zusammenhang zur autosomal dominant vererbten CMT1G. Wie die Ergebnisse von
Gonzaga®® zeigen, haben das Vorhandensein von P2, als auch die Mutation des P2 einen
groRBen Einfluss auf das Nervensystem, wie es hier in Experimenten mit Zebrafischen
verdeutlicht wird. Abbildung 16 zeigt die Aufnahmen der Nervensysteme von Zebrafischen

und die Auswirkungen von fehlendem P2 bzw. der Zugabe der 143N-Mutante .

Die Kontrollgruppe (Abbildung 16 A) zeigt geordnete Nervensysteme. In der Morpholino-
Knockoutdown (MO) Variante (Abbildung 16 B) wurde das P2-Gen unterdriickt. Es zeigen sich
ein Motorneuronenphanotyp, bei dem die Nervenstrange nicht Notochord herauswachsen
und die Axone nicht korrekt innervieren. In Abbildung 16 C und D wurden den MO-
Zebrafischen im Embryostation humanes P2-Gen (Wildtyp bzw. I143N-Variante) injiziert. Zwar
konnte diese Geninjektion den Wildtyp-Phanotyp nicht wiederherstellen, es zeigt sich
dennoch das das humane P2wt-Gen-Injektion, bei der Phanotyp Auspragung nah an der
Kontrollgruppe ist und die Gruppe mit 143N-Gen Injektion weite weiterhin eine deutliche
Anomalitat der Nervenstriange auf. Ebenfalls ist aus diesen Studien® bekannt, dass die
Konzentration des exprimierten P2 im Organismus, vergleichen zu PMP22, fiir die korrekten

Aufbau der Nervenbahnen essenziel ist.
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Control

pmp2 MO + PMP2 WT pmp2 MO + PMP2 143N

Abbildung 16 laterale Aufnahme des Zebrafischnervensystems, A Kontrollgruppe; B Morpholino-Gruppe (MO-Gruppe), P2-
Gen unterdriickt; C MO-Variante und Injektion von humanem wtP2-Gen; D: MO-Variante und Injektion von humanem I43N-

Gen?>

143N und 152T sind Punktmutationen, welche Anderung von Aminosduren in der B-
Faltblattfassstruktur aufzeigen. 143N hat einen Austausch eines Isoleucins gegen ein Asparagin
und bei I52T einen Austausch von Isoleucin gegen Threonin. Obwohl die Mutation nicht an
einer Membranbindungsstelle bzw. an einer fir die Ligandbindung beteiligen Position liegt,
noch in direkter Beziehung zu den fiir die Membranadsorption verantwortlichen Bereiche, hat
diese Punktmutation signifikante Auswirkungen auf die Funktion das P2 und das Outcome der

CMT. 7%

Als dritte hier aufgefiihrte Variante steht das P38G. Hier wurde Prolin gegen Glycin getauscht,
die Position 38 befindet sich in einem ungeordneten Strukturbereich zwischen dem [-
Faltblattfass und dem an der Ligandenbindung involvierten a-helikalen Deckelregion.
Ebenfalls ist die Position 38 in groler Nahe zu der Anionbindungsstelle, welche an der
Konformationsdnderung zur Ligandenaufnahme stark beteiligt ist.3%19% Bisher gibt es noch
keine Studien die eine Assoziation zwischen P38G und einer neuronalen Krankheit belegen.
Jedoch erlaubt diese Variante einen Vergleich und Aufschluss auf die Bedeutung der

Mutationsposition auf die Funktion bzw. Funktionseinschrankung des P2.
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Abbildung 17 Kristallstruktur des P2 modelliert mit Palmitat als Ligand, Helixstruktur in hellgriin, B-Strdange in blaugriin.
Darstellung der drei CMT1-assoziierten Varianten; 143N an B-Strang B; I52T und T51P an B-Strang C’

3.1.2. Aufbau und Funktion des peripheren Myelinprotein 2

Nach Abe %02 jst P2 unter anderem fiir den Transport und die asymmetrische Verteilung (extra-
/intrazellular) des Sphingomyelins (SM) in der Myelinmembran mit verantwortlich, mit dem
Lipid PIP2 zusammen. Es regelt die asymmetrische Konzentration der SM auf den
Membranseiten. Abe®? zeigt in Knock-Out- und Uberexpressionsexperimenten die Rolle des
P2. Es wird verdeutlich, dass P2 in der Lage ist Mikromilieus aufzubauen, wobei sich eine
Abhangigkeit zwischen P2-Konzentration und Haufigkeit der Membranmikrotubi sowie der SM
Asymmetrie ergibt.1°2 Die Erhaltung der Asymmetrie gibt einen Hinweis auf die Begriindung
der Doppelfunktion der P2: i) als Fatty Acid Bindung Protein (FAPB) fiir den Lipidtransport — ob
noch nicht final geklart ist, welches der endogene Ligand des P2 ist*® und ii) die
Membranassoziation an die Myelinmembran.3®103104 Es ist bekannt, dass die meisten
Myelinproteine (P2, PO, MPB) mit neurologischen Krankheiten assoziiert werden kdnnen,
jedoch ist aktuell noch wenig lber die Beziehung zwischen dem pathogenen Bild und dem

Protein bekannt.*10>

P2 gehort zu den amphiphilen Transportproteinen, welche im Cytosol von Wirbeltieren die
Aufgabe des Fettsduretransportes tibernehmen.'% P2, das zur Familie der FABPs gehdrt, steht
hier in einer homologen Reihe von B-Faltblattfassproteinen mit einem Molekulargewicht von
14-15 kDA.1°7 Aufgrund ihrer amphiphilen Eigenschaften sind FABPs wasserldslich und
kénnen hydrophobe Molekiile nicht kovalent binden und transportieren.'%® Es gibt mehrere
Isoforme der FABPs die wahrscheinlich durch konvergente Evolution analoger Proteine
hervorgegangen sind und durch Anpassung an die jeweiligen Gewebekompartimente sich

dementsprechend stark sequenziell unterscheiden, unter Beibehaltung der Tertidrstruktur.1%®
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Die Kristallstruktur von FAPBs besteht aus zehn antiparallelen B-Strdangen, die in zwei
flnfstrangigen B-sheets organisiert sind. Zusammen bilden sie eine B -Faltblattfassstruktur mit
einem Helix-Turn-Helix Motiv. Teile dieses Motives bilden den a-helikalen Deckel.>1%* Er bildet
die Portalregion, die vermutlich als Eintritt fir die Liganden dient und zum inneren
hydrophoben Raum der B-Fass-Struktur fiihrt.1®® FABPs binden und transportieren

grundsatzlich nur einen Liganden®

, auBer FABP1/Liver-FABP, welches mehrere Liganden
binden kann'! und zu meinst alle gesattigten und ungesattigten langkettigen (ab C13)
Fettsduren.'’> Am direkten Bindungsprozess innerhalb der Bindungstasche ist das
Kompartimente beteiligt, welches die Aminosauren Argl108, Arg Thy126 und Arg128 umfasst

(vgl. Abbildung 19).

Am Bindungsprozess ist ebenfalls die Anionbindungsstelle beteiligt, die durch die
Amidgruppen des Riickgrats von Lys37 und Thr56 gebildet wird, welche aufeinander zuweisen.
Bei einer Wechselwirkung mit der Membranoberflache kénnte die Bindung einer anionischen
Gruppe an diese Region, eine Konformationsdnderung induzieren, die fir den
Fettsauretransfer erforderlich ist.3%190 Méglicherweise spielt der benachbarte Prolinrest
(Pro38) eine Rolle dabei, dass die Amide des Riickgrats aufeinander zuzuweisen und die
Offnung des Deckels regulieren.3®11 |n Anbetracht der méglichen Lipidtransfermodi in der
FABP-Familie — diffusiv oder kollisional — ist FABP1 (Leber-FABP)!*3 das am besten
charakterisierte FABP mit einem diffusiven Mechanismus. Bei FABPs mit einem berichteten
oder vermuteten Kollisionsmechanismus und einer bekannten dreidimensionalen Struktur ist
Pro38 konserviert und die Amide des Riickgrats der Reste 37 und 56 sind wie bei P2 zueinander
ausgerichtet. Interessanterweise ist Pro38 in FABP1 nicht konserviert und die Amide des

Riickgrats, die die Anionenbindungsstelle in P2 bilden, sind nicht einander zugewandt.!!*

Die zweite Aufgabe der P2 liegt in der Membranbindung der Myelinmembran.?® P2 wird in den
Schwannzellen in einer groBen Menge exprimiert,’’® es interagiert direkt mit dem
Lipiddoppelschicht. So sind es z.B. elektrostatische Krafte oder Krafte hydrophober Gruppen
zwischen dem a-helikalen Deckel und den Lipiden der Membran als auch anionische Regionen
in den B-Faltblattern die fur die Adsorption an die Membran verantwortlich sind.3*101116 Dje
physiologische Aufgabe des P2 ist die Bindung an die Lipidmembran und das Stapeln zweier
aneinander liegender cytoplasmatischer Membranbereiche zu einer kompakten
Myelinmembran (Abbildung 18).103117 Ebenfalls zeigt P2 einen direkten Einfluss auf die

Lipidzusammensetzung der Membran und ist in der Lage sich Mikromilieus aufzubauen, als
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102 jedoch ist der Grund fiir diesen Einfluss

auch die Asymmetrie der SM aufrecht zu erhalten,
bisher noch unbekannt.''® Winter'!® publizierte 1982, dass in Knock-Out-Mausen, die kein
MPB exprimieren, P2 die Aufgabe des MBP libernimmt. Dies zeigt die Vielseitigkeit und

multiple Funktionalitat dieses doch relativ kleinen Proteins.

Um an die Myelinmembran zu binden, hat das P2 Membranbindungsstellen an seiner
Oberflache ausgebildet und mit positiv geladenen und/oder hydrophoben Aminosaduren
besetzt. Besonders zu erwahnen, sind die an gegenilberliegenden Seiten des Proteins
befindlichen positiv geladen Regionen, welche fiir die Bindung an die, mit negativ geladenen
Lipiden besetzte Myelinmembran, mitverantwortlich sind.19%1% Ruskamo?! geht davon aus,
dass die Hauptmembranbindung auf dem a-helikalen Deckel liegt, welcher eine hydrophobe
Spitze aus Leu27, Leu32, Leu35 mit einer positiv geladenen Umrandung besitzt. Die zweite
Bindungsseite des P2 zeigt sich im B-Loop B5 und B6 bilden Arg88 und Arg78/Lys79/Arg96 den
zweiten Anker zur Membranbindung.3® Dort wechselwirken die Aminosduren mit den positiv
geladen Lipiden der Membran. Wie in Abbildung 18 gezeigt, sind es PIP (griin) und POPS (rot).
Somit ist das P2 in der Lage die Aufgabe der Membranquervernetzung zu ibernehmen und
bei der Bildung einer kompakten Myelinscheide, in moglicher Kooperation mit dem basischem
Myelinprotein (MPB), dem peripheren Myelinprotein 0 (PO) und dem peripheren
Myelinprotein 22 (PMP22), zu unterstitzen.

Abbildung 18 A MD-Simulation einer Membranbindung; Wildtyp (blau), P38G (orange) bei der Membranbindung wird Arg-

88 Uber POPS-lipide verankert (rot); rot Anionenbindungsstelle, griiner Kreis Mutation von P38G; lila Fettsdure-Ligand wird
durch Offnung des a-helikalen Deckels freigegeben.; B schematisches Model der gitterartigen P2-Anrodnung in der

Myelinscheide; C: integrale (PO und PMP-22) und periphere (P2 und MBP) Membranproteine im kompakten PNS-Myelin.3?
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3.2. EPR-spektroskopische Analyse der Fettsaurebindung von P2

3.2.1. Einfiihrung

Fir den Aufbau und Umbau von Membranen sind Fettsauretransportierende Proteine, (FABP),
von groBer Bedeutung.l0%104106 |hre Aufgabe besteht u.a. darin, Fettsduren aus dem
endoplasmatischen Retikulum (ER), in die jeweiligen Kompartimente zu transportieren. Da
Fettsduren auch Signalinduktoren sein kénnen,®*?° sollten sie erst an ihrem Zielort an das
Zellorganell oder den Rezeptor abgegeben werden. In seiner Primarfunktion transportiert P2
Fettsduren.®'20.121 p2 st aktiv am Aufbau der Myelinscheide beteiligt. Wie Majavar® in ihrer
Simulation zeigen, nimmt P2 die Fettsaureliganden innerhalb der B-Faltblatt-Fassstruktur auf.
Der Zugang wird Uber einen a-helikalen Deckel (a2-Helix) gesteuert. Dieser a-helikale Deckel
ist ebenfalls an der zweiten Funktion des P2 beteiligt — dem Adsorbieren des Proteins an die
Myelinmembran'®! (siehe Kapitel 3.3. ). Fettsiureliganden die die Portalpassage iberwunden
haben, werden Uber ein mit Wassermolekiilen besetzten Kanal in das Proteininnere geleitet,®
dort werden die Fettsdure Uber die Argl06, Argl26 und Tryl28 mittels
Wasserstoffbriickenbindungen und elektrostatischen Wechselwirkungen (Salzbriicken)
arretiert. Dabei interagiert die Carbonyl-Gruppe mit dem Argl26 und Thy128 und die
Alkoholgruppe mit dem Arg106.1%! Somit befindet sich die Fettsdure mit dem Carboxyl-Kopf
voraus in der Proteinbindungstasche (Abbildung 19). Im geschlossen Zustand kommen dann
weitere Aminosauren hinzu, die mit dem Liganden in Interaktion treten, z.B. Phe57 aus der a-
helikalen Deckelregion. Um eine EPR-Analyse dieses Proteins zu ermodglichen, war es
strategisch sinnvoll EPR-aktive Fettsdauren als Modell-Liganden zu verwenden. Fir die
vorliegende Arbeit wurden die 5-Doxylstearinsaure (5-DSA) und die 16-Doxylstearinsaure (16-
DSA) verwendet. Das 5-DSA tragt die Doxylgruppe an der Position 5 der Alkylkette in der Ndhe
der Carboxylgruppe und erméglicht somit einen Blick in die Tiefe der Bindungstasche unter
der Annahme einer dhnlichen Konformation der Modell-Liganden zur nativen Fettsdure. Das
16-DSA tragt die Doxyl-Gruppe an der Position 16 somit am aliphatischen Endstlick des
Liganden und ermoglicht eine Betrachtung der a-helikalen Deckelregion. Im Folgenden wird
zunachst ein Einblick in die Bindungscharakteristika bei 37°C gegeben, anschlielend erfolgt
die genauere Betrachtung des Bindungsmodus mittels spektraler Simulation und schlieBlich

die Untersuchung innerhalb von Temperaturreihen.
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Abbildung 19 links: Konformationsunterschiede bei P2-Variation P38G mit und ohne Ligand; grau: P38G mit Ligand,
hellblau/blau ohne Ligand;3° rechts:. Ausrichtung der Carboxylgruppe der Fettsdure im P2. Verdeutlichung der

Wechselwirkung der Carboxylgruppe mit Arg126 und Tyr 128, als auch die Wechselwirkung von Wasser10 und Arg106101

5-DSA vs 16-DSA 20uM
T T T

|
o
2
signal /a.u

N—o. L L I L L L L I I L
333 334 335 336 337 338 339 340 341 342
B/mT

Abbildung 20 links Strukturformel von 5-DSA und 16-DSA,; rechts. X-Band EPR Spektrum von reinem 5-DSA (blau), 16-DSA

(rot)

Die cwEPR Spektren von isotrop, schnell rotierenden DSA-Molekiilen zeigen die typischen
Charakteristika von Nitroxid-Radikalen (NOx- Radikalen) auf. Mit I(**N)=1 und Spin s = + %

ergibt sich ein Drei-Linien-Spektrum (Abbildung 20). Charakteristisch fiir die Spektren von
DSA-Molekiilen ist der leicht kleinere high field Peak. Dies begriindet sich aus der
Rotationshemmung senkrecht zu den aliphatischen Ketten. Die Rotation entlang der Kette,
mit dieser als Rotationsachse, ist nur schwach gehemmt und verlauft relativ schnell. Senkrecht
zur Kette orientierte Rotationsachsen zeigen aufgrund der Molekiilsterik deutlich

gehemmtere Rotationen.
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3.2.2. Qualitative Analyse der continuos wave EPR Spektren

Fir die Messung der Affinitdat des P2 Wildtyp und seiner Mutanten gegeniiber 5-
Doxylstearinsdure (5-DSA) und 16 DSA wurde ein cwEPR X-Band Spektrometer verwendet, die
Kapillarraumtemperatur betrug wahrend der Messung 37°C. Aus spektroskopischen Griinden
wurde die Konzentration der Sonde (5/16-DSA) bei 20uM konstant gehalten und die
Konzentration des Proteins wurde von 10 uM bis 200uM variiert. Das daraus resultierende
Ligand-zu-Protein Verhaltnis der Proben verandert sich somit schrittweise von 1 zu 0,5 auf 1
zu 10. Abbildung 21 und Abbildung 22 zeigen im Vergleich zu Abbildung 20 den Einfluss der

Proteins auf die Rotationsdynamik der EPR-Sonde.

Das Spektrum aus Abbildung 20 zeigt ein fir DSA-Molekiile typisches cwEPR Spektrum mit
hoher Rotationsgeschwindigkeit und frei im Raum rotierenden EPR-Sonden in Losung. Es
besteht aus scharf abgegrenzten Low-, Middle- und High-Field-Peak. In Abbildung 21 und
Abbildung 22 sind nun diese Sonden im jeweiligen Verhaltnis zum P2 gemischt worden, wobei

nun anteilig Spektren gebundener Sonde im gemessenen Gesamtsprektrum zu erkennen sind.

P2xx 200 pM 5DSA 20 pM by 37°C

—P2wt

—P2I43N
P2152T

—P2P38G

-0.2 -

signal / a.u.

-0.4 -

-0.6 -

-0.8 -

| | | | 1 1 | | | |
331 332 333 334 335 336 337 338 339 340
B/mT

Abbildung 21 cwEPR Messung bei 37°C, X-Band Frequenzen P2-Varianten 200uM mit 5-DSA 20 uM

Dies kann anhand der nachweislich langsameren Rotation des 5-DSA-Molekiile, welche diese
spektrale Komponente erzeugen, als gebunden interpretiert werden. Eine quantitative

Analyse dieser Beobachtung und Interpretation wird im folgenden Kapitel gegeben.

Wie deutlich wird, nimmt der Beitrag der gebundenen Komponente mit steigender

Proteinkonzentration — Abbildung 21 zu Abbildung 22 (folglich Ligand-Protein-Verhaltnis) — zu.
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Dieses Verhalten ist bei allen P2-Varianten, wenn auch unterschiedlich stark ausgepragt, zu
sehen. Die Annahme der langsamer rotierenden, gebundenen Komponente wird ebenfalls
anhand der Linienverbreitung des Spektrums deutlich. Sie kann, wie bei Reichenwaller'?
beschrieben, als Indikatior fiir eine Rotatationsveranderung/Rotationshemmung der EPR-

Sonde interpretiert werden.

Die DSA-Molekile befinden sich an oder innerhalb der B-Fassstruktur und treten, wie oben
beschrieben, unter anderem Uber Wasserstoffbriickenbindungen und van der Waals-Krafte
mit dem Protein in Interaktion. Dies reduziert die Rotationsdynamik der Sonden deutlich. Eine
genauere Betrachtung des Bindungsmodus lasst sich Uber die Simulation der spektralen
Komponenten erzielen. Die Aufteilung und die Art der Bindungsmodi werden im Folgenden

beschrieben.

P2xx 100 uM 5DSA 20 uM by 37°C

—P2wt

—P2I43N
P2152T

—P2P38G
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Abbildung 22 cwEPR Spektrum bei 37°C, X-Band Frequenzen P2-Varianten 200uM mit 5-DSA 20 uM
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P2 152T with 20 uM 5-DSA
T T T T T T T T T
/\/ / 0 uM P2 152T
10 uM P2 152T

12 uM P2 152T

P2 152T 200uM 5DSA 20uM

14 uM P2 152T

16 UM P2 152T
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200 uM P2 15217

1
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Abbildung 23 Simulationen der cwEPR-Messung (X-Band): oben links: Gegentiberstellung von Messung (blau) und Simulation
(rot) bei 200 uM P2 I152T und 20 uM 5-DSA; links unten: Darstellung der spektralen Komponenten der Simulation, rot: freie
Komponente, blau: intermedidare Komponente; griin: fest gebundene Komponente; rechts: Gegentiberstellung von Messung

(blau) und Simulation (rot) P2 I52T Konzentrationsserie und 20 M 5-DSA;

3.2.3. Quantitative Analyse der spektralen Bindungsmodi des P2

Um die Spektren quantitativ zu analysieren, wurden cwEPR-Simulationen unter Zuhilfenahme
des Programmes Matlab samt der Easyspin-Toolbox durchgefiihrt. Diese ergeben, dass das
Spektrum der am Protein gebundenen Sonde aus zwei bzw. drei sich Uberlagernden
Spektralkomponenten besteht, welche mit unterschiedlichen Rotationskorrelationszeiten T,
A-Tensoren bzw. aisc-Werten und Heisenberg-Austauschfrequenzen beschrieben werden
kann. Im Folgenden wird kurz auf die Unterschiede der spektralen Komponenten

eingegangen. Nach Reichenwallner!??

wird angenommen, dass sich die Rotationsdynamik der
EPR-aktiven Fettsdure bei Interaktion mit Proteinen indirekt proportional zur Starke der
intermolekularen Wechselwirkung zwischen der Fettsaure und dem Protein verhalt. Daher
reprasentieren die spektralen Komponenten die Bindungszustande der Fettsduresonde.
Hohere Rotationskorrelationszeiten signalisieren eine geringere Ligandendynamik und somit

eine hohere Ligand-Protein-Interaktion. Die Spektralkomponenten in frei, intermediar
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gebunden und stark gebundene Liganden interpretiert werden. Vergleichbares wurden

bereits von Junk und Fournier'?2-12% durchgefiihrt.

—1.component
—2.component

3.component
——4.component

Frei

Intermediar |

” Intermediar Il

Stark

Abbildung 24 Links Abbildung der spektralen simulierten Komponenten im X-Band Frequenzbereich, rot freie Komponente,
blau intermediar |, tlrkis Intermediar Il, griin stark gebundene Komponente; Rechts: Isotrope

Hyperfeinkopplungskonstanten, Rotationskorrelationszeiten und Austauschfrequenzen der Komponenten.
Frei: beschreibt die freie Spektralkomponente, welche in diesem Fall die im Raum sich frei
bewegenden 5-bzw. 16-DSA Molekiile sind. Diese Molekiile spliren kaum bis keinen Einfluss

des Proteins und konnen sich somit isotrop und schnell rotieren (vgl. 5-DSA Spektren in

Losung, Abbildung 20).

Intermedidr I: beschreibt die Spektralkomponente, bei der man von intermediar
angebundenem (attached) 5-DSA sprechen kann.'?> Die 5-DSA Molekiile sind in direkter
Wechselwirkung mit dem Protein, registrieren die gednderten raumlichen und
hydrostatischen Eigenschaften. Es ist zu vermuten, dass diese Moleklle sich in der

Portalregion des Proteins, nahe der a-helikalen Deckels, aufhalten.

Intermedidr II: ist wie intermediar | eine spektrale Komponente der Molekiile in der
Portalregion des Proteins mit dhnlicher Rotationsdynamik und Polaritat. Allerdings liegen die
Werte des Heisenberg-Effektes bei 4 MHz statt bei 2,7 MHz. Dies ist ein Hinweis auf eine
veranderte Protalregion der P2. Ein hoherer Heisenberg-Effekt beschreibt einen grolReren

Spin-Spin-Austausch, welcher nur zustande kommt, wenn die DSA Molekiile ndher aneinander
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liegen und sich die n-Orbitale der NOx-Radikale tiberlappen kénnen. Diese raumliche Nahe

kdnnte durch eine verengte bzw. anders geformte Portalregion induziert werden.

Stark: Diese spektrale Komponente entsteht durch DSA-Molekile, welche sich in starker,
nicht-kovalenter Wechselwirkung mit dem Protein befinden, vermutlich im Inneren der
Fassstruktur. Die Rotation ist deutlich verlangsamt gegeniiber der intermediaren und freien
Spektralkomponente. Wie in Majava® fur Fettsduren beschrieben ist das 5-DSA Molekiil
hochstwahrscheinlich in der Bindungstasche alleinig lokalisiert, wodurch kein Heisenberg-
Effekt auftreten sollte. Der aiso-Wert dient als Sensor fiir die Hydrophilie in der Umgebung der
Sonde,'9° (Kapitel: 2.1.1). Diese sind den Werten der intermedidren Spektralkomponenten
ahnlich. Dies spricht ebenfalls fiir eine Bindung am bzw. im Protein. Die Bindungstasche ist mit
Wassermolekiile gefiillt>'26 wodurch die aiso-Werte denen von 5-DSA im wéssrigen Medium
dhneln. Wasserfreie Bindungstaschen wiirden hier zu deutlich reduzierteren aiso-Werten der
DSA-Molekiile fiihren. Die Darstellung der Tensor-Werte und Grundlagen der Simulationen
sind im Anhang ersichtlich. Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass zwar alle
identifizierten Bindungsmodi prinzipiell in den untersuchten Varianten vorkommen, jedoch
nicht in jedem System (Protein, Temperatur, Ligand-Protein-Verhaltnis) gleichermalien
sichtbar sind. Dies kann auf Uberlagerungseffekte oder konzentrationsabhingige
Unterschiede zuriickzufiihren sein. Jedoch unterscheiden sich die P2-Varianten deutlich in

Ihrer Affinitat bzw. Ihrer Dynamik von intermediar zu stark gebunden.

Beispielsweise ist bei den P2 Varianten I52T und P38G bereits bei 37°C die stark gebundene
Spektralkomponente sichtbar, wahrend diese bei dem Wildtyp und der Variante 143N erst bei
héheren Temperaturen (siehe Temperaturkapitel, Abbildung 25) erkennbar wird. Bei Wildtyp
und 143N dominieren im Temperaturbereich von 37°C alleinig die freie und die intermediare
Spektralkomponente. Dies lasst sich als hohere Affinitat des Variante 152T und P38G zur
Fettsdure interpretieren. Im Abschnitt zur Bindungsenergie wird dieser Umstand aus

energetischer Sicht deutlicher.
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Abbildung 25 Darstellung der gebundenen spektralen Komponenten der P2 (Wildtyp und Varianten), blaue Dreiecke
symbolisieren die intermedidre Komponente, rote Rauten die stark gebunden Spektralkomponente. Die schraffierten

Flachen entsprechen der summierten Prozentwerte an gebundene- 5-DSA.

Die Abbildung 25 zeigt die Gewichtung der einzelnen Bindungsmodi und den Gesamtanteil an
gebundenen DSA-Molekiilen an. So hat der Wildtyp keine messbare stark gebundene
Spektralkomponente, jedoch zwei Intermediare; Intermediar | und Intermediar Il. Intermediar
Il ist erst ab einer Ligandenkonzentration von 100 uM zu simulieren, dies entspricht einem
Protein/Ligand-Verhaltnis von 1 zu 5. Eine stark gebundene Komponente ist bei 37 °C nicht
auszuschlieBen, detektierbar ist sie jedoch erst ab einer Temperatur von 60 °C (siehe
Temperaturkapitel Kap.3.2.4.). Es ist durchaus moglich, dass die Wechsel des Bindungsmodus
zwischen stark und intermediar gebundenem Zustand schneller ablaufen, als es mithilfe des
verwendeten X-Band-EPR-Spektrometers zeitaufgeldst detektierbar ist. Es kann angenommen
werden, dass der Wildtyp die physiologische Konformation und Ligandenaffinitat

wiederspiegelt.
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143N hat ebenfalls wie der Wildtyp keine stark gebundene Spektralkomponente, jedoch ist bei
37°C ausschliefRlich die Intermedidre-Spektralkomponente Il erkenntlich. Dies deutet auf eine
veranderte Portalregion hin, welche die 5-DSA-Molekil beim Durchtritt naher an einander
bringt. Diese Nahe spiegelt sich in einem messbaren und simulierbaren hoheren Heisenberg-

Effekt wieder.

Die P2 Varianten 152T und P38G zeigen bereits bei geringen Ligandenkonzentrationen (I52T
ab 20uM; P38G 10uM) eine stark gebundene Komponente, dies ist ein Hinweis auf eine bereits

hohe Affinitat zum Liganden bei physiologischen Temperaturen.

Um eine vollstandigeres und energetisches Bild iber die Bindungseigenschaften von P2 mit
5/16-DSA-Molekil zu erhalten, werden folgend die Dissoziationskonstanten Kp und die
freiwerdenden Gibbs-Energien AG der Bindungsprozesse genauer analysiert, welche aus den

zuvor simulierten Komponentenanteilen berechnet wurden.

Tabelle 1 Darstellung der Bindungsenergien des P2 und Varianten; *keine stark gebundene Komponente, hier Wechsel von
Intermediar | zu Intermediér I; Ko 7,(fit) Werte aus Hill-Fits siehe Anhang; AGer freie Gibbs-Energie von Frei zu
Totalgebunden, AGes freie Gibbs-Energie von Frei zu Starkgebunden, AGg, freie Gibbs-Energie von Frei zu Intermediar

gebunden, AG,s freie Gibbs-Energie von Intermedidr zu Starkgebunden, F = freie Komponente, | = Intermediar, S = Stark

gebunden, T = Total gebunden (T =S + 1); 20/50/100 uM Konzentration des Liganden;125
Ko and AG
Ligand
Kp, 1,50 (fit)
K'p 1,75 (fit)

Kp, 1, 20um

Kp, 1 50um

Kp T, 100um

AGr_t,100um

AGy_s, 100pm

AGy_i, 100um

AGy_s,100um

Die Rangfolge der Bindungsaffinitdt anhand der berechneten Kp 1 100um,5-05a zeigt P38G >

Wildtyp > 143N > I52T. Diese deckt sich mit dem exergonischen Energietransfer des AG bei
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Bindung des 5/16 DSA an die Proteine. Wie bereits dargestellt hat P38G hier den gréRten
Anteil an stark gebundene Spektralkomponente und den hoheren Anteil an gesamtem
gebundenen Liganden. Daraus kann flir P38G die starkste Gesamtaffinitdt zum DSA abgeleitet
werden. In dieser Untersuchung wurde die Thermodynamik zwischen den Bindungszustanden
betrachtet. Die Bindung von Frei zu Intermediar scheint stark exergonischen Charakter zu
haben und hat einen erheblichen Anteil an der Gesamtbindungsenergie. Diese ist ebenfalls
exergonisch, jedoch bei hoheren Protein-Ligand-Verhdltnissen weniger ausgepragt. Die
Summe der Bindungsiibergange von Frei zu Total gebunden zeigt folglich niedrigere AG-
Werte. Der Ubergang I-S liegt energetisch am Rand zwischen exergonisch und endergonisch
und ist bei 37 °C fur die gewahlten Konzentrationen als endergonisch zu betrachten. Somit ist
der Ubergang von der intermedidren Bindung zur stark gebunden Bindung bei
Korpertemperatur thermodynamisch nicht beglnstigt und sollte nicht spontan erfolgen.
Jedoch wire der Ubergang S-l exergonisch. Diese Beobachtung unterstreicht die
angenommene Rolle des intermediar gebundenen 5/16 DSA, welches moglicherweise einen
aktiven Ubergangzustand widerspiegelt. Der Ubergang vom stark gebundenen zum
intermedidren Zustand kann dadurch als ,Aktivierung” des Liganden-Komplexes beschrieben
werden.?> Daher wire eine niedrigere Energiebarriere bei optimaler Arbeitstemperatur des

Proteins als moglich zu erachten.

3.2.4. Temperaturreihe

P2 P38G 200uM 5 DSA 20pM TempK
T i

A
i

Abbildung 26 X-Band cwEPR Messung im Temperaturbereich von 0°C bis 90°C, dargestellt in 10 K Abstand von P38G 200uM
und 5-DSA 20uM;
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Die im vorherigen Kapitel analysierten cwEPR-Spektren bei 37°C zeigten das Verhalten der
Protein/Ligand-Systeme im physiologischen Temperaturbereich des menschlichen
Organismus. Im folgenden Kapitel wird die Betrachtung durch Messungen in einem
Temperaturbereich von 0 °C bis 90 °C erweitert. Untersuchungen des Bindungsverhaltens und
der Interaktionsdynamik abseits der physiologischen Temperatur konnen weitere
Informationen liber die Thermodynamik der Bindungsprozesse geben. Die Bindung von
Fettsduren unterliegt einer starken Temperaturabhangigkeit, wie es in Abbildung 26, in der
Temperaturreihe der Variante P38G und 5-DSA zu sehen ist. Die weiteren Temperaturreihen
und Temperaturreihensimulationen der verschiedenen Systeme sind im Anhang dargestellt.
Die Simulationen und die daraus abgeleiteten Bindungskurven in Abbildung 27 liefern ein
vollstandigeres Bild Uber die Ligandenbindung von 0 °C bis 90 °C. Die Temperaturreihen
wurden in der Messserie zwar bei -15 °C begonnen, jedoch zeigte sich abgesehen von der
Liganden- ,,Remobilisierung” im Zuge des Auftauprozesses, keine signifikante Differenzierung
zwischen den P2 Varianten. Ab einer Temperatur von 5 °C, mit vollstandig aufgetauten
Komponenten differenzieren sich die Varianten (Abbildung 27). So ist die stark gebundene
Komponente in 152T erst circa 30 °C erkenntlich, wohingegen P38G bereits bei 37 °C eine

deutliche Auspragung der stark gebunden Spektralkomponente aufweist.

Ebenfalls zeigt es sich in den Messungen der P2-Varianten, dass es bei einer bestimmten
Temperatur zu einem Wechsel des dominierenden Bindungsmodus kommt, bei 60 °C fiir P38G
und bei 50 °C fiur 143N und I52T. Es kann dort zu einer Denaturierung der Proteine kommen
oder zu einer Dimerisierung der DSA-Sonde. Messung bei 37 °C nach Abschluss der
Temperaturreihe, zeigen kein messbares Signal mehr auf, dass davon auszugehen ist, dass

spatesten bei 90°C die Proteine samt Liganden vollstandig denaturiert sind.

Die Temperaturanalyse zeigt deutlich, dass die P2-Varianten unterschiedliche
Bindungsverhalten in Abhangigkeit von Temperatur und Konzentration aufweisen. Zudem
wird ersichtlich, dass das Bindungsoptimum offenbar an die physiologische Kérpertemperatur
(37 °C) angepasst ist. Insbesondere beim Wildtyp sind die Bindungen — wie in Tabelle 1
dargestellt — zwar energetisch negative Werte, jedoch nur moderat ausgepragt, wahrend der
dominante Bindungsmodus intermediar bleibt. Dies unterstitzt die Annahme, dass im Wildtyp
bei 37 °C die Bindung zwischen Protein und Ligand stark genug ist, um eine Fixierung des
Liganden zu gewahrleisten, gleichzeitig jedoch schwach genug, um eine kontrollierte

Freisetzung am Zielkompartiment zu ermoglichen.
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Im Gegensatz dazu zeigen die Varianten P38G und I52T bei erhéhten Temperaturen einen
erhohten Anteil stark gebundener spektraler Komponenten. Wie bereits in den Messungen
bei 37 °C beobachtet, weisen diese P2-Varianten eine starkere — moglicherweise zu starke —
Ligandenbindung auf, was die dynamische Ubergabe an zellulire Zielorte potenziell

beeintrachtigen konnte.

P2-wt 200 uM 5-DSA 20 uM 143N 200 uM 5-DSA 20 uM
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Abbildung 27 Bindungskurven der Temperaturreihen von P2; Darstellung der spektralen Komponenten aus den cwEPR-
Simulationen von 0°C bis 90°C; P2 Variante je 200 uM, 5-DSA je 20uM; Signalverlust der EPR-Sonde Wildtyp: 90 °C; I43N:
60°C; 152T: 70 °C; P38G: 90 °C

3.2.5. Interpretation der EPR-Ergebnisse in Korrelation zur Mutation des P2

P2 Wildtyp

Der Wildtyp zeigt hier die physiologischen Normalvariante auf, welche die Auswertung der
Daten der simulierten Spektren mittels Hill-Plots ergab: Flr den angefitteten Kgso-Wertsiy)

wurden hierbei 11,87 puM ermittelt. Der Wildtyp besitzt keine stark gebundene
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Spektralkomponente bei 37 °C, auch abseits der physiologischen Temperatur von 37 °Cist bei
dem Wildtyp, anders als bei den Varianten, keine stark gebundene Spektralkomponente
simulierbar. Erst bei héheren Protein-Ligand Verhaltnissen (ab 100 uM zu 20 uM) ist die zweite
Intermedidre Spektralkomponente die Intermediar Il erkennbar, die auch bei Temperaturen
abseits der physiologischen erkennbar bleibt. Diese gleicht der Hauptspezies der 143N-
Variation. Dies konnte ein Hinweis auf eine verdanderte Portalregion sein, die die Liganden zu
einer groBeren Nadhe zu einander zwingt. Das Auftreten der alleinigen Intermedidren
Spektralkomponente bei 37 °C und die im Mittelbereich des Vergleichs liegenden Kg4- und
Bindungsenergiewerte weisen auf die physiologische Funktion des P2 hin. Die Fettsduren bei
37 °C sind intermedidr gebunden und die Bindung ist grundsatzlich exergonisch, jedoch bei
mittleren Bindungsenergiewerten. Dies stltzt die Aussage der Transportfunktion der Proteine,
hierbei ist eine ausreichende Bindung der Fettsdure den Transport essenziell, wahrend eine

Freisetzung des Liganden am Zielkompartiment dennoch méglich bleibt.
143N

Die 143N-Variation weist eine Punktmutation in Position 43 der Aminosauresequenz auf,
wobei ein Isoleucin gegen ein Asparagin ausgetauscht wurde. Die Mutation ist in der
gefalteten Struktur im Bereich des B-Faltblattfasses lokalisiert. Dabei ist die Seitenkette der
ausgetauschten Aminosdure Asparagin zur duReren Losungsmittelphase hin orientiert und ist
vermutlich nicht direkt an Interaktionen im Zuge der Ligandenbindung beteiligt.3%101,127
Sowohl die Kgso-Werte als auch die Bindungsenergien liegen im gleichen Bereich wie beim
Wildtyp bei 5-DSA als auch bei 16-DSA. Ebenfalls gibt es bei den 37 °C Messungen innerhalb
der Konzentrationsreihe keine erkennbare stark gebundene Spektralkomponente. Jedoch
ergeben sich zwei deutliche Unterschiede, so ist bei 143N nur die Spektralkomponente
Intermedidre Il zu simulieren, was auf eine verdanderte Portalregion hindeutet. Diese
veranderte Portalregion kdnnte bereits bei 37 °C die Liganden in eine groRere Nadhe bringen,
diese zeigt sich mit hoheren Heisenberg-Austauschfrequenzen als auch einer
eingeschrankteren Rotationsdynamik. Dieser Effekt zeigt sich, anders als im Wildtyp, bereits
bei niedrigeren Protein-Ligand-Verhaltnissen. Ebenfalls ist Die Zunahme an total gebundenen
Molekiilen beim 143N gegeniiber dem Wildtyp differenziert. Bei hohen Protein-Ligand-
Verhaltnissen ist der Wert an total gebundenen Liganden beider Proteine vergleichbar, bei
niedriger Protein-Ligand-Verhaltnissen (25uM zu 20 uM) sind bei 143N nur 33 % DSA gebunden
(vgl. Wildtyp 60 %), ab einem Verhaltnis von 33/20 nahern sich die Werte auf 73 % (143N) zu
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71 % (Wildtyp) an. Der numerische Kq-Wert bei 20uM ist mit 29,64 uM ebenfalls deutlich
hoher beim Wildtyp mit 5,42 uM. Dies zeigt bei 143N eine verringerte Ligandenaffinitat bei
niedrigeren Protein-Ligand-Verhaltnissen auf. Dies kann sich hier die erste Ursache fur das
pathologische Krankheitsbild sein. Ein weiterer Unterschied bildete das Verhalten auRerhalb
der physiologischen Temperatur von 37°Cab, soist bei der Variation 143N ab einer Temperatur
von 50°C die stark gebundene Komponente stark ausgepragt, wahrend die intermediare
Spektralkomponente auf fast 0% absinkt. Moglichweise kommt es bei dieser Temperatur zur
Denaturierung des Proteins und damit zu einer Aggregatbildung o0.3. die zu reduzierter

Rotationskorrelationszeit, trotz erhohter Temperatur, fihrt.
152T

Die Variation I52T tragt die Punktmutation an Position 52, bei der eine Austausch von Isoleucin
gegen Threonin vorgenommen wurde. Diese Mutation ist wie beim 43N in der PB-
Faltblattregion lokalisiert und ist ebenfalls nicht direkt an den Wechselwirkungen mit dem
Liganden beteiligt.3%19%127 Dje Kyso Werte bei 5-DSA mit der 152T-Mutante sind vergleichbar zu
den Werten bei 143N und beim Wildtyp zu sehen, auch die Bindungsenergie ist auf einem
vergleichbaren Wert. Die Kg-Werte bei 16-DSA sind jedoch deutlich hoher was mit einer
niedrigeren Bindungsaffinitdt einhergeht. In den Simulationen der 5-DSA-Radikalsonde zeigt
sich, dass I52T bereits bei geringen Proteinkonzentrationen eine stark gebundene
Spektralkomponente aufzeigt. I52T bindet somit den Liganden ,fester” als der Wildtyp. Da die
16-DSA Simulationen bei 37°C keine stark gebundene Spektralkomponente ergaben, kdnnen
diese Messungen keine weiteren Erkenntnisse liefern. Bei den Messungen mit 5-DSA
aullerhalb der physiologischen Temperatur zeigt sich bei den Temperaturen um 50°C eine
Umkehrung der dominieren spektralen Komponente. Bei den Temperaturen unterhalb von
50°C dominiert die intermedidre Komponente, den hoéheren Temperaturen die stark

gebundene.

P38G

Die Variation P38G tragt die Punktmutation an Position 38, bei der ein Austausch des Prolins
gegen ein Glycin vorgenommen wurde. In der gefalteten Proteinstruktur lokalisiert sich die
Mutation in einer rigiden, ungefalteten Region zwischen B-Faltblattfass und dem a-helikalen

Deckel des P2. Daher war urspringlich nicht davon auszugehen, dass ein messbarer Einfluss
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der Punktmutation auf das Bindungsverhalten zu sehen ware. Jedoch zeigt sich deutlich, dass
P38G (siehe Abbildung 25) schon bei geringen Protein-Ligand Verhaltnissen eine stark
gebundene Spektralkomponente ausbildet und wie in Tabelle 1 dargestellt, den kleinsten Kd-
Wert im Variantenvergleich aufweist. Dies deutet auf eine deutlich hohere Affinitat zum
Liganden 5/16DSA hin und darauf, dass die Liganden starker im aktiven Zentrum gebunden

sind.

Die Mutation ist vergleichbar mit der FABP1-Isoform, hier ist ebenfalls die rigide Region um
die Position 38 different, wodurch es zu einer veranderten Positionierung der
Anionenbindungsstelle kommt.3%101,113 p38G vermag zwar nicht mehrere Liganden wie FAPB1
zu binden —was sich in deutlich erhdhten Heisenberg-Austauschfrequenzen aufzeigen wiirde,

dennoch hat P38G eine hohe Affinitat zum Liganden.

Dies wirde ebenfalls eine Begriindung fiir eine pathogene Auswirkung dieser Variante
sprechen. P38G kann durch seine hohe Affinitdt und die im Vergleich negativeren AG-Werte
in der stark gebundenen Komponente, den Liganden moglicherweise nicht effizient am Zielort
abgeben. Denkt man diese Argumentation weiter und geht davon aus, dass die Freigabe des
Liganden am Zielort nur einen weniger negativen AG Wert aufweist als die Bindungsenergie.
So ist, hypothetisch betrachtet, P38G aus theoretischer energetischer Betrachtung nicht in der

Lage den Liganden am Zielort zu entladen.

3.2.6. Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassend haben die Untersuchungen das Modell des Fettsaure-
Bindungsmechanismus von P2 als Vertreter der FAPBs weiter verfeinert. Interessant ist hier
u.a. das Zusammenspiel der Bindungsmodi, deren Anteil an der gesamten Komposition und
die Bindungsenergie zwischen Protein und Ligand. Es zeigte sich, dass bereits
Punktmutationen von Aminosauren, welche nach jetzigem Wissensstand nicht direkt an der
Bindung von Fettsduren beteiligt sind, einen deutlichen Einfluss auf den Mechanismus und die
Affinitat der Bindung haben kénnen. So konnten drei Bindungsmodi simuliert und sinnvoll im
Zusammenhang des angenommenen Bindungsmechanismus interpretiert werden. Fiir das
weitere Verstandnis sind Folgeexperimente nétig. Hierbei waren in silico-Untersuchungen z.B.

Docking-Experimente und MD-Simulationen hilfreich. Unter zu Hilfenahme der EPR-Daten
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konnten die Bindungsmodi genauer analysiert werden, ebenfalls wirden
Bindungsexperimente an bereits an die Membran assoziierten P2 einen weiteren Einblick auf
die natilrliche Bindungscharakteristik eines membranassoziierten Transportproteins geben.
Die nun vorhandenen EPR-Daten geben einen Hinweis auf das Platzangebot und die
Hydrophilie in der Portalregion und in der Bindungstasche der P2 bei physiologischer

101 und

Temperatur und in Pufferlésung. Zusammen mit den bisherigen Simulationsdaten
Ergebnissen der Cryo-EM3° ergibt sich nun ein vollstandigeres Bild der Fettsdurebindung durch

P2.
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3.3. Messungen an der myelinartigen Monoschicht

3.3.1. Einfiihrung

Die Frage des Zusammenhangs zwischen Variation des P2 und dessen Auswirkungen auf das
Myelin kann neben der Frage des Fettsduretransportes auch als Frage der Membranaffinitat

zum Myelin betrachtet werden.

Diese Frage der Membranaffinitat von komplexen Membranen soll nun im Folgenden durch
drei Betrachtungsweisen untersucht werden. i) Der maximale Insertionsdruck (MIP, maximum
insertion presure) — der eine Aussage (iber die Membranaffinitdt des Proteins gegentiber der
Monoschicht gibt. ii) Die Synergie, die eine Aussage Uber die positive Wechselwirkung oder
AbstoRBung der Lipide zum Protein gibt und schlieB3lich iii) die Epifluoreszenzmikroskopie, die
als Bildserie eine Aussage Uber die laterale Organisation der Lipidmonoschicht unter

Einflussnahme der P2 aufzeigt.

Um die Myelinmembran (zytoplasmatische Seite des menschlichen PNS-Myelins) zu
rekonstruieren (siehe Abbildung 28) wurde die von Inouye & Kirschner!?® beschriebene
Lipidmischung verwendet, ch:PE:PS:PC:SM:PI — 37:22:19:9:9:4. Die zytoplasmatische
Umgebung wurde mit dem HEPES/NaCl-Puffer (10 mM/150 mM) modelliert.!%* Die
Kombination aus Puffer und Lipidmix sollte die endogene Lokalisierung des Proteins
reproduzieren. Zumindest ist dies der beste Weg, um Lipidmonoschichten als Modell der

,Realitat” im Myelin nahezubringen

Es ist bekannt und in der Einfliihrung beschreiben, dass P2 generell zwei mogliche
Bindungsstellen fiir die Interaktion mit der Membran besitzt. i) die Spitze der a-helikale
Deckelregion und ii) die Regionen am Loop B5 und B6 befindlich Membranbindungsstellen

(siehe Kapitel 3.1.2).



peripheres Myelinprotein P2 52

Abbildung 28 Chemische Strukturen der typischen menschlichen PNS-Membranlipide: Schweinehirn L-a-Phosphatidylcholin
(PC), Schweinehirn L-a-Phosphatidylserin (PS), Schweinehirn L-a-Phosphatidylethanolamin (PE), Schweinehirn-
Sphingomyelin (SM), Rinderleber L-a-Phosphatidylinositol (Pl) und Schafswollcholesterin (ch); R steht fir einer Lipidkette
variabler Zusammensetzung. Es handelt sich um natdrliche Lipide in einer Mischung mit einer durchschnittlichen

Fettsaureverteilung.

3.3.2. Maximaler Insertionsdruck / Maximum Insertion Presure (MIP)

Um die Interaktion zwischen P2 und dem zytoplasmatischen Myelinseite des PNS zu
untersuchen, wurden Monoschichtexperimente an  Pockels-Langmuir-Filmwaagen
durchgefiihrt.5412° Der MIP beschreibt den maximalen Oberflachendruck m,y;, an dem das
Protein in die Monoschichtmembran oder auf die Oberfliche eingebaut oder adsorbiert

werden kann.
AT[ = T[END - T[INI 16

Die Anderung der Oberflichenspannung (Ar, Gleichung 16) als Funktion von i zeigt die
lineare Beziehung Art(mtini) = a + b * mini. Der MIP kann somit mit MIP = -a/b berechnet werden,
was sich aus der Definition von MIP ergibt: Arnt(rtini) =0 mN m™. Daher kann bei At =0, d. h.
dem Schnittpunkt zwischen der Regressionsgeraden und der Abszisse, der MIP fiir lipidhaltige
Oberflachen abgelesen werden (z.B. in Abbildung 29 die Werte von P38G, alle weiteren

Druckkurven und abgeleiteten Diagramme sind im Anhang dargestellt).

Proteine oder Peptide mit einer hohen Affinitdt zur Lipidmembran haben im Allgemeinen
einen MIP von mindestens 30 mN/m, ein Wert, der Ublicherweise als Monolayer-Bilayer-

Aquivalenzdruck bezeichnet wird. Das bovine myelin basic protein (bMBP) hat beispielsweise
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einen MIP von 42 mN/m.'3° Die Tabelle 2 fasst die MIPs und Synergien der P2-Varianten
zusammen. Der Wildtyp hat mit einem MIP von ~ 31 mN/m den hochsten Wert der
untersuchten Varianten und wird daher als membranaffiner als die drei anderen in dieser
Studie getesteten Varianten angesehen. SPR-Studien (Oberflachenplasmonenresonanz) an
immobilisierten, vereinfachten PC:PG-Membranmodellen zeigten das der Wildtyp im
Vergleich zu anderen Varianten die schnellste und vollstandigste Bindung an die Membranen
hat, was sich in der hier gefundenen MIP-Reihenfolge widerspiegeln kénnte.'?” Innerhalb der
Varianten hat das P38G die geringste Membranaffinitat'3! gegeniiber dem nativen Myelin-
Membranmodell (MIP 28,5 mN/m). Bei P38G wurde das starre Prolin durch ein flexibles Glycin
an einem strukturellen Gelenksegment ersetzt, das moglicherweise fiir die
Konformationsanpassung bei der Membranbindung erforderlich ist (siehe3.1.2). 32131132 Zwar
wirde diese hohere Flexibilitat flir eine bessere Bindung an die Membran sprechen, zeigen

die Ergebnisse eine schlechtere Membranaffinitat
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Abbildung 29 lineare Regression der Werte aus den Oberflaichenadsportionsmessungen; P38G 200 nM, bei verschiedenen

initialen Oberflachendriicken.
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Tabelle 2 Werte der MIP (lipidhaltige Oberflache) und Synergie Werte des P2 und seiner Mutanten. In Klammern sind die

Konfidenzintervalle (Cl) angegeben

P2

MIP (mN/m) 31,42 (+1,64) | 29,30 (¢1,20) |30,14 (+1,78) | 28,50 (+1,09)

Synergie 0,44 (+0,06) 0,36 (t0,053) | 0,39 (+0,07) 0,18 (£0,07)

3.3.3. Synergie

Die Synergie ist ein weiterer Indikator fur die Aktivitdt der Protein-Oberflachen/Lipid-
Grenzflachen, die aus der linearen Regression der Messungen des Langmuir-
Adsorptionsfilmwaage gewonnen werden kann. Sie wird aus der Steigung der
Regressionsgeraden (An(min) =a+b - mini) (Abbildung 29) abgeleitet und beschreibt die

Wechselwirkungsintensitat zwischen den Lipiden der Monoschicht und dem Protein.
synergy = b +1 17

Eine positive Synergie deutet auf eine attraktive Wechselwirkung hin, wahrend eine negative

Synergie auf eine AbstoBung zwischen der Lipid-Monoschicht und dem Protein hinweist.'33

Wie zu erwarten, weist die Synergie zwischen den Lipiden und dem Wildtyp-Protein den
hochsten Wert auf. Die CMT-Varianten 143N und I52T haben nur geringfligig niedrigere
Synergiewerte, was zeigt, dass die Mutation zwar zu einer Affinitatsanderung fihrt, diese
jedoch nur minimal ist und hochstens geringfligig tiber den Fehlermargen der Messung liegt
(Synergien liegen alle bei etwa 0,40). Der Synergiewert fiir P38G ist mit 0,18 deutlich niedriger.
Obwohl man immer noch von Synergie sprechen kann, ist dieser positive Effekt sehr gering.
Die P38G-Mutation liegt zwischen dem a-Helix- ,,Deckel” und dem B-Fass. Prolin und Glycin
sind weder ionische noch sehr lipophile Aminosauren, sodass ein Lipophilieeffekt als Erklarung
ausgeschlossen werden konnte. Prolin ist deutlich starrer als Glycin, und daher wirkt sich die
Mutation hochstwahrscheinlich auf die funktionelle Dynamik von P2 aus, wie bereits zuvor
festgestellt wurde.3131132 |n einer friiheren Studie wurde in vitro eine erhéhte Lipidmembran-

Stapelkapazitdt von P38G sowie eine erhohte Dynamik einzelner P38G-Proteine, insbesondere



peripheres Myelinprotein P2 55

auf der 1-ns-Skala (durch elastische inkohirente Neutronenstreuung, EINS), ermittelt.!3! Da
die Synergie bei der P38G-Variante viel ndaher an Null liegt, ist die Bindung an die
Monoschichten deutlich weniger bevorzugt. Ob das bessere Stapelverhalten der
Lipiddoppelschicht mit der erhohten Dynamik der a-helikalen Deckelregion zusammenhangt,
die z. B. die laterale Clusterbildung verringern konnte, bleibt zum jetzigen Zeitpunkt

unbeantwortet und muss in zukinftigen Studien untersucht werden.
3.3.4. Epifluoreszenzmikroskopie

Die Epifluoreszenzmikroskopie wurde verwendet, um die laterale Organisation von
myelinartigen Lipidmonoschichten mit und ohne P2-Varianten mit einer Auflosung im
Mikrometerbereich darzustellen. Der Versuchsaufbau enthilt ein Fluoreszenzmikroskop, das
Uber den Langmuir-Trog einer Kompressionsfilmwaage montiert ist. Als Fluoreszenzfarbstoff
wurde Rho-B-DHPE verwendet; dieses Phosphatidylethanolamin hat eine Kopfgruppe, die mit
dem Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin B markiert ist. Rho-B-DHPE reichert sich bevorzugt in der
flissig expandierten (LE) Phase an und dient somit der selektiven Kontrastierung dieser hell
erscheinenden Bereiche in den Mikroskopaufnahmen.'3* Vorversuche zeigt, dass das Rho-B-
DHPE keinen signifikanten Einfluss auf das Verhalten der Monoschicht hat (Abbildung 80). Im
Folgenden werden zunachst die Bilder der Messungen des reinen zytoplasmatischen PNS-
Lipidgemischs mit 0,05 % Rho-B-DHPE und anschliefend die Messungen in Gegenwart von P2

gezeigt.

Dariber hinaus zeigen die Experimente, bei denen zusatzlich zum Lipidfarbstoff Rho-B-DHPE
das P2 und seine Varianten mit einem weiteren Protein-Farbstoff, dem Alexa-488-NHS,

markiert wurden, die Lokalisierung des P2 im Monoschicht-Ensemble.

Fluoreszenzmikroskopie der PNS-Lipidmischung mit und ohne P2-Varianten

128 enthélt die zytoplasmatische PNS-Myelinschicht 37 % Cholesterin.

Laut Inouye & Kirschner
Dieser hohe Anteil wirkt sich verdichtend auf die Lipidmischung aus’%'3> und beeinflusst die
Bewegungsfreiheit der Phospholipid-Kohlenwasserstoffketten und damit die Gesamtfluiditat
der Membran. Die Phospholipide in einer solchen Monoschicht haben an der Grenzflache eine
geringere Oberflache zur Verfliigung, was zu einer Verringerung des Freiheitsgrads der

Lipidbewegung fiihrt.13137 Cholesterin unterbricht auch die Kopfgruppen-Kopfgruppen-
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Wechselwirkungen zwischen Phospholipiden.*! Insgesamt wird daher angenommen, dass
diese Kondensationseffekte die Bildung von Lipiddomanen erleichtern, was zu Domanen
fiihrt, die mit Cholesterin, gesattigten Phospholipiden und Sphingolipiden angereichert sind,
sowie zu Domaénen, die an diesen Molekllen verarmt sind. Die cholesterinreichen Doméanen
sind dichter gepackt, neigen zu einer geringeren Fluiditat,333 welche dennoch zur fluiden-
geordneten Phase (Lo) gehdren und sind in fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen als
dunklere Bereiche zu erkennen (Abbildung 30). Aufgrund seiner Molekularstruktur neigt Rho-
B-DHPE dazu, sich in diesen Lo-Phasen kaum und in den Bereichen der LE-Phase vermehrt

anzureichern.

Der Phaseniibergang der Monoschichtsysteme ist druckabhingig. In den Ubergangszustanden
sind mehrere Domanenmuster méglich3®43138  (Kap. 2.3.2). Bei niedrigeren
Oberflachendriicken treten kreisformige Domanen auf. Folgend Streifen oder eckige
Domanen, die eher fiir h6here Oberflichendriicke innerhalb der LE-Phase typisch sind.”® Ab
einem bestimmten Oberflachendruck, hier bei ~12 mN/m, |6st sich die Doméanengrenze auf
und die heterogene Monoschicht wandelt sich in eine homogen Monoschicht um, welche sich
in der LC-Phase befindet. Mikroskopisch ist dies durch das Verschwinden der
cholesterinreichen Domanen und zur Bildung einer grauen homogenen Oberflache ersichtlich
(Abbildung 30). Diese homogene Vermischung bleibt trotz eines weiteren Druckanstiegs

aufgrund der Kompression bestehen, bis die Monoschicht kollabiert.

Der ,Flickenteppich” (Abbildung 30) aus hochgeordneten, cholesterinreichen Domanen und
den niedergeordneten phospholipidreichen Doméanen sind keine Einzelbilder. Uber den
gesamten Film hinweg kann man Bereiche beobachten, in denen die Domanen angereichert
auftreten, und Bereiche, in denen es kaum oder keine dunklen Doméanen gibt. Dieses
,Patchwork” ist nicht (iberraschend, da die Verteilung von Lipiden und Domanen auch in der
Struktur der natirlichen Zellmembran inhomogen ist wie es beispielweise im 2014
aktualisierten Fluid-Mosaic-Membran-Modell (F-MMM) von Nicolson? oder in der

Veroffentlich von Escriba®®® im Jahr 2008 beschrieben ist. (Abbildung 5) 22°
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Abbildung 30 Reprasentative epifluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen des Kompressionsverhaltens der mit 0,05mol%
Rho-DHPE ersetzt PNS-Myelin-dhnlichen Monoschicht auf einer HEPES-NaCl-Puffersubphase; A: 0 mN/m; B: 1,1 mN/m; C:
11,3 mN/m; D: 11,6 mN/m; E: 12,8 mN/m; F: 25,1 mN/m; G: 33 mN/m; H: 40,52 mN/m

Monoschicht-Experimente ahmen, trotz Laborbedingungen, die Situation einer Doppelschicht
oder sogar in vivo nach. Dieses pseudobindre System, druckabhdngiges ,mischen” und
,entmischen” der cholesterolreicher Domanen der Monoschicht, wurde bereits intensiv
untersucht.3>43 Experimente mit TopFluor-Cholesterol, einem fluoreszenzmarkierten
Cholesterol, stlitzten diese Annahme und zeigten, dass die Domanen Uberwiegend mit
Cholesterol angereichert sind. Wie in Abbildung 30 verdeutlicht kommt es, ab einem circa
Oberflachendruck von ~12 mN/m zu einem Auflésen der Domanestruktur hin zu einem

homogene Bild, welches sich bis zum Kollaps des Films erhalten bleibt.

Nach Proteininjektion und Inkubation (Abbildung 31) kann ein weiterer Effekt auf der

Monoschicht beobachtet werden.''® Die Proteininjektion erfolgte bei angehaltener
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Kompression bei 20 mN/m. Nach einer Inkubationszeit (circa 30Minuten) haben sich aus der
zuvor homogenen Monoschicht helle (Rho-B-DHPE-haltige) und dunkle Bereiche gebildet.
(Abbildung 31) Diese Bereiche sind oft nicht gleichmaRig in der Ebene verteilt, sondern
geclustert oder mit nur kleinen ,Schleiern” verbunden. Im direkten Vergleich mit den
Aufnahmen ohne P2 kann man ableiten, dass diese ,Schleier” Aggregate von P2 auf der
Monoschicht sind, dhnlich wie es fiir bMBP beschrieben wurden.*314% Wie vorherige Studien
zeigen, kann P2 DMPC/DMPG-Doppelschichten stapeln sowie die Verteilung der Lipide
beeinflussen und so ein Mikromilieu aufbauen.1%3117118 Dje A srauen Schleier” zeigen an, dass
die geclusterten Proteine die Rho-B-DHPE Molekiile lokal verdrangen und damit die
Fluoreszenzemission an diesen Stellen reduzieren. Da sich diese Aggregate oder Cluster
hauptsachlich an den Grenzen zwischen cholesterinreichen und -armen Regionen befinden,
kann davon ausgegangen werden, dass P2 die Grenzflaichenspannung auf dhnliche Weise
reduziert, wie dies fiir MBP?> beobachtet wurde. In Abbildung 31G sind zwei dunkle Domanen
an drei Ankerpunkten verbunden. Diese Ankerpunkte koénnen im Licht der
Epifluoreszenzmikroskopie als Cluster von P2 identifiziert werden. Friithere Untersuchungen,
103,117 die die Bindung von P2 an Vesikel und die Aggregation von Vesikeln sowie die Bildung
von Multilagen durch Zugabe von P2 zu Lipidvesikeln zeigen, kdénnten somit durch

Epifluoreszenzaufnahmen komplexer Lipidgemische gestiitzt werden.

Ahnliche Ereignisse wie bei dem Wildtyp sind auch bei den Varianten zu beobachten (P38G:
Abbildung 32, I143N: Abbildung 33, I52T: Abbildung 34).
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Abbildung 31 Reprasentative epifluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen des Kompressionsverhaltens der mit 0,05mol%
Rho-DHPE versetzt PNS-myelinartigen Monoschicht auf einer HEPES-NaCl-Puffersubphase und nach Zugabe von Wildtyp-P2
bei 20 MN/m und Inkubation; vor Proteininjektion: A: 3,9 mN/m; B: 11,5 mN/m; C: 13,5 mN/m; D: 20 mN/m; nach
Proteininjektion und Inkubation E: 22 mN/m; F-I: ~ 25 mN/m. Proteininjektion erfolgt bei 20 mN/m, Kompression wurde
angehalten, Druckanstieg erfolgt durch die Adsorption des Protein, Pfeile zeigen Regionen mit verminderter Rho-B-DHPE-

Fluoreszenz (,,Grauschleier”) an, die auf P2-haltigen Cluster zurickzufihren sind.
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Abbildung 32 Reprasentative epifluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen des Kompressionsverhaltens der PNS-Myelin-
dhnlichen Monoschicht, gemischt mit 0,05mol% Rho-DHPE auf einer HEPES-NaCl-Puffersubphase und nach Zugabe der P2
P38G-Variante bei 20 mN/m und Inkubation; vor Proteininjektion: A: 0,6 mN/m; B: 17,19 mN/m; nach Proteininjektion: C- I:
~ 25 mN/m; Proteininjektion erfolgt bei 20 mN/m, Kompression wurde angehalten, Druckanstieg erfolgt durch die
Adsorption des Protein, Pfeile zeigen Regionen mit verminderter Rho-B-DHPE-Fluoreszenz (,,Grauschleier”) an, die auf P2-
haltigen Cluster zuriickzufihren sind. In G, H, | sind auch dunkle Bereiche zu sehen, die einer Perlenkette dhneln. Diese

Bereiche sind vermutlich durch Cluster von P38G
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Abbildung 33 Reprasentative epifluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen des Kompressionsverhaltens der PNS-Myelin-
dhnlichen Monoschicht, gemischt mit 0,05% Rho-DHPE auf einer HEPES-NaCl-Puffersubphase und nach Zugabe der P2 143N-
Variante bei 20 mN/m und Inkubation; A: 2. 78 mN/m; B: 5,45 mN/m; C: 12,43 mN/m; D: 17,42 mN/m; E - I: ~ 25 mN/m;
Pfeile zeigen Regionen mit reduzierter Rho-B-DHPE-Fluoreszenz (,,grauer Schleier”) aufgrund von Clustern, die die

jeweiligen 2-Varianten enthalten
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Abbildung 34 Reprasentative epifluoreszenzmikroskopische Aufnahmen des Kompressionsverhaltens der PNS-Myelin-
dhnlichen Monoschicht, gemischt mit 0,05% Rho-DHPE auf einer HEPES-NaCl-Puffersubphase und nach Zugabe der P2
I152T-Variante bei 20 mN/m und Inkubation; vor Proteininjektion: A: 5,52 mN/m; B: 9,02 mN/m; nach Proteininjektion: C- I:
~ 25 mN/m. Proteininjektion erfolgt bei 20 mN/m, Kompression wurde angehalten, Druckanstieg erfolgt durch die
Adsorption des Protein, Pfeile zeigen Regionen mit verminderter Rho-B-DHPE-Fluoreszenz (,,Grauschleier”) an, die auf P2-

haltigen Cluster zurtickzufiihren sind.
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Fluoreszenzmikroskopie von fluoreszenzmarkierten P2-Varianten in der Lipidmischung des
PNS

Wie im vorherigen Kapitel beschrieben, wurde P2 an den Grenzflaichen zwischen Lipid-
Domadnen nachgewiesen, ein Ergebnis, das an den , grauen Schleier” aus geclustertem MBP
erinnert.*>140 Die Markierung oder ,Farbung” von Lipiden in einer Monoschicht oder als
Ganzes ermoglicht nur dann eine Erkennung, wenn ausreichend Farbstoff verdrangt wird,
beispielsweise durch hochgeordnete Domanen oder Proteincluster. Ein einzelnes Protein,
insbesondere ein kleines Protein wie P2 (14,8 kDa) *! mit einem maximalen Durchmesser von
4-5 nm, kann jedoch mit herkdmmlicher Lichtmikroskopie nicht einzeln erkannt werden. Um
kleine Proteinaggregate sichtbar zu machen und die Wechselwirkungen zwischen Protein und
Grenzschicht genauer zu charakterisieren, wurde P2 mit dem Fluoreszenzfarbstoff Alexa 488
markiert. Dieser Farbstoff wurde ausgewahlt, weil Rho-B-DHPE in der Lipidmonoschicht in der
LE-Phase noch eine schwache Fluoreszenz bei Einstrahlung des blauen Lichtbereiches zeigt,
was einen geeigneten Hintergrund fir die Proteindetektion bietet (siehe Kapitel 2.3.3). Um
die Auswirkungen der Markierung auf das System zu minimieren, wurden nur 10 % von P2
durch das Alexa-488-Konjugat ersetzt. So konnte der durch ,graue Schleier” indirekt
nachgewiesene Proteincluster durch die P2-Fluoreszenzmarkierung eindeutig und aktiv

identifiziert werden. (Abbildung 35)

Die Zweifarb Fluoreszenzdaten untermauern und erweitern die bereits genannten Ergebnisse:
P2 bindet vorzugsweise an die Domanengrenzen zwischen den phospholipidreichen und den
cholesterinreichen Domédnen. Dies deutet darauf hin, dass die hochgeordneten,
cholesterinreichen Domanen vom P2-Protein nicht bevorzugt werden. Sowohl das Wildtyp P2
als auch alle Varianten scheinen die Grenzlinie zwischen der LE- und der LC-Phase zu

stabilisieren, was fiir die Funktion von P2 bei der Myelinisierung relevant sein kénnte.

Abbildung 35 zeigt Beispiele flir Messungen mit fluoreszierendem Rho-B-DHPE und
markiertem P2 fiir alle Varianten. Der griine Kanal (547 nm, hier Falschfarbung in gelb) zeigt
helle phospholipidreichen und dunkle cholesterinreiche Domanen, wobei die grauen
Clusterstrukturen P2 darstellen. Der blaue Kanal (486 nm, hier Falschfarbung in violett) zeigt
in hellen Punkten das Alexa-488-Konjugant und in den Flachen schimmernd das Rho-B-DHPE.
Die Fluoreszenzdetektion bestatigt die Lokalisierung von P2 an der Grenzlinie zwischen den
Domanen, die durch das Protein miteinander verbunden zu sein scheinen. Im kombinierten

Bild stimmen die ,,Schleier” im fluoreszierenden Rho-DHPE mit den hellen Bereichen im Alexa-
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488-markierten P2 liberein, was einen starken Hinweis auf die Lokalisierung von P2 in diesen

Bereichen liefert.
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Abbildung 35 Zweifarb Experiment von P2-Varianten an PNS-myelindhnliche Membran adsorbiert. Epifluoreszenz-
Filmwaage-Mikroskopie, A, B, C: P2 wt; D, E, F: P38G; G, H, 1: 152T; J, K, L: 143N; A, D, G, J griiner Kanal; B, E, H, K: blauer

Kanal in PNS- Monoschichten bei 25 mN/m; C, F, |, L: Kombinationsbild (Falschfarbendarstellung)
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Netz/Cluster Bildung durch das P2

Wahrend der Messreihe war der Wildtyp P2 der einzige, der groRflachige Clusterstrukturen
bildete. Die Krankheitsvarianten zeigten hauptsachlich kleinere Cluster oder lokalisierte
Verflechtungen. Die kleinen Netzwerkstrukturen verbanden maximal drei Lipiddomanen
miteinander, nur der Wildtyp P2 zeigte Netzwerkstrukturen (ber mehrere Domanen
(Abbildung 36). Diese Beobachtung wurde Uber mehrere Messungen bestatigt. Um
auszuschlieBen, dass eine Verunreinigung oder ein Tensid fir diese Vernetzung verantwortlich
war, wurden diese Experimente mit markiertem P2 wiederholt. Wie in Abbildung 37
dargestellt, kann markiertes P2 innerhalb des beobachteten Netzwerks lokalisiert werden.
Diese Netzwerkstruktur blieb tber die Dauer der Messung stabil. Eine Fusion der Domanen
war nicht nachweisbar. Dies konnte die Funktion von P2 bei der Vernetzung von
Membranblattchen belegen, die auch einer der stabilisierenden Faktoren fir die
Myelinscheide sein kénnte. Diese Messreihe kann daher als weiterer grundlegender Beweis
fur die Fahigkeit von P2 herangezogen werden, die Eigenschaften und Morphologie von

Lipidmembranen zu beeinflussen.142143
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Abbildung 36 Epifluoreszenzmikroskopie von Wildtyp-P2 — Die Bilderserie bzw. das Bildermosaik veranschaulicht der
komplexen Vernetzung der jeweiligen Domanen durch das Protein. Die Aufnahmen wurde im griinen Kanal mit dem Lipid

Fluoreszenzfarbstoff Rho-B-DHPE 0,05mol% aufgenommen.
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Abbildung 37 Epifluoreszenzmikroskopie von Wildtyp-P2 — Bilderserie zur Veranschaulichung der k.;mblexen Vernetzung
der jeweiligen Domanen durch das Protein. Links sind zwei Abbildungen zeigen ausschnittsweise Aufnahmen aus dem
Alexa488-fluoreszenzmarkiertem P2-Konjugant im blauen Kanal, die wiederum die Koinzidenz von ,grauen Schleiern”in
Rho-B-DHPE-Fluoreszenz mit Regionen, die markiertes P2 enthalten, anzeigen. Das rechte Bildermosaik zeigt die

Gesamtheit der Aufnahme auf, P2 Wildtyp bildet einen zusammenhangen, Doméanen verbindenden Cluster
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3.3.5. Zusammenfassung und Korrelation der Mutanten

Das vorliegende Kapitel zeigt, dass P2 nicht nur an einfache Modell-Lipidmembranen

Abbildung 38 Modell fiir P2 zwischen zwei Membranen. Der
helikale Deckel und die anionenbindende Stelle interagieren

mit der Membran oben (blaue Kugeln), wahrend der B-Fass,

>39,101131132 gsondern auch an komplexe,

naturnahe Lipidmonoschichten adsorbiert.
Hierbei wurde ein deutlicher Unterschied
zwischen dem Wildtyp und seinen Mutanten
beobachtet. Die Varianten mit einzelnen

Mutationen in den [-Faltblatt-Regionen
wiesen nur geringfligige Abweichungen bei
der Bindung an die Membran auf. Dies stimmt
mit frilheren Erkenntnissen (iberein,®! dass
die B-Faltblatter der Fassregion nur bedingt
an der Bindung an Lipidmembranen beteiligt

sind.

einschlielRlich der Konformationsanderung in der B5-B6-

Schleife, an die untere Membran (orange) bindet. Die Im Gegensatz dazu weist die P38G-Mutante

Positionen der Leu-Reste 27, 32 und 35 an der AulRenseite erhebliche Unterschiede bei der Bindung an

von Helix 2, Pro38 sowie die CMT-Mutationsstellen 43 und

Lipidmonoschichten auf. Diese

51 sind durch Zahlen gekennzeichnet.

Punktmutation, bei der Prolin durch Glycin in
der Gelenkregion zwischen der a-Helix-Deckel- und der B-Faltblatt-Fassstruktur ersetzt wird,
ist bemerkenswert (Abbildung 38). Es ist bekannt, dass die Membranbindung strukturelle
Veranderungen in P2 induziert, die hauptsachlich die teilweise Entfaltung des a-helikalen
Deckels'®2131 ynd die Offnung der B5-B6-Schleife umfassen. P38G wurde in vorherigen Studien

als dynamischer als der Wildtyp P2 mit veranderten Membranbindungseigenschaften

bezeichnet.32:131,132

Die verdanderte Membranaffinitdt der P38G-Varianten, die durch Monoschichtmessungen
beobachtet wurde, in Verbindung mit den Messungen zu Membranbindungsaktivitit,10%131
kann auf eine erhohte Proteinflexibilitdt zurtickgefihrt werden, die verbesserte
Lipidwechselwirkungen ermoglicht. Daher deuten die kombinierten Daten aus Laulumaa®3!
und den Monoschichtmessungen darauf hin, dass P38G eine schnellere Kinetik, aber geringere
thermodynamische Eigenschaften aufweist. Dies impliziert, dass P38G sich schneller mit der
Membran verbindet und von ihr I6st, aber insgesamt eine geringere Affinitat aufweist. Die

Bedeutung der a-helikalen Deckelregion wurde auch bei anderen FABPs (FABP3, 4, 5)'% in
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Lésung und bei der Interaktion mit Fettsauren beobachtet. Bei diesen drei FABPs wurde eine
Verbindungsstelle an der AuRenseite des Proteins in der Nahe des a-helikalen Deckels
identifiziert. Im zellularen Kontext konnten diese Mutanten moglicherweise den
Fettsauretransport durch Beschleunigung der Membranassoziation verbessern, wahrend sie
gleichzeitig die Membranstapelung negativ beeintrachtigen, welche jedoch fiir die ,feste”

permanente Struktur der Myelinscheide von entscheidender Bedeutung ist.

Die P38G-Mutation in der Region zwischen dem a-helikalen Deckel und dem B-Faltblatt hat
selbst in der komplexen, naturnahen Membran einen erheblichen Einfluss auf die
Membranaffinitat. Weitere Filmwaageexperimente z.B. Zweifarb-Experimente mit weiteren
P2-Variationen wirden Aufschluss tber die Wechselwirkung zwischen der Lokalisierung der
Mutation und der Membranaffinitdt geben. Hierflir waren Mutationen im a-helikalen Deckel
oder an anderen Mutationsstellen in verschiedenen Regionen des Proteins von groRer
Bedeutung. Es sind eine Reihe von CMT-Krankheitsvarianten!?142 und strukturbasierte
Mutationen'?® bekannt, diese sollten in eine solche Studie einbezogen werden. Da alle
Experimente zur Interaktion mit Lipidmembranen hier und in frilheren Arbeiten mit dem
menschlichen P2-Protein durchgefihrt wurden, ist es wichtig zu betonen, dass Mutationen im
PMP2-Gen die Ursache fir die CMT-Erkrankung beim Menschen sind und dass im Gegensatz
zur Maus die myelinisierenden Zellen des menschlichen Gehirns das P2-Protein exprimieren.
Dementsprechend hatte die Maus, der PMP2 fehlt, zwar einen milden Phanotyp, aber P2
konnte ein Beispiel flir ein Protein sein, das flr das Verstdandnis der Unterschiede zwischen

Mausen und Menschen relevant ist.104118,127,128,131,144

Ein weiterer Ansatz, um natives Myelin auf molekularer Ebene zu verstehen, besteht darin,
die Systemkomplexitat weiter zu erhéhen. In dieser Arbeit wurde eine Affinitdt zu komplexen
Membranen aufgezeigt, welche sich mit friiheren Veroffentlichungen an einfacheren
Modelmembranen deckt.3%101104127.131 Dg P2 jedoch nicht allein in der Myelinscheide
vorkommt, wire eine Kombination der Myelinproteine MPB/P14* und PO, méglicherweise

unter Zuhilfenahme von Nanodiscs,*

mit P2 eine erhebliche Weiterentwicklung des Systems.
Dementsprechend wurden bereits Studien!*® verdffentlich, die sich mit der moglichen
Synergie und Konkurrenz zwischen diesen Proteinen befasst. Allen drei dieser Proteine ist die
Funktion gemeinsam, Lipiddoppelschichten im PNS-Myelin zu stapeln, obwohl sie keine
verwandte Struktur aufweisen. In Folgestudien zu komplexen Proteolipidsystemen wiirde

nicht nur die einzelne Protein-Lipid-Interaktion — einschliefllich Krankheitsvarianten —
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nachgewiesen, sondern auch die synergistischen oder antagonistischen Effekte der
Myelinproteine auf Protein-Lipid-Interaktionen. Weitere Forschungen mit zunehmender
Proteinkomplexitdt in Myelinmodellsystemen sind derzeit im Gange und werden in Zukunft

berichtet.

3.4. Zusammenfassung / Ausblick

Das vorliegende Kapitel widmet sich der vertieften Analyse der beiden physiologischen
Funktionen des P2-Proteins: der Fettsdaurebindung und der Membranassoziation. Anhand
detaillierter Untersuchungen des Bindungsmechanismus zwischen P2 und Fettsdauren konnte
gezeigt werden, dass selbst Punktmutationen in Proteinregionen, die nach aktuellem
Wissensstand nicht direkt an der Ligandenbindung beteiligt sind, einen spilirbaren Einfluss auf
die Bindungsaffinitat ausiiben. Darlber hinaus wurde differenziert, in welchen Bindungsmodi
die Fettsdauren von P2 und seinen Mutanten aufgenommen werden. Besonders auffallig war
die P38G-Mutante, die einen hohen Anteil stark gebundenen 5-DSA aufwies. Diese erhohte
Affinitat konnte in vivo die Abgabe der Fettsdure an das Zielkompartiment behindern — ein
moglicher Hinweis auf pathophysiologische Konsequenzen solcher Mutationen im

Fettsauretransport.

Auch hinsichtlich der Membranbindung zeigte sich ein differenziertes Bild: Je nach Mutation
variiert die Affinitdt von P2 zur naturnahen Lipidmembran erheblich. Die Messungen an
Lipidmonoschichten verdeutlichten, dass insbesondere P38G — mit der Mutation in der
Gelenkregion zwischen a-helikalem Deckel und B-Fassstruktur — eine deutlich geringere
Membranaffinitdt aufweist. Die epifluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen zeigten,
dass zwar alle Proteinvarianten in der Lage sind, Lipidmonoschichten zu beeinflussen und
Domanenbildung zu induzieren, jedoch nur der Wildtyp ein grolflachiges, netzartiges
Doméanenmuster aufbauen kann. Diese Fahigkeit konnte fiir die Stabilisierung der
Myelinscheide eine entscheidende Rolle spielen und liefert potenzielle Erklarungsansatze fiir

krankheitsassoziierte Effekte bestimmter Mutationen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit bilden damit eine wichtige Grundlage fiir weiterfiihrende
Forschungsansatze. Molekulardynamik-Simulationen (MD) und Docking-Studien kénnten das
Verstiandnis des Fettsdurebindungsmechanismus weiter vertiefen, insbesondere im

Zusammenspiel mit den experimentellen cwEPR-Daten. Letztere liefern bereits konkrete
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Hinweise auf das strukturelle Platzangebot und die Hydrophilie in der Portalregion von P2 —
beides entscheidende Faktoren fiir die Ligandenbindung. Zukinftige Experimente unter
Verwendung von Nanodiscs wiirden es ermoglichen, nicht nur das isoliert P2, sondern auch
dessen Zusammenspiel mit weiteren Myelinproteinen wie MBP und PO in naturnahen
Membrankomplexen zu untersuchen. Eine Erweiterung des Mutationsspektrums —
insbesondere um Varianten in anderen funktionellen Regionen des Proteins — wiirde zudem
neue Perspektiven auf deren Einfluss auf die Lipidbindung und Membranintegration eréffnen.
Dadurch lieBen sich Mutationsauswirkungen sowohl in cwEPR-Analysen als auch in
Monoschicht-Experimenten systematisch erfassen und ein umfassenderes Verstandnis der

Rolle von P2 und seinen Mutationen zu gewinnen.
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4. Ryanodin-Rezeptor Sonden Synthese und Untersuchung

Dieser Abschnitt thematisiert den transmembranaren Ryanodinrezeptor(RyR) Kanal sowie die
Synthese von EPR-aktiven Liganden des RyR-Kanals und die cwEPR-Analyse dieser EPR-aktiven
Liganden. Teile dieser Thematik wurden von Frau Jana Kriiger im Rahmen ihrer Bachelorarbeit

vertieft.

Schwerpunkt ihrer Arbeit waren die Synthesen, sowie der Charakterisierung der entstandenen
Produkte mittels der Methoden der IR, NMR. Das Abstecken und Planung der Thematik, sowie
der Ausarbeitung der Synthesen und Analytischen Methoden oblag mir. Die durchgefihrten
Arbeiten Frau Kriigers erfolgten unter meiner Anleitung und direkten Aufsicht. Die nach der

Synthese der Liganden erfolgte cwEPR Analytik wurde ebenfalls von mir durchgefiihrt.
4.1. Einfihrung

Die maligne Hyperthermie (MH), ist eine schwer diagnostizierbare Situation innerhalb einer
intensivmedizinischen Behandlung (Operation bzw. Intensivstation). Die MH zeigt eine stark
erhohte Muskelaktivitat und erhéhten Muskelmetabolismus, welche sich klinisch zunachst in
einem Rigor der quergestreiften Muskulatur, folgend einer Tachykardie und bei weiterem
Verlauf fortwahrenden Erhohung der Korperkerntemperatur darstellen. Diese
Kerntemperaturerhéhung ist potentiell letal. Sie wird je nach Stadium zunadchst mit Eis, zur
direkten Kiihlung des Kérpers (Luminal oder auf Kdrperoberfliche)'*® behandelt und
zusatzlich mit der Gabe des Arzneimittels Dantrolen, eine Hydantion-Derivat, wobei
Dantrolen, als spezielles Arzneimittel, nur durch Facharzte angewendet werden darf.
Dantrolen blockt hierbei umgehend die RyR-Kandle, die fir die kontrollierte
Calciumionfreisetzung in das Zelllumen verantwortlich sind.'*” Die MH ist eine autosomal-
dominat Erbkrankheit, welche lGber ein Genomscreening oder mittels Muskelbiopsie und dem
Halothan-Coffein-Kontrakturtest (ICVT — in-vitro Muskelkontrakturtest)'*® bei familiire

Pradisposition diagnostiziert werden kann.#?
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Tabelle 3 klinische Symptome des malignen Hypertonie und deren Ursache im Muskel

Einteilung Symptome

Erhéhte Muskelaktivitat Generalisierte erhohter Muskeltonus (Rigor)
Muskelspasmus nach Succinylcholin (Trismus)
Erhohte Kreatinkinase

Myoglobindamie

Myoglobinurie

Hyperkapnie
Tachykardie
Azidose

Erhohte Metabolismus

Die unkontrollierte Freisetzung von Calciumionen aus dem sarkoplasmatischen Retikulum in
das Lumen der Quergestreiften Muskelzelle fiihrt zu einem unkontrollierten Muskeltonus, der
sich folgend in dem beschriebenen Rigor oder Tremor, welcher die Hyperthermie verursacht,
manifestiert. Wie kommt es nun zu dieser Fehlregulation dieses regulatorischen lons
(Calciumion). Im Normalzustand wird das Calcium nach Trigger aus dem sarkoplasmatischen
Retikulum (SR) in das Sarkoplasma Uiber die RyR-Kanale freigesetzt. Das Calciumion tGbernimmt
nun als Modulator die Aufgabe die Muskelkontraktion auszulésen in dem es an das Troponin,
das Regulatorprotein zwischen Aktin und Myosin, bindet. Der RyR-Kanal besteht aus einem
Homotetramer, somit aus vier gleichen RyR-Proteinen, die einer Kleeblatt-Struktur ahneln und

Uber eine Transmembrandoméane mit dem Lumen des SR verbunden sind.
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Abbildung 39 Kryoelektronischenmikroskoptische dreidimensionale Rekonstruktion des RyR1-Kanals. Links oben:
Draufsicht, rechts oben: Ansicht von unten, mittig: Seitenansicht des Proteins in der Membran, der

transmembrandse Aufbau (TA) zeigt in Richtung des sarkoplasmatischen Retikulums*>®

Bei Sdugetieren lassen sich drei Typen von RyR-Kanalen unterscheiden:
e RyR-l, welcher Teil der Skelettmuskulatur ist;
e RyR-Il, welcher im Herzmuskel zu finden ist; und
e RyR-lll, welches ebenfalls Teil der quergestreiften Muskulatur ist,>* aber auch im

Gehirn, in der Leber und den Nieren vorzufinden ist.'>?

Die natdlrlichen Trigger flir diesen RyR-Kanal ist eine Stimulation durch den benachbarten
Dihydropyridin-Rezeptor (DHPR), das Calciumion selbst, Adenosindiphosphat (ADP) oder
andere endogene Substanzen, z.B. Hormone. Die externen Trigger sind das Namensgebe
Ryanodin, Coffein, Theobromin soweit weitere Xanthine.'®>1%¢ Auch triggern einige
Arzneistoffe, hier sind insbesondere die inhalativen Narkotika z.B. Halothan oder das
Muskelrelaxanz Succinylcholin zu erwdhnen. Diese Triggerstoffe setzen am Kanal an und
offnen bzw. verschieben die Offnungswahrscheinlichkeit des Kanals. Es erfolgt eine
unkontrollierte Calcium-Homoostase. Um mittels EPR die Aktivitdten mit und am RyR-Kanal
zu messen, benotigt man einen EPR aktiven Liganden, der ebenfalls die Eigenschaft der
Kanalbeeinflussung besitzt. Der Fokus dieses Kapitels liegt auf der Synthese der EPR-aktiven
Liganden, da keine kommerziell erhaltlichen Produkte zur Verfligung standen. Aufgrund der
guten Beschaffbarkeit und Handhabbarkeit der Xanthin Derivate, wurden zunachst
Synthesewege eruiert und umgesetzt. Spater erfolgte die Analyse der EPR-aktiven Xanthin-

Derivate. Auf Grund der schweren Verfligbarkeit des RyR-Proteins konnte die Testung der EPR-
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aktiven Xanthin-Derivate am RyR-Protein im Rahmen dieser Dissertation leider nicht mehr

durchgefiihrt werden.
4.2. Synthese der EPR aktiven Xanthin Derivate

4.2.1. Theoretische Vorbetrachtungen

Der RyR-1 Kanal hat eine Affinitat zu den oben erwahnten endogenen Substanzen. Ebenfalls
besitzt er eine Affinitat fur natirliche und synthetische Alkaloide und Methylxanthin-
Derivate!>3>1%® insbesondere fiir Coffein-, Theophylin-, Theobromin-Derivate. Hier ist das
Xanthin-Grundgerist von entscheidender Bedeutung, da der Uracil-Kérper allein keinen
Bindungseffekt zum Kanal aufweist. Rousseau®® zeigte in ihrer Studie das 1,3-Dimethyluracil
(Abbildung 40, rechts), welches nur einen Teil des Xanthin-Grundkoérpers enthalt, nicht in der
Lage ist, an den Kanal zu binden. Dies ldsst darauf schlieRen, dass der Imidazol-Ring, welcher
die Struktur vervollstandigt, fur die Bindung notwendig ist. Da nicht exakt bekannt ist, welcher
Teil des Molekiils fir die Bindung an den Kanal verantwortlich ist, wurden zur Untersuchung
N-Methyl-Xanthinderivate verwendet, die an verschiedenen Positionen mit einem Spin-Label
versehen wurden. Zur Veranschaulichung ist ein Xanthin-Grundkérper mit den variablen
Substituenten sowohl fiir natirliche als auch kiinstliche hergestellte Xanthinverbindungen

dargestellt. Der genaue Aufbau dieser ist in Tabelle 4 zusammengefasst.
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Abbildung 40 Links Xanthingrundkérper mit variablen Substituenten, rechts: 1,3,-Dimethyluracil
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Tabelle 4 Aufbau verschiedener natirlich vorkommender und synthetischer Xanthinderivate

Coffein H CHs CHs CHs
Theophylin H H CHs CHs
Theobromin H CHs H CHs
Paraxanthin H CHs CHs H
3,7-Dimethyl-1- H CH3 CH,CCH CHs
propargylxanthin

3-Isobutyl-1-methyl-xanthin H H CHs C(CH3)3
7-Isobutyl-1-methyl-xanthin H C(CHs3)s CHs CHs
8-(2-Hydroxyethylamino)- NH-CH>-CH,- CH3 CH3 CH3
coffein OH

Aus Publikationen von Klosa'>” und Krugmann®®8ist bekannt, dass 8-Bromcoffein (8-BC), ein
Brom-Derivat des Coffeins, eine Affinitit zum RyR-Kanal besitzt und ahnliche
pharmakodynamische Eigenschaften wie Coffein austbt. Ebenfalls zeigen Experimente von
Meissner'>® das selbst sterisch anspruchsvolle Derivate eine Freisetzung von Calciumion
induzieren kénnen, wie die natirlichen Xanthine. Somit wurde das Xanthin-Grundgeriist als
Ausgangspunkt fir die EPR-Sondendarstellung verwendet und jeweils EPR-aktive Derivate aus
den Xanthinen: Coffein, Theophylin, Theobromin dargestellt.

Fiir Coffein wurde analog zu 8-BC die Position 8 Verknipfungspunkt als gewahlt, bei
Theophylin die Position 7 im Xanthin-Grundgerist. Fir Theobromin wurde die Position 1
gewdhlt, da dieses Stickstoffatom ausreichend acide ist, um an dieser Stelle Reaktionen zu
ermoglichen. Somit ergeben sich zwei Derivate mit verdanderten Imidazolgruppen und ein
Derivat mit unveranderter Imidazolgruppe im Gegensatz zum natlrlich vorkommenden
Xanthin. Fir die Darstellung der Sonden war ein Spacer zwischen EPR-Sonde und Xanthin-
Grundkorper notwendig. Zwar kann es durch den gréBeren Abstand zwischen beiden
Molekiilteilen es zu einer Verschlechterung der Analyse kommen, (Rotationsdynamik wird
durch die variable Kohlenstoffkette verandert bzw. kann die mogliche Bindung des Xanthin-
Geristes nicht weitergeben). Jedoch war dieser Schritt notwendig, i) da nur Kohlenstoff
basierte Substituten als pharmakologische aktiv deklariert wurden,*3%6 Heteroatome des
TEMPO wiirden zu einer deutlichen Veranderung der Hydrathiille um das gesamt Molekiil
beitragen und konnten damit die Affinitat verandern. Jedoch bedeutender ist ii), das TEMPO
bzw. die hier verwendeten Carboxy-TEMPO und Hydroxyl-Tempo (TEMPOL), bei den firr die

Kopplung an das Xanthingeristes notwendigen Temperaturen in polaren Losungsmittel nicht
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stabil sind. Flr die Planung musste dabei beachtet werden, welche Reaktionsschritte hohe
thermische Aktivierung bendétigen und welche Reaktanden temperaturempfindlich sein
kdnnten. So sind beispielsweise fiir Reaktionen am Xanthingeriist hohe Temperaturen von
Vorteil, um die Reaktionszeit zu verkiirzen und ungewollte Nebenreaktionen zu
unterdriicken.’® Die zuvor betrachteten Xanthinderivate sind dabei in einem
Temperaturbereich bis 200 °C problemlos stabil. Als Referenz konnen dazu die Schmelzpunkte
betrachtet werden: 8-Bromocoffein schmilzt bei 209 °C,*>° Theophylin bei 275 °C'*® und
Theobromin bei 345 °C 161, ohne dass eine Zersetzung eintritt. Um die Spin-Label nur milden
Temperaturen auszusetzen, wurden daher im ersten Schritt die Xanthinderivate bei den
bendtigten Reaktionsbedingungen alkyliert und im zweiten Schritt die Spin Label bei milden
Bedingungen mit den Alkylketten gebunden. Die verwenden Reaktionssettings und
theoretischen Uberlegungen wurden durch Vortests bestatigt: die Radikalaktivitidt war in den
Vortests durch die Kombination aus Temperatur und Co-Reagenzien auf einen nicht
messbaren Wert gesunken, auch eine Reaktivierung war nicht mehr erfolgreich.
Somit wurde, wie oben beschrieben, die Synthese als eine zwei stufige Synthese fir die

Darstellung der EPR aktiven Xanthin Sonde zusammengesetzt.

In Stufe 1 erfolgte die Kopplung des Spacers liber eine nukleophile Substitution an das

Xanthin-Grundgerust.

In Stufe 2 erfolgte die Darstellung/Kupplung der TEMPO Derivate Uber eine Steglich-

Veresterung bzw. eine Williamson-Ether Synthese.

Stufe 1: Kopplung des Spacer an das Xanthin-Grundgeriist

Fiur die coffeinbasierte Sonde, wurde als Edukt das 8-Bromcoffein verwendet, da Brom bzw.

das Bromid eine gute Abgangsgruppe ist (pKs = - 9).162163 Dje Kupplung erfolgt mit einem
Amino-Ethanol bzw. Amino-Propanol in einem polaren Losungsmittel. Da Amine unter den
gewdhlten Bedingungen eine deutliche héhere Affinitat zur Substitution am Brom-Derivat
haben als der Alkohol ist eine Dimerisierung oder andere Nebenprodukte/Nebenreaktionen

vernachladssigbar.
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Abbildung 41 Mechanismus der Aminierung des 8-Bromcoffeins (1) durch einen Aminoalkohol (2), mit dem anionischen

Zwischenprodukt (3), einem Bromid-lon als Abgangsgruppe (4) und (5) den Produkten (RYR-1,RYR-2)

Fir das Theophylinderivat wurde ein Brom-Ethanol verwendet, hier erfolgt die nukleophile

Substitution des Bromethanols durch das Stickstoffatom in Position 7 des Xanthin Kérpers. Da
das Bromid-lon durch seine GréRe (und im Verhaltnis dazu geringen Ladung) zu den weichen
lonen'®* zihlt, sind besonders polare aprotische Losungsmittel geeignet, um es zu stabilisieren

und damit seine Abgangstendenz zu erhdhen.%°
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Abbildung 42 Mechanismus der Aminierung des Bromethanol durch das Theophylin mit dem anionischen Zwischenprodukt,
einem Bromid-lon als Abgangsgruppe und dem Produkt RYR-3

Fiir beide oben genannten Substitutionsreaktionen waren polare bzw. protische polare
Losungsmittel und Temperaturen von 120-140 °C notwendig. Im Falle von 8-Bromcoffein (8-

BC) kam es durch die Kopplung zur Darstellung einer Guanidin-Gruppe, welche als starke Base

bekannt ist und nur Giber eine hohe energetische Einwirkung aufgespalten werden kann.

Fiir Theobromin-Derivat: konnte nicht der gleiche Weg wie bei Theophylin gefahren werden,

da der Stickstoff an Position 1 durch die benachbarten elektronenziehenden Carbonyl-
Gruppen so deaktiviert war, dass die Reaktion mit Brom-Ethanol nicht erfolgreich verlief. Die
Abanderung der Reaktionsbedingungen zwang eine Neubewertung des Spacers und des
Tempo-Derivates. Mittels Verwendung von 1-Brom-2-Chlorethan konnte nun Produkt in
hinreichender Menge darstellt werden. Die Verwendung eines heterogene
Doppelhalogendialkans erlaubt die selektive Kupplung bei Beibehaltung der hoéheren
Temperaturen und héheren Reaktionskonzentrationen, jedoch benétigt dieses ein striktes
Einhalten der weiteren Reaktionsbedingungen. Sodass das sekunddare Amin auf den a-

Kohlenstoff beginnt und das Bromid als bessere Abgangsgruppe diese Reaktion beférdert. Das
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weniger nukleophile Chlor verbleibt dann fir den zweiten Teilschritt der Synthese am Produkt.
Die Wahl auf ein heterogenes Doppelhalogenalkan ist darauf zurilick zu fiihren, dass die
Halogene einander einen Elektronen ziehenden Effekt ausliben, somit sind die
mittelstandigen Kohlenstoffatome nochmals starker partiell positiv, was deren Reaktivitat

erhoht.

Stufe 2: Kupplung der TEMPO-Derivate via Steglich Veresterung bzw. Williamson Ether
Synthese

Coffein / Theophylin - Derivate
Steglich-Veresterung

Die von Neises und Steglich!®® publizierte und als Steglich-Veresterung bekannt gewordene
Reaktion stellt eine schonende Form der Veresterung von Alkoholen und Carbonsauren dar.
Anders als die von Fischer®’ beschriebene Veresterung kommt die Steglich-Veresterung ohne
starke Sduren, insbesondere Mineralsduren und ohne hohe Temperaturen aus.62%8 Durch
die Verwendung von Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) als Carbonsdureaktivator und 4-
Dimethylaminopyridin (DMAP) als Hilfsbase konnen selbst empfindliche und sterisch

anspruchsvolle Veresterungen bei milden Temperaturen stattfinden.16%170

Hierbei bildet das DCC mit der Carbonsaure zunachst ein O-Acylisoharnstoff aus, dieser
reagiert mit dem DMAP zu einem N-N‘-Dicyclohexylharnstoffanion und einem N-
Acylpyridiniumion.'6%170 Dieser ist eine ,aktive Carbonsiure” und somit reaktiver als die
alleinige Carbonsaure . Somit kann der Alkohol leichter nukleophil angreifen. Das
tetraedrische Zwischenprodukt spaltet sich bei erfolgreicher Reaktion in eine N-
N’Dicyclohexylharnstoffanion und den gewiinschten Ester. DMAP tritt hier klassisch nach
Definition als Katalysator auf und steht fiir einen weiteren Zyklus zur Verfligung, das
entstandene Reaktionswasser kann unter Bildung eines N-N‘-Dicyclohexylharnstoffes vom
DCC aufgenommen werden. Ubliche Lésungsmittel fir die beschriebene Reaktion sind

aprotische, polare Losungsmittel wie z.B. DMF, THF.

Um Nebenproduktbildung und ein Abreagieren zu minimieren, wurde bei der Zugabe des DCC
(in DMF gelost), das Gemisch von DMF und Carbonsdure (Carboxy-TEMPQO) auf 0°C

heruntergekihlt. Nach vollstandiger Zugabe des geldsten DCC erfolgte das langsame
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erwdarmen auf Raumtemperatur und langsamen Zutropfens von in DMF gelosten Xanthin-
Derivaten. Nach ausreichender Reaktionszeit wurde die Reaktion nach bekannten Schemata

aufgearbeitet.
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Abbildung 43 Reaktionsschema einer Kopplung nach Steglich Reaktion von RYR-1 und Carboxy-TEMPO zum EPR-aktiven

Produkt, RYR-5; allgemeingefasste Steglich-Reaktion ist im Anhang zu finden.

Theobromin Derivat
Williamson-Ether Synthese

1851 beschrieb A. Williamson!’%172, die nach ihm benannte Reaktion eines Bromalkans mit
einem Alkoholat. In ,Uber die Theorie der Etherbild“ 17 berichtet er liber diese neuartige
Synthese, welcher er auf dem Weg zur Synthese neuer Alkohole entdeckte. Zuvor war es nur
moglich Ether, insbesondere symmetrische Ether Uber die Reaktion zweier Alkohole unter
Einbeziehung von konzentrierter Schwefelsdaure zu dehydratisieren. Die Williamson-Ether
Synthese gilt heute zu den meist verwendeten Etherdarstellungsmethoden unter
Laborbedingungen und besitzt, nach wie vor eine groRRe Relevanz. Der grundlegende
Mechanismus liegt einer Sn2-Reaktion zugrunde. Hierbei deprotoniert eine starke Base den
beteiligen Alkohol. Dieses Alkoholat greift folgend den partiell positiv geladenen Kohlenstoff
eines Halogenalkans an. Das Halogenid, haufig und hier verwendet, das Bromid-lon, verlasst
als beste Abgangsgruppe den Intermediatszustand, wodurch ein Ether entsteht.’>174 Fir
Ethersynthesen dieser Art bietet sich oft der Edukt-Alkohol als Losungsmittel an. Alternativ
kann die Reaktion in einem aprotischen, polaren Ldsungsmittel, wie DMF oder DMSO

durchgefiihrt werden.
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Abbildung 44 Mechanismus der Williamson-Ethersynthese mit dem angreifenden Alkoholat-lon (1), dem Halogenalkan
(RYR-4) (2), dem Chlorid-lon (3), als Abgangsgruppe und dem Ether (4) als Produkt, RYR-8

Ublicherweise erfolgt (iber eine starke Base (Alkalimetallen, Alkalimetallhydride,
Alkalimetallbasen) die Bildung des Alkoholats mit dem Alkohol als Losungsmittel, dem wird
tropfenweise das Halogenalkan dazugegeben und unter trocknen Bedingungen sowie

Ublicherweise inerter Atmosphare, unter Rickfluss gekocht.

Da Hydroxyl-TEMPO (TEMPOL) als bei Raumtemperatur in fester Form ist, kann es fir die
folgenden Reaktionen nicht als Losungsmittel verwendet werden, somit ist ein weiteres
Loésungsmittel notwendig z.B.: DMF. So wurde die folgenden Synthesen nach dem Schema von
Losen des TEMPOL und der Zugabe von Natriumhydrid als starke Base unter Einhaltung der
Temperatur das Halogen-Xanthin-Derivat ebenfalls ins DMF geldst hinzugegeben.’® Nach
einer ausreichenden Reaktionszeit wurden die Reaktionen nach bekanntem Schema

aufgearbeitet.

4.2.2. praparativer Abschnitt

Die detaillierten Syntheseschritte werden im Anhang beschrieben. Dort befindet sich ebenfalls

die dazugehorige Syntheseanalytik.(siehe Anhang Kapitel 8.2.)

Aus der praparativen Synthese ergeben sich vier, EPR-aktive Xanthin Derivate. RYR,5, RYR-6,
RYR-7, RYR-8. Diese sind in der folgenden Tabelle und Abbildung gezeigt.
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Tabelle 5 Abkiirzung, IUPAC Bezeichnung der synthesierten EPR aktiven RyR-Liganden

Abkiirzung  IUPAC EPR-Aktive Xanthin-
Sonde Derivat
RYR-5 2-((1,3,7-trimethyl-2,6-dioxo-2,3,6,7- Carboxy- Coffein
tetrahydro-1H-purin-8yl)amino)ethyl- TEMPO

2,2,6,6-tetra-methylpiperidine-1-oxyl-4-
carboxylate;

RYR-6 2-((1,3,7-trimethyl-2,6-dioxo-2,3,6,7- Carboxy- Coffein
tetrahydro-1H-purin-8yl)amino)propyl- TEMPO
2,2,6,6-tetra-methylpiperidine-1-oxyl-4-
carboxylate

RYR-7 3-((1,3,7-trimethyl-2,6-dioxo-2,3,6,7- Carboxy- Theophylin
tetrahydro-1H-purin-8-yl)Jamino)proypl- TEMPO
2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl-4-
carboxylate

RYR-8 1-(3-((2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl- | Hydroxyl- | Theobromin
4-yl)oxy)propyl)-3,7-dimethyl-3,7-dihydro- | TEMPO
1H-purine-2,6dione

RYR-5 RYR-6
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Abbildung 45 EPR aktive Xanthinderivate: A 2-((1,3,7-trimethyl-2,6-dioxo-2,3,6,7-tetrahydro-1H-purin-8yl)amino)ethyl-
2,2,6,6-tetra-methylpiperidine-1-oxyl-4-carboxylate; RYR-5; B 2-((1,3,7-trimethyl-2,6-dioxo-2,3,6,7-tetrahydro-1H-purin-
8yl)amino)propyl-2,2,6,6-tetra-methylpiperidine-1-oxyl-4-carboxylate; RYR-6; C 3-((1,3,7-trimethyl-2,6-dioxo-2,3,6,7-

tetrahydro-1H-purin-8-yl)Jamino)proypl-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl-4-carboxylate; RYR-7; D 1-(3-((2,2,6,6-
tetramethylpiperidin-1-oxyl-4-yl)oxy)propyl)-3,7-dimethyl-3,7-dihydro-1H-purine-2,6dione RYR-8
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4.3. EPR Analytik der EPR aktiven Xanthin Derivate

Nach erfolgreicher Synthese und Syntheseanalytik der EPR aktiven Xanthin-Derivate,
behandelt der folgende Abschnitt die Charakterisierung der Derivate mittels cwEPR-
Spektroskopie. Um die relevanten Parameter fiir folgende Proteinanalytik auszuloten und die

notigen cwEPR X-Band / Q-Band Simulation durchzufiihren.

In verschiedenen Publikationen!’>'7® ist bereits dokumentiert, dass die Rotationsdynamik
eines Systems mit steigender Viskositat abnimmt. Dies ist das Ergebnis der eingeschrankten
Bewegungsfreiheit der Molekdle, die sich durch eine zunehmende Raumbelegung oder durch
die Interaktion mit anderen viskositatserhohenden Molekiilen ergibt. Im Gegensatz zu
Polymeren, die ihr Losungsmittel innerhalb ihrer Struktur aufnehmen oder an sich binden, was
zu einer erhohten Viskositat flihrt, ist das niedermolekulare Glycerol dafiir bekannt, dass es in
wassrigen Medien ein ,trages Netzwerk” durch H-Briickenbildung mit Wasser und anderen
Glycerolmolekiilen bilden.1””:178 Diese Eigenschaft des Glycerols wird in der EPR-Spektroskopie
gerne genutzt, um die Rotationsdynamik neuer oder innovative EPR-Sonden zu untersuchen.
Die meisten Sonden zeigen bei hohen Rotationsgeschwindigkeiten isotrope Rotationen,
jedoch differenzieren sich die Eigenschaften der Sonden mit zunehmender
Rotationsverlangsamung. Das Hinzufligen von Glycerol stellt hierbei eine effektive und
reproduzierbare Methode dar, die zur Roationsverlangsamung durch Viskositatserh6hung
fihrt. Im Folgenden wird dargestellt, wie sich die Rotationsdynamik der Xanthin-Derivate im
Vergleich zu den Edukt-EPR-Sonden mit steigendem Glycerolanteil verandert.

Des Weiteren geben die durchgefiihrten Messungen Aufschluss darliber, welchen Einfluss
eine Erweiterung des Spacers oder Veranderungen der Verknlpfungsposition am

Grundkdrper des Xanthins auf Rotationsverschiebungen haben kénnen.

4.3.1. Senkung der Rotationskorrelationszeit (z.) bei Zugabe von Glycerol

Wie erwartet, zeigt sich durch Erhéhung der Glycerolkonzentration eine Verlangsamung der
Rotation der EPR-Sonden. Die Unterschiede manifestieren sich in der Stdarke dieser
Verlangsamung sowie in einer interessanten Erscheinung bei einer Sonde, dem Auftreten
einer zweiten Rotationsspezies, wie es z.B. in Abbildung 46 zu sehen ist.

Zunachst zeigen die EPR Sonden TEMPOL und Carboxy-TEMPO nur einen moderaten Einfluss

der Glycerols auf deren Rotationsdynamik, welches sich in einem 7. von 17,9 ps bei 0% zu
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122,8 ps bei 60% bzw. bei Carboxy-TEMPO von 24,7 ps auf 182,71 ps wiederspiegelt. Die
Sonden sind sehr kompakt und haben somit die Moglichkeit bei den engen
Packungsverhaltnissen bei 60% Glycerolanteil sich ausreichend frei in alle Raumrichtungen zu
bewegen.

Die Abbildung 46 und Tabelle 6 zeigt die Rotationskorrelationszeiten 7, in Abhdngigkeit des
Glycerolanteils der EPR aktiven Xanthin-Derivate. Hier ist im Verlauf erkennbar, dass die durch
die hohere Glycerolkonzentration bewirkte erhohte Viskositat, die die Rotationsdynamik der
Sonden verlangsamt. Des Weiteren ist zu sehen, dass diese Beeinflussung je nach Sonde
unterschiedlich ausgepragt ist. RYR-8 Theobromin an TEMPOL rotiert deutlich schneller als die
Theophylin- bzw. Coffein-Derivate, dennoch zeigt es eine Verlangsamung der Rotation durch
das Glycerol um der Faktor 12,5 (RYR-8 X-Band; 0% Glycerol 45,24 ps; 60% Glycerol 565,5 ps).
RYR-8 ist nicht nur groRer als TEMPOL, es besitzt am Xanthin-Grundkorper einige heterogene
Atome, welche als Wasserstoffbriickenbindung (HBB) Donoren bzw. Akzeptoren am HBB
Netzwerk des Wasser-Glycerol-Netzwerkes'’”178 teilnehmen kénnen.

Ein dhnliches Bild zeigt sich bei den auf Coffein basierenden Sonden RYR-5 und RYR-6. Der
Einfluss ist hier ebenfalls deutlicher zu erkennen, als bei der reinen Sonde (Carboxy-TEMPO).
Diese Eigenschaft kann dhnlich wie bei RYR-8 der Molekiilgr6Re und dem -aufbau als auch den
Heteroatomen im Molekdilgeriist zugeschrieben werden. Insgesamt ist jedoch die Rotation um
den Faktor 5,48 gehemmt. (RYR-5 X-Band, 0% Glycerol 130,63 ps; 60% Glycerol 715,90 ps).
Dies ist eine bedeutendere starkere Hemmung der Rotation als bei RYR-8 (0% Glycerol 562
ps). Ein Grund daflir kdnnte die Rotationseinschrankung der Esterbindung sein bzw. die
Tatsache, dass die Carbonyl-Gruppe im Ester selbst als HBB-Donor aktiv sein kann. Somit ware
diese Wechselwirkung deutlich naher an der Nitroxid-Gruppe als sie es bei der
Etherverbindung RYR-8 wire.

Das Theophylin-Derivat RYR-7 zeigt hier eine Besonderheit. Fir die Simulation des RYR-7
mussten zwei spektrale Komponenten genutzt werden, daraus kann geschlossen werden, dass
sich die Sonde in zwei Rotationsspezies befindet. Diese Trennung in zwei spektrale Spezies
erfolgt, wenn die einzelnen Sondenspezies unterschiedliche Umgebungen vorfinden und
detektieren. Hierbei kdnnen charakteristische EPR-Spektroskopische Parameter wie z.B. A-
Tensor, die Linienbreite, D-Tensor, Eulerwinkel oder Heisenberg-Effekt differenziert sein. In
dem hier vorliegenden Fall liegt die Differenz in den D-Tensoren und der Adaption der

Linienbreite, somit in dem Rotationmodus der Sonden, vor. Das bedeutet, dass die einzelnen
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Spezies eine ahnlich polare Umgebung vorfinden, die sich jedoch deutlich in ihrer Fluiditat
unterscheidet. Wie aus anderen Studien’”'’® bekannt, bilden Wasser/Glycerol-Gemische
Cluster-Systeme aus. Diese Cluster unterscheiden sich in der Konzentration von Wasser und
Glycerol im jeweiligen Bereich. Die Wassercluster kénnen als geordnete Strukturen, welche
fast ausschlieRlich aus Wassermolekiilen bestehen, bezeichnet werden. Die Glycerolcluster
bilden ebenfalls Strukturen mit hoher Konzentration an Glycerol aus, die Giber dem generellen
Mischungsverhaltnis liegen. Zudem liegt eine dritte Komponente von amorphen Gebieten vor,
in der Wasser und Glycerol durchmischt sind. Das RYR-7 detektiert fiir diese Gebiete jeweils
eine dhnliche Hydrophilie bzw. HBB-Struktur, jedoch je nach Gebietet eine unterschiedliche
Viskositat.

Dies zeigt die Abbildung 46, im X-Band steigt die Rotationskorrelationszeit der zweiten
spektralen Komponente (langsamen Komponente) Uberproportional an (241,29 ps 0%,
1568,39 ps bei 60%), wahrend die erste spektrale Komponente (schnelle Komponente) von
116,18 ps bei 0% auf 241,29 ps bei 60% nur moderat ansteigt. Ahnliches zeigt sich im Q Band,
hier kommt es jedoch erst im Bereich von 20% zu 40% Glycerolanteil zu einer Aufspaltung der
spektralen Komponenten. Das Q-Band Spektrometer reagiert durch die hohere Messfrequenz
(34 GHz) auf schnellere Regime empfindlicher, somit werden die schnellen Rotationen
deutlicher angezeigt als die langsameren. Da jedoch im X-Band von 20% zu 40% ein deutlicher
Sprung der zweiten Komponente von 7. 313,67 ps zu 1045,6 ps verzeichnet werden kann, lasst
dies die Vermutung zu, dass sich erst ab einer Konzentration von tGber 20% Glycerolanteil
grof¥flachige Glycerol-Cluster ausbilden, die hinreichende Konzentration der EPR-Sonde
enthalten um eine Signalveranderung zu bewirken.

RYR-7 ist offensichtlich als einzige Sonde in der Lage diese Cluster durch Speziestrennung zu
detektieren. RYR-5, RYR-6, RYR-8 verblieben hingegen vollstindig im spektralen
Einkomponentensystem, welches als Querschnitt der gesamten Probenumgebung angesehen
werden kann.

RYR-7 ist ahnlich den RYR-5, RYR-6, mit einem Ethyl-Spacer und dem Carboxy-TEMPO
aufgebaut, der Spacer sitzt an Position 7 der Xanthin-Korpers. Wodurch die Imidazol Gruppe
zwar alkyliert wurde, jedoch das Ringsystem in Takt geblieben ist. Somit bleibt eine gewisse
Basizitat des Stickstoffs an Position 9 erhalten. Dieser kann am HBB-Netzwerk teilnehmen, das
aus der Reaktion entstandene Guanidin des RYR-5, RYR-6 ist trotz seiner Position im Molekdl

weiterhin als starke Base zu deklarieren. In Wasser wéare somit die Bildung einer grof3en
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Hydrathiille, in welcher das gesamte Molekil nun eingehiillt ist, durchaus denkbar. Diese Hiille
bewirkt, dass die Sonde ggf. unempfindlicher gegeniber den Einfliissen der Losungsmittel-
Cluster ist.

Insgesamt lasst sich zusammenfassen, dass die Sonden auf die Zugabe von Glycerol jeweils mit

einer Rotationsverlangsamung oder, wie spater ausgefiihrt, durch die Verdanderung des

Rotationsmodus reagieren.
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Abbildung 46 Plots der tau. — Korrelationszeit tau c gegen Glycerol Konzentration. A X band; Carboxy-Tempo und Xanthin-

Sonden mit Carboxy-Tempo Spinlabel; B X-Band TEMPOL und Xanthin-Sonde mit TEMPOL-Spinlabel; C Q band; Carboxy-

Tempo und Xanthin-Sonden mit Carboxy-T

Tabelle 6 spektraler Anteil RYR-7 in X und Q Band

Glycerolanteil Tc

Schnelle, 1,16E-10 2,41E-10
1. Komponente 10 10

Langsamere 33,3 | 2,41E-10 | 45,5 | 3,13E- 63,4 | 1,0E-9 75 1,56E-9
2. Komponente 10
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4.3.2. Einfluss der Spacerlange auf die Rotationsdynamik

In diversen Affinitatsmessungen zwischen EPR-Sonden und Proteinen wurde deutlich, dass
bereits ein Unterschied in der Kettenlange von einem Kohlenstoffatom ausreichen kann, um
die Akzeptanz des Proteins gegeniiber dem Liganden zu beeinflussen.???1’° Vor diesem
Hintergrund und der Uberlegung, dass die Variation der Spacerldnge auch einen Einfluss auf
die Eigenrotation des Liganden haben kdnnte, wurden fir die Untersuchungen am RYR-Kanal
zwei Varianten des EPR-Coffein-Derivats einbezogen. Zum einen eine Variante mit einem
Ethyl-Spacer zwischen Position 8 des Xanthingrundgeriists und dem Carboxy-Tempo. Zum
anderen eine Variante mit einem Propyl-Spacer zwischen Xanthingrundgerist und Carboxy-
TEMPO.

Wie in den Grafiken (Abbildung 46) zu sehen ist, sind die beiden Coffein-Derivate sehr dhnlich,
was durch die durchgefiihrten Simulationen (Matlab, EasySpin) untermauert wurde (siehe
Anhang). Fiir die Sonden konnte nahezu der gleiche Parametersatz verwendet werden, wie im
Anhang detailliert aufgefiihrt. An dieser Stelle soll jedoch der Fokus auf den D-Tensoren liegen.
Diese sind im Parametersatz gleich oder dhnlich, weisen jedoch geringfligige Unterschiede in
ihrer Rotationskorrelationszeit von 7, auf (siehe Tabelle 7).

Es lasst sich keine sichere Ableitung ziehen, dass RYR-5 (Ethyl-Spacer) moglicherweise
schneller rotiert als RYR-6 (Propyl-Spacer). Es zeigt sich auch, dass die Molekiile um die D~
Achse am schnellsten rotieren. Die z-Achse, die durch die N-O-Linie verlduft, ist eine
theoretische Achse (d-Frame), die mithilfe der Euler-Hilfswinkel in das reale System (g-Frame)
Uberfihrt werden muss. Die Simulationen mit Carboxy-Tempo hatten die Euler-Tensoren [0
50 0], wodurch die NO-Achse um 50° um die y-Achse gekippt wurde, wie es in Abbildung 47
dargestellt. Der Rotationskegel zeigt, dass das Tempo-Derivat hier die grof3te Rotationsfreiheit

besitzt und sich somit am schnellsten um seine Achse drehen kann.

Somit lasst sich die Schlussfolgerung ziehen, dass die Sonden als dquivalent betrachtet werden
konnen und eine Veranderung der Spacerlange kaum Auswirkungen auf die Messergebnisse
hat. Dies schlieBt jedoch nicht aus, dass bei weiterflihrenden Protein-EPR-Sonden-Messungen
die Spacerlange einen Einfluss auf die Akzeptanz der Sonde durch das Protein haben kdénnte

oder es zu Veranderungen in der Bindungsaffinitat kommen kénnte.
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Abbildung 47 Links: schematische Darstellung der Rotationsfreiheiten an der Estergruppe von RYR-5; Rechts: schematische
Darstellung des spektralen (d-Frame) zum reellen System (g-Frame) Gber die Eulerhilfswinkel, dargestellt von xyz (d-Frame)

in ABC (g-Frame)180

Tabelle 7 D Tensoren von Carboxy-TEMPO und den Carboxy-TEMPO Derivaten RYR-5, 32,42. jeweils in realen Verhaltnis und

im relativen Verhaltnis

reales Verhaltnis relatives Verhaltnis B-
Eulerwinkel
B Dyy Dz Do Dy Dz
RYR-5 0% Gly.
X Band 7,50E8 | 7,50E8 | 3,68E9 1 1 4,9 50°
Q Band 7,12E8 | 7,12E8 | 3,42E9 1 1 4,8 50°
RYR-6 0% Gly.
X Band 7,20E8 | 7,20E8 | 3,52E9 1 1 4,9 50°
Q Band 7,87E8 | 7,87E8 | 3,78E9 1 1 4,8 50°
RYR-7 0% Gly.
X-Band 2,7E8 | 2,7E9 4,05E9 1 10 15 50°
1. Komp.
X-Band 1,38 | 1,3E9 1,95E9 1 10 15 50°
2. Komp.
Q-Band, 3E8 3E9 7,5E9 1 10 25 50°
< 20% Gly.
Q-Band, 4,8E7 | 4,8E7 7,8E9 1 1 162,5 50°
> 40% Gly.
1. Komp.
Q-Band, 4,2E7 | 4,2E7 1,35E9 1 1 32,1 50°
> 40% Gly.
2. Komp.
Carboxy-TEMPO
X Band 4,4E9 | 8,1E9 8,5E9 1 1,8 1,9 50°
Q Band 3,389 | 1,2E10 | 3,3E9 1 3,6 1 50°
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4.3.3. Einfluss der Spacerposition auf die Rotationsdynamik

Tatsachlich kann nicht nur die Lange des Spacers, sondern auch der Anknipfungspunkt an das
Grundgerist einen entscheidenden Einfluss auf die Rotationen und die Wechselwirkungen mit
der Umgebung haben, folglich auch einen Einfluss auf eine spatere Protein-Ligand-Interaktion.
Dies wird besonders deutlich beim Vergleich von RYR-7 und RYR-5. Beide weisen einen Ethyl-
Spacer auf, jedoch erfolgt die Verknlipfung mit dem Xanthin-Gerist an unterschiedlichen
Positionen. Diese Variation stellt eine zusatzliche variable EinflussgroRe dar. Wahrend das
RYR-5, Coffein-Derivat, (Substitution an Position 8) eine rhombische Rotation aufweist, (Dxx =
Dyy < Dzz), zeigt das RYR-7, Theophylinderivat (Substitution an Position 7), eine anisotrope
Struktur dxx # Dyy # Dzz, wie es in Tabelle 7 zu sehen ist. Somit kann man postulieren, dass
der Anknipfungspunkt an Position 7 im RYR-7 zu einem Taumeln des Molekiils filhren kdnnte,
welches sich in dieser anisotropen Rotation widerspiegelt.
Im Theobromin-Derivat, dem RYR-8 liegt der Anknipfungspunkt an Position 1 und somit am
Purin- statt am Imidazolbereich des Xanthin-Grundgeristes. Die Rotation liegt hier im
rhombischen System, hier ist jedoch die Dxx-Achse als schnellste Achse zu betrachten, dies
liegt am verwendeten TEMPOL, welches im Gegensatz zum Carboxy-TEMPO und der daraus
resultierenden Esterverbindung nicht um 50° gekippt ist, sondern auch am nicht verwendeten
Euler Hilfswinkel. Sowohl Carboxy-TEMPO, als auch RYR-5, RYR-6, RYR-7 sind mit je einem B-
Eulerwinkel von 50° simuliert worden. Dies entspricht einem Kippen der NO-Achse liber y um

50°.
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4.3.4. Einfluss der EPR-Sonde auf die Rotationsdynamik

Der dritte variable Parameter in dieser Betrachtungsserie ist die verwendet EPR Sonde an sich.
Wahrend fur RYR-5, RYR-6, und RYR-7 jeweils Carboxy-TEMPO verwendet worden ist, wurde
flr RYR-8 aus synthetischen Griinden TEMPOL genutzt. Sowohl beim reinen Carboxy-TEMPO,
als auch bei den daraus synthetisierten Derivaten ist jeweils die Dzz-Achse die am schnellsten
rotierende Achse. Zudem musste ein B-Euler von 50° beriicksichtigt werden. Es kommt somit
durch das Vorhandensein des Xanthins am Carboxy-TEMPO nicht zu einer grundlegenden
Veranderung des Rotationsmodus. Ob dies am Spacer oder an der erh6hten Rotationsfreiheit
der Esterbindung liegt ist hier nicht zu erkennen.

Wie Lajzerowicz-Bonnetau®! beschrieb, kann sich bei Nitroxidsonden in Abhangigkeit ihrer
Molekulpartner ihr Rotationsmodus dndern. Bei TEMPOL und dessen Derivat (RYR-8) ist dies
hier geschehen, hier kippt die schnellste Achse und entsprechend der B-Eulerwinkel.

Fir eine mogliche Erklarung muss man die Konformationstheorie des Cyclohexanrings zur
Hilfe nehmen. Bereits Hunold® setzten die Grenzkonformation der EPR-Radikale in
Zusammenhang mit ihrem Rotationmodus. TEMPO in Wasser bevorzugt die
Sesselkonformation, TEMPONE die Twist-Ring Konformation. Das hier verwendete TEMPOL ist
durch seine Kohlenstoffhybridisierung dem TEMPO ahnlicher als dem TEMPONE mit dessen
Carbonyl-Gruppe. Da fir TEMPO in Wasser und TEMPOL in Wasser ein typischer beta-
Eulerwinkel von 50° bei schnellster Rotation um Dzz-Achse angenommen wird,'8% kann daher
vermutet werden, dass das TEMPOL ebenfalls die Sesselkonformation bevorzugt. Diese
Praferenz konnte daher rihren, dass die Methylgruppen an Position 3 und 5 somit

voneinander wegzeigen. Ebenso bietet diese Konformation der Alkoholgruppe, sowie der

Nitroxidgruppe den meisten Platz.

Abbildung 48 Strukturformel in der bevorzugten Ringkonformation von TEMPO (links); TEMPONE (mitte) und TEMPOL

(rechts) Struktur gemaR den X-Ray Daten von Hunold?
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Abbildung 49 grafische Darstellung

des energetischen Minimums des
RyR45, Berechnung Chem3D,
TEMPOL-K6rper in verzerrter

Wannenkonformation

Im Gegensatz dazu ist im Theobromin-Derivat RYR-8 das TEMPOL
Uber eine Etherbindung an den Spacer und das Xanthin-
Grundgerust gebunden. Dadurch ist es den
Wechselwirkungskraften, z.B. des Xanthins zuganglich. Hier ist
insbesondere die Roationseinschrankung durch die Etherbindung
sowie die Raumbeanspruchung bzw. elektrostatische
Wechselwirkung dieses Teilmolekiils zu beachten (Abbildung 49).
Die TEMPOL-Gruppe ist nicht mehr in der zuvor beschriebenen
Sesselkonformation, sondern in einer eher verzerrten
Wannenkonformation.

Dadurch sind nun die NO-Achse der Nitroxidgruppe und die
Alkoholgruppe nicht mehr wie bei Sesselkonformation typisch
parallel zu einander, (samt typischen B-Eulerwinkel 50°).
Stattdessen drangt sich die Nitroxidgruppe in selbige Richtung,
vom Xanthin-Grundkérper abwendent, um ausreichend
Raumfreiheit zu erlangen.

Die EPR-spektroskopischen Daten zeigen diese verzerrte

Wannenkonformation durch die Verschiebung des

Rotationsmodus. Das Derivat RYR-8 hat in den Simulationen die schnellste Achse auf der Dxx-

Achse bei einer Eulerkomposition von [0 0 0]. Das bedeutet, dass der d-Frame und der g-Frame

Ubereinanderliegen. Ebenso bedeutet dies, dass das Molekil entlang der NO-Achse am

schnellsten rotiert. Da nun die Nitroxid- und Alkohol-Gruppe auf einer Rotationsachse liegen

und die Methylgruppe einen groReren Abstand zum Xanthin-Gerist haben, kann das TEMPOL-

Molekil um die Etherbindung rotieren, wie im cwEPR als (iber Dxx bei einem B-Euler Winkel

von 0° verdeutlicht wird.
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Tabelle 8 D-Tensoren von TEMPOL und dem TEMPOL-Derivat RYR-8. im realen Verhaltnis und im relativen Verhaltnis

Reales Verhaltnis Relatives Verhaltnis B- Euler

Dixx Dyy

RYR-8 0% Gly.
X Band B 2,5E9 2,5E9 1 [031 0,31 0
oN:E1 N 5,85E9 1,17€10 |1,17E10 |1 |2 2 50

TEMPOL

ERRE 6,54E9 1,8E9 1,8E9 1 0,27 0,27 0
OR:EN SEO 8E9 2,5E10 1 1 3,125 50

4.4. Zusammenfassung/Ausblicke

Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurden vier neuartige, EPR-aktive Xanthin-Derivate erfolgreich
synthetisiert und charakterisiert, mit dem Ziel, langfristig die Bindung und Aktivitdit am
Ryanodinrezeptor (RyR) mittels EPR-Spektroskopie untersuchen zu kdnnen. Die Derivate
basieren auf Coffein, Theophylin und Theobromin und wurden gezielt an verschiedenen
Positionen funktionalisiert, um unterschiedliche Spacerlangen, -positionen und EPR-Sonden
(Carboxy-TEMPO, TEMPOL) zu integrieren. Aufgrund der Komplexitat und Verfligbarkeit des
RyR-Kanals konnte eine direkte Affinitatsmessung noch nicht realisiert werden. Dennoch
liefern die Ergebnisse der cwEPR-Messungen in Glycerol-Mischungen wichtige Informationen
Uber die Rotationsdynamik der Sonden in viskosen Medien und erlauben Riickschliisse auf

strukturelle und Rotations-Eigenschaften dieser.

Insbesondere zeigte das Theophylin-Derivat RYR-7 zwei spektrale Komponenten in den EPR-
Spektren, was auf eine unterschiedliche Wechselwirkung mit Losungsmittelclustern schlieBen
lasst. Auch der Einfluss der Spacerlange sowie der Position des Spinlabels auf die
Rotationscharakteristika konnte klar differenziert werden. Die erarbeiteten Xanthin-Derivate
bilden charakterisierte Grundlage fir weiterfilhrende EPR-Affinitatsstudien am RyR-Kanal.
Kinftige Arbeiten sollten sich auf die funktionelle Replikation des RyR-Proteins in geeigneten
Membransystemen konzentrieren, um spezifische Protein-Ligand-Wechselwirkungen
untersuchen zu kénnen. Parallel dazu kdnnten molekulardynamische Simulationen oder
Docking-Studien helfen, die exakte Bindungsstelle und Konformation der Sonden zu

modellieren. Aufgrund der vielseitigen Affinitdt von Xanthinen zu weiteren physiologisch
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relevanten Zielstrukturen — wie Adenosinrezeptoren, HERG-Kandlen oder zentralnervosen
Modulationszentren — ist zudem ein erweitertes Anwendungsspektrum dieser Sonden lber
den RyR hinaus denkbar. Damit kénnten die hier entwickelten Molekiile perspektivisch nicht
nur zur RyR-Forschung, sondern auch zur Charakterisierung anderer ionenkanal- oder

rezeptorvermittelter Prozesse beitragen.
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5. Analyse der nanodiscbildenden Polymere

5.1. Einfiihrung

In den letzten Jahren wurden bemerkenswerte Fortschritte bei der Entwicklung und dem
tieferen Verstindnis von Lipidmodellmembransystemen gemacht, die Alternativen zu
klassischen Liposomen darstellen. Polymergekapselte Nanodiscs, auch bekannt als native
Nanodiscs, Lipodisks oder Polymer/Lipid-Partikel, gelten als eines der vielversprechendsten
Systeme zur Untersuchung von Lipid/Lipid-, Lipid/Protein- und Protein/Protein-
Wechselwirkungen. Dies liegt vor allem an der geringen GrofRe dieser Nanodiscs und ihrer
Kompatibilitat mit vielen gdngigen biochemischen, funktionellen und strukturellen
Methoden.#7:48183,184 Fin weiterer Vorteil der Nanodisc-bildenden Polymere ist ihre Fahigkeit,
Lipide sowie Zielproteine direkt aus nativen Membranen zu l6sen. Die Verwendung dieser
Polymere ermoglicht es, Membranproteine ohne herkdmmliche Detergenzien, die labile
Proteine denaturieren kénnen, zu untersuchen.*”4857.183 Trotz ihrer weiten Verbreitung ist das
Verstandnis, zu den grundlegenden Prinzipien der Wechselwirkungen zwischen Polymeren
und kleinen oder mittelgroflen amphiphilen Molekiilen z. B. Lipide, nicht so tiefgehend
entwickelt wie ihre Anwendungsgebiete. Die kontinuierliche paramagnetische
Elektronenresonanzspektroskopie (cwEPR) ist eine leistungsfahige Technik, um solche
strukturellen, dynamischen und funktionellen Eigenschaften der Polymere auf molekularer
Ebene lokal zu analysieren.'®187 |n der vorliegenden Arbeit werden drei Arten von nanodisc-
bildenden Polymeren durch ihre nicht-kovalenten Wechselwirkungen mit EPR-aktiven
Nitroxidradikalen charakterisiert. Bei diesen amphiphilen Polymeren handelt es sich um ein
2:1 Styrol/Maleinsdure- Copolymer (SMA (2:1)), ein Diisobutylen/Maleinsaure- Copolymer
(DIBMA)*>188 ynd ein zwitterionisches Styrol/Maleinsdaureamid-Sulfobetain-Copolymer (SMA-
SB), das sich von SMA (2:1) ableitet. Die Strukturen und Eigenschaften der untersuchten
Polymere sind in Abbildung 50 und Tabelle 9 dargestellt. Die ausgewahlten Spinsonden sind in
Abbildung 52 aufgefiihrt. Diese variieren in ihrer chemischen Struktur und kénnen daher,
unterschiedliche nicht-kovalente  Wechselwirkungsmuster, = Mikropolarititen sowie

nanostrukturierte Bereiche erfassen. 21,58189-191

Im Folgenden werden die Wechselwirkungen zwischen den gezeigten Spinsonden (Abbildung

52) und drei Nanodisc-bildenden Polymeren (Abbildung 50 und Tabelle 9) mittels cwEPR-
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Spektroskopie bei X- und Q-Band-Frequenzen charakterisiert. Der EPR-basierte Blick auf die
Polymersysteme wird erganzt durch dynamische Lichtstreuung (DLS) und elektrophoretische
Lichtstreuungsexperimente (ELS). Durch die Kombination aller Ergebnisse kdnnen wir eine
nanoskopische Interpretation der vorherrschenden Interaktionsmuster in den Polymer-
Nanodisk-Systemen erhalten. Diese detaillierte Aufschlisselung der Interaktionsmuster kann
dazu beitragen, die Eigenschaften der Polymere fiir die Bildung von Lipid-Nanodiscs besser zu

verstehen und sogar zu optimieren.

A

SMA-SB ~ M DIBMA

Abbildung 50 Molekulare Strukturen der untersuchten nanodisc-bildenden Polymere A) SMA-SB und B) SMA mit x=2,2, m
= 8 sowie C) DIBMA mit n = 37. Die Farben markieren verschiedene mégliche Wechselwirkungsstellen wie folgt: rot,
ionische Wechselwirkungen; gelb, Wasserstoffbriickenbindungen und Dipol/Dipol-Wechselwirkungen; dunkelblau, /m-

Wechselwirkungen; hellblau, van-der-Waals-Wechselwirkungen
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Tabelle 9 Eigenschaften der untersuchten nanodiscformenden Polymere

Monomerverhaltnis Mn Hauptinteraktion
mit Nitroxidradikal
2,7 Coulomb, HBB,

(vollstandig konvertiertes Polymer) | Dipol, t /it

2,2:1 4,15 Coulomb, HBB,
Dipol, m /mt

1:1 8,4 Coulomb, HBB,
Dipol, van der
Waals

5.2. Dynamische Lichtstreuung

Vor der Charakterisierung der Polymere auf molekularer Ebene mittels EPR-Spektroskopie
wurde ihr Solvatationsverhalten mit Dynamischer Lichtstreuung (DLS) und kontinuierlich
Uberwachter Phasenanalyse-Lichtstreuung (cmPALS) untersucht, wobei letztere auf der
Technik der elektrophoretischen Lichtstreuung (ELS) beruht. Zunachst wurde die DLS aller
Polymere in Wasser in denselben Konzentrationen gemessen, wie in den spateren EPR
Experimenten. Die so ermittelten massengewichteten GroRenverteilungen sind in der
Abbildung 51A dargestellt. Die entsprechenden Autokorrelationsfunktionen befindet sich in
(Abbildung 140, Anhang). Wa&hrend SMA-SB  und DIBMA  eine steile
Intensitatskorrelationsfunktion aufweisen, was auf eine wunimodale und enge
GroRenverteilung hinweist, verhielt sich SMA anders. Flir SMA fanden wir zwei Populationen
unterhalb eines hydrodynamischen Radius von 10 nm. Im Gegensatz dazu wies SMA-SB nur
eine Population zwischen 1 und 10 nm auf und DIBMA aggregierte deutlich starker, was zu
einem hydrodynamischen Radius von =250 nm fiihrte. Wobei nur ein kleiner Teil des DIBMA
Aggregate mit einem Radius von weniger als 50 nm bildete. Fiir SMA-SB erschien daher eine
genauere Betrachtung seiner temperaturabhangigen Aggregation notwendig. SMA-SB ist ein
zwitterionisches sulfobetainhaltiges Polymer mit einer Ammonium- und einer Sulfonateinheit
in jedem Maleinsaureamidmonomer (Abbildung 50). Polymere dieser Struktur neigen bei
niedrigeren Temperaturen zur Phasentrennung, d. h. sie besitzen in Wasser haufig eine
kritische Ldsungstemperatur (UCST).1®21%3 Unterhalb dieser Temperatur kollabieren die
zwitterionischen Seitenketten von SMA-SB aufgrund intra- und intermolekularer
Kettenassoziation und verlieren so ihre Wasserldslichkeit. Dies fiihrt zu einer

makroskopischen Phasentrennung in Wasser, wodurch sich die
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Intensitatskorrelationsfunktion von SMA-SB stark zu langsameren Abklingzeiten verschiebt
(Abbildung 141) und die Transmission der Probe abnimmt (Abbildung 51B). Aufgrund der
starken Abnahme der Probentransmission mit abnehmender Temperatur korreliert die UCST
dieser Polymere mit einem makroskopisch beobachtbaren Triibbungspunkt.'®3 Aufgrund dieses
UCST-Verhaltens von SMA-SB wurden die Lichtstreuungsergebnisse von DIBMA und SMA bei
20 °C mit denen von SMA-SB bei 50 °C verglichen, d. h. bei einer Temperatur oberhalb des
Tribungspunktes. Fiir die spatere Anwendung dieses Polymere (SMA-SB) in Lipidpartikeln ist
ein rein wassriges System nicht geeignet. Die Solubilisierung von Lipiden wird Ublicherweise
bei hoher lonenstarke durchgefiihrt, um die Coulomb-Reibung zwischen anionischen Lipiden
und Polymeren zu verringern und so physiologischere Bedingungen nachzubilden.?”>” Daher
wurde die DLS der Polymere in salzhaltiger TRIS-gepufferter Losung gemessen, wie in
Abbildung 51A und Abbildung 140 dargestellt. Fir alle untersuchten Polymere in gepufferten
Losungen wurde eine unimodale GroRRenverteilung mit hydrodynamischen Radien unter 10
nm beobachtet. Es wurden keine temperaturabhdngigen Transmissionsmessungen fiir SMA-
SB in diesem System durchgefiihrt, da das zwitterionische Polymer keine Phasentrennung in
Gegenwart der verwendeten Salzkonzentrationen aufwies. DIBMA, SMA und SMA-SB wurden
im Anschluss mit elektrophoretischer Lichtstreuung untersucht, um Erkenntnisse Uber die
effektive Ladung in Form des {-Potenzials der Polymere in Losung zu gewinnen. Wahrend SMA
und DIBMA Maleinsaureinheiten enthalten, sind diese in SMA-SB vollstandig amidiert. Die
beobachteten {-Potenziale sind in Tabelle 10 zusammengefasst. Aus diesen Ergebnissen ist
ersichtlich, dass i) SMA und DIBMA wesentlich negativere {-Potenziale aufweisen als SMA-SB
und ii) eine hohere lonenstarke die GréRe des {-Potenzials der beiden anionischen Polymere
verringert. Die letztgenannte Beobachtung ist auf die Adsorption entgegengesetzt geladener
lonen an der geladenen Polymeroberflache sowie auf eine verstarkte Ladungsabschirmung
bei erhohter lonenstdrke zurlickzufiihren. Der Unterschied im ({-Potenzial zwischen den
beiden anionischen Polymeren ergibt sich hauptsachlich aus ihrer unterschiedlichen
PartikelgroRRe. DIBMA aggregiert in beiden Losungsmitteln im Vergleich zu SMA zu grofReren
Partikeln, was vermutlich zu einer starkeren Adsorption der Gegenionen fiihrt und damit ein
geringeres {-Potenzial zur Folge hat. Wahrend die GroRe des {-Potenzials von SMA und DIBMA
mit zunehmender lonenstarke abnimmt, wechselt das {- Potenzial von SMA-SB von positiv in
Wasser zu negativ in Salzpuffer. Das UCST von SMA-SB verschwindet jedoch bis zu einer

Salzkonzentration von 100 mM nicht vollsténdig.



Analyse der nanodiscbildenden Polymere

98

T T T T T T T T 00 - T R ETEEFEEETEEETEE
1.0 | N — | o
A A | Inwater B [
08 L [y |——sMA i i | )
Y |——DIBMA s L] ]
08| B SMA-SB @ 50 °C i ‘|
| .& In buffer 70l [ h
07 Vb |---- SMA E .
. Y- DIBMA 2 ol | ]
5 08 0 |---- SMA-SB - £ | oud oot
5] Vo 5 cloud poin
O B0temecmccmccnaana= L N -
% 05| 1 @ @LS c
@ oel 1 - £ d0 \ 1
& " & |
03 | | 4 = 0F ‘ b
02 : . 20 " 4
! |
01}k : . 10 . R
00 ! NERRE N ChEEEEEEEEEEEEE , L . i
0.1 1 10 100 1000 30 40 50 60
hydrodynamic radius R, in nm temperature in °C

Abbildung 51 A) Massengewichtete PartikelgroRenverteilung fiir die reinen Polymer-Losungen von SMA und DIBMA,
gemessen bei 20 °C und SMA-SB dargestellt bei 50 °C (oberhalb seiner UCST) in Wasser (durchgezogene Linien) sowie in
wadssriger Pufferlésung (alle bei 20 °C, gestrichelte Linien); B) Temperaturabhangige Transmission von SMA-SB fur die

Tribungspunktbestimmung

Tabelle 10 Ergebnisse der cmPALS; { Potential von SMA, DIBMA und SMA-SB in Wasser und wassrigem Tris Puffer

Polymer Wasser Wassriger TRIS Puffer mit 300

mM NaCl
Hydrodynamischer T potential Hydrodynamischer T potential
Radius [nm] [mV] Radius [nm] [mV]
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TEMPO 4-Ox0-TEMPO (d1¢)

4-Carboxy-TEMPO

Polarity

Abbildung 52 Vergleich ausgewahlter Spinsonden hinsichtlich ihrer Polaritat und GroRe, angepasst aus Jeschkel8>, Die

Farben markieren dhnliche Wechselwirkungsstellen wie in Abbildung 50.

5.3. cwEPR Analytik

Die folgenden Abschnitte beleuchten die Ergebnisse der continuos wave
Elektronenspinresonanzspektroskopie (cwEPR) Messungen. Zu Beginn stehen zunachst die
Wechselwirkungsmuster der Spinsonden in den jeweiligen Polymermischungen bei zwei
verschiedenen Mikrowellenfrequenzen im Fokus. Anschliefend werden die Auswirkungen
wassriger Pufferldsungen mit hohem Salzgehalt, die fiir die Solubilisierung der Lipide durch
die drei Polymere bendtigt werden, auf die jeweiligen nichtkovalenten Wechselwirkungen, die
in den cwEPR-Spektren nachgewiesen wurden, diskutiert. SchlieRlich werden
temperaturabhdngige Messungen bei X-Band-Frequenzen dargestellt und vertieft, um
insbesondere das UCST-Verhalten von SMA-SB im Vergleich zu negativ geladenem SMA und
DIBMA zu untersuchen. Die wichtigsten EPR-Parameter, die bei der Analyse verwendet
werden, sind: i) der isotrope g-Wert, der Fingerabdruck des jeweiligen Radikals, der auch fur
Wasserstoffbriickenbindungen empfindlich ist, ii) die isotrope “*N-Hyperperfin-
Kopplungskonstante aiso, die ein Mal flir die Umgebungspolaritat um die Sonde herum ist,
und iii) die Rotationsmobilitdt, die im Falle einer schnellen, eher isotropen Rotation am

einfachsten durch die isotrope Rotationskorrelationszeit 7. beschrieben werden kann.!31%4
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Tabelle 11 Vergleich des Anteils der vollstandig hydratisierten, "hydrophilen" TEMPO-Spezies (f) fir jedes Polymer mit

reinem TEMPO (als Referenzwert) in Wasser bei 20 °C

TEMPO DIBMA SMA-SB

5.3.1. Interaktionsmuster bei X- und Q-Band Frequenzen

Aufgrund ihrer chemischen Struktur zeigen die verwendeten Spinsonden verschiedene Arten
von Wechselwirkungen in Gegenwart der jeweiligen Systeme. Dazu gehoren m/m-
Wechselwirkungen, = Wasserstoffbriickenbindungen, Coulomb-  und Dipol/Dipol-
Wechselwirkungen sowie van der Waals und hydrophobe Wechselwirkungen.*> Die mono-
und dianionischen Spinsonden 4-Carboxy-2,2,6,6-Tetramethyl-1- piperidinyloxyl (4-Carboxy-
TEMPO) und Dinatriumnitrosodisulfat (Fremys Salz) sowie die kationische
Tetraalkylammonium-TEMPO-Spezies (4-Trimethylammonium- 2,2,6,6-Tetramethyl-1-
piperidinyloxyl (CAT-1)) sind in der Lage, an Coulomb-Wechselwirkungen teilzunehmen. Zu
beachten ist, dass alle ionischen Spinsonden als Salze verwendet wurden und die
entsprechenden Gegenionen hier nicht explizit erwdahnt werden, weitere Details dazu finden
sich im Materialien & Methoden Teil.

4-0x0-2,2,6,6-Tetramethyl-1-piperidinyloxyl (4-Oxo-TEMPO) wiederum kann mit seiner
Carbonylgruppe Uber dipolare Wechselwirkungen und Wasserstoffbriickenbindungen
wechselwirken, wahrend das stark amphiphile TEMPO (2,2,6,6-Tetramethyl-1-piperidinyloxyl)
als dipolares Molekiil agieren oder (iber Van-der-Waals-Kontakte seines Alkylrings
interagieren kann. Dieses Portfolio an verfligbaren Spinsonden ermoéglicht es, verschiedene
Wechselwirkungsmodi zwischen den untersuchten Polymeren und kleinen Molekiilen mit
Hilfe der cwEPR nachzuweisen Das TEMPO Nitroxidradikal tragt keine chemische Modifikation
an der 4-Position des Piperidylrings und bildet daher den Referenzpunkt fiir unsere
Untersuchungen. TEMPO ist die hydrophobste Spinsonde in unseren Messungen, besitzt aber
mit ihrem recht groRen Dipolmoment (1 = 3,14 D) dennoch einen amphiphilen Charakter.2%1%
TEMPO ist ebenfalls nicht in der Lage mit den Styrol-Einheiten des SMA bzw. SMA-SB -

Komplexe auszubilden oder tiber Coulumbkrafte mit den Polymerriickgrat zu interagieren.
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TEMPO:

Abbildung 53 A, B zeigt die cwEPR-Spektren fiir reines TEMPO in wassriger Lésung sowie mit
allen drei Polymeren bei beiden verwendeten Mikrowellenfrequenzen. Bei X-Band
Frequenzen (v = 9,4 GHz) unterschieden sich die Werte der isotropen Hyperfeinkopplung aiso
der reinen Spinsonde und in den Polymermischungen nicht signifikant, was auf eine dhnliche
Polaritatsumgebung der Nitroxidradikale in allen untersuchten Systemen hinweist. Die
Rotationsbeweglichkeit 7. von TEMPO wurde durch die Anwesenheit der Polymere nur
geringfligig beeinflusst, wie es in Abbildung 142A und Tabelle 34 gezeigt wird. Die Linienbreite
der aufgezeichneten Spektren war bei TEMPO, das in Gegenwart von SMA-SB gel6st wurde,
groRer als bei den anderen Proben. Zu beachten ist, dass alle SMA-SB-Proben lber die UCST
erhitzt werden mussten, um die EPR-Kapillaren zu fillen und sie in das Spektrometer zu
stellen. Die tatsachliche Messtemperatur von 20°C lag unter dem UCST-Wert von 46°C, was
die Selbstassoziation und die Bildung von lonenpaaren zwischen den zwitterionischen
Seitenketten von SMA-SB forderte, was sich wiederum auf ihre Wechselwirkungen mit der
Spinsonde auswirkte.'%”198 Djese Selbstassoziation wurde ebenfalls durch DLS nachgewiesen,
wie im vorherigen Abschnitt beschrieben (Abbildung 51). Eine signifikante Anderung zeigte
sich beim isotropen g-Wert. Mit SMA gelostes TEMPO wies bei X-Band Frequenzen einen viel
niedrigeren giso-Wert von 2,00555 im Vergleich zu einer reinen wassrigen Spinsondenldsung
(2,00587) auf, wahrend DIBMA und SMA-SB keine derartige Veranderung bewirkten. Da sich
der aisc- Wert nicht verdanderte, kann die Drift des gisoc -Wertes nicht einfach durch eine
polarere Umgebung erklart werden. Vielmehr scheint es, dass sich die Protizitat der Spinsonde
als Reaktion auf die Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen dem Sauerstoff der
Nitroxidgruppe und den beiden Maleinsdaureeinheiten von SMA, von denen bei pH 7 noch
etwa eine protoniert ist, verandert hat.>* Die Tatsache, dass der Sauerstoff in N-O als
Wasserstoffbriickenbindungsakzeptor fungiert, verringert die Varianz zwischen gy, (giso =
1/3( gxx + 9yy + g22) und g, fiir ein freies Elektron.'® DIBMA zeigte diesen oben genannten
Effekt nicht, obwohl dieses Polymer ebenfalls Maleinsdureeinheiten enthalt.

Basierend auf den isotropen Werten der hyperfein Kopplung(Abbildung 58), kénnte dies ein
Grund dafir sein, dass TEMPO den Bereich der Isobutylen-Einheiten in DIBMA starker
bevorzugt, aber immer noch von genligend Wassermolekiilen umgeben ist, um ein dhnliches
Polaritatsprofil im Vergleich zu SMA mit seinen Styrol-Einheiten zu zeigen. TEMPO Q-Band-

Spektren als reine Spinsonde zeigten ein auffdlliges Merkmal, das bei niedrigeren
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Mikrowellenfrequenzen nicht beobachtet wurde. Neben vollstandig solvatisierten Molekilen
weist amphiphiles TEMPO in Wasser eine zweite spektrale Komponente auf. Diese zweite
Komponente stellt TEMPO Molekiile dar, die von einer wassrigen Solvatationshille mit
deutlich geringerer Polaritdat und reduzierter Rotationsmobilitdit umgeben sind (Abbildung
142B). Die Ursache fiir die Bildung dieser zweiten Spezies mit einer wassrigen
Solvatationshiille geringerer Polaritat (ALPSS,aqueous lower-polarty solvation shell) wird in
Hunold nédher beschrieben? Dieses Phdanomen ist nur bei TEMPO und nicht bei seinen
Derivaten ersichtlich (Abbildung 143). Durch die Verwendung eines hoheren Magnetfeldes
verbessert sich die spektrale Auflésung flir Parameter wie den g-Tensor, was eine andere
Sichtweise auf die Rotationsbewegung erméglicht.'*!* Nachfolgend liegt der Fokus auf dem
Verhaltnis zwischen diesen beiden verschiedenen "Arten" von TEMPO-Spezies (ALPSS vs.
vollstandig solvatisiert) im Zusammenhang mit den drei getesteten Polymeren. Die Anteile der
hydrophilen (d. h. vollstandig geldsten) Spinsonde in jeder Probe, die aus einer Simulation der
Spektren extrahiert wurden, sind in Tabelle 11 zusammengefasst. Ahnlich wie bei den X-Band
Ergebnissen wird deutlich, dass die SMA-Probe im Vergleich zu DIBMA und SMA-SB ein
anderes Verhalten zeigt. Die bevorzugte Bildung der hydrophilen TEMPO-Spezies in SMA kann
mit der erwahnten Vorliebe der Spinsonde fiir die Wechselwirkung mit dem Maleinsaure-
Regime korreliert werden, wahrend in DIBMA die Isobutyleneinheit bevorzugt wird
(Abbildung 58). In SMA-SB hat das Polymer den geringsten Einfluss auf die Population der
beiden TEMPO-Spezies. Diese Tatsache stimmt mit der Annahme Uberein, dass unterhalb der
UCST die zwitterionischen Seitenketten stdrker miteinander wechselwirken als mit dem
Nitroxidradikal oder anderen Gastmolekiilen. AuBerdem begann SMA-SB direkt nach dem
Beflllen der Kapillare mit der vorgewdrmten Probe zu aggregieren und auszufallen. Bei der
Messung bei Raumtemperatur (unter UCST) bleiben hauptsachlich reine TEMPO-Radikale in
Losung.

Deuterierte Nitroxid-Radikale:

Bei der Spinsonde 4-Oxo-TEMPOd6 wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Mischungen mit den drei Polymeren festgestellt (Abbildung 143 und Tabelle 35).Das
kationische Nitroxidradikal CAT-1 kann in Anbetracht seiner Ladung und seiner Rolle als
starker Elektrolyt verschiedene Umgebungen abtasten, wenn es mit den Polymeren
gemeinsam gelost wird, dies hauptsachlich aufgrund von Coulomb-Wechselwirkungen. Die

entsprechenden Spektren bei X- und Q-Band Frequenzen sind in Abbildung 53C und D
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dargestellt. Hervorzuheben ist, dass vollstandig deuteriertes CAT-1 verwendet wurde,
wodurch die Linienbreite der aufgezeichneten cwEPR-Daten erheblich reduziert ist. Der Grund
dafir liegt in einer starken Reduzierung der unaufgelosten Hyperfeinkopplungen, die von den
Methylwasserstoffkernen herriihren.?9%291 Bej der Kombination von CAT-1 mit SMA zeigen die
Spektren bei beiden Mikrowellenfrequenzen eine verringerte Rotationsbeweglichkeit der
Spinsonde (Abbildung 144). Die positiv geladene Spinsonde zeigt deutliche Coulomb-
Wechselwirkungen mit dem negativ geladenen Maleinsdaure-Regime von SMA, wie es in
Abbildung 58 zu sehen ist. Die Rotationskorrelationszeit flir CAT-1 ist mit dem Polymer etwa
viermal hoher als in reinem Wasser (Tabelle 36). Mit DIBMA, dass ebenfalls negativ geladene
Maleinsduremonomereinheiten enthalt, waren die Mobilitdtseinschrankungen fir CAT-1
weniger ausgepragt. Hier stieg 7. nur um einen Faktor von =2,2 an. Dieser Trend stimmt mit
den ermittelten {-Potenzialwerten aus den cmPALS-Studien (Tabelle 10) tGberein, bei denen
SMA einen grofReren absoluten Wert und damit eine ausgepragtere Interaktion mit der
Spinsonde aufzeigt. Darliber hinaus wurde jeglicher Einfluss der unterschiedlichen
Kettenlange von SMA und DIBMA minimiert, indem die Polymerkonzentration so
eingestelltwurde, dass das Verhaltnis von Spinsonde zu mittlerer Wiederholungseinheit fir
alle Polymere dhnlich war, d. h. (2/1 Styrol/Maleinsdure), (1/1 Diisobutylen/Maleinsaure) und
(2/1 Styrol/Maleinsdureamid) fur SMA, DIBMA bzw. SMA-SB. Das zwitterionische SMA-SB
hatte keinen Einfluss auf das Rotationsverhalten von CAT-1, was wiederum mit dem
ermittelten elektrokinetischen Potenzial dieses Polymers libereinstimmt. Dariber hinaus
untermauert dies die Interpretation, dass die Polymerketten von SMA-SB es bevorzugen,
unterhalb des UCST elektrostatisch miteinander zu interagieren.

Negativ geladene Nitroxidradikale:

Ahnlich wie das neutrale 4-Oxo-TEMPO zeigt auch das negativ geladene 4-Carboxy-TEMPO
(Abbildung 145) keine zuséitzlichen und signifikanten Anderungen von giso und aiso in den
aufgezeichneten cwEPR-Spektren. Bei einfacher Betrachtung der Ladungen sollte die
Spinsonde durch SMA und DIBMA abgestofRen werden, was die unverdnderte Mobilitat der
Sonde erklart.

Bei SMA-SB beeintrachtigte der positiv geladene sekunddre Ammoniumbereich die
Rotationsfreiheit von 4-Carboxy-TEMPO nicht. Die Selbstassoziation des Polymers unterhalb
der UCST konnte die Spinsonde daran hindern, diese positiv geladenen Bereiche auf dem

Polymer zu erreichen. Neben 4-Carboxy-TEMPO wurde auch Fremys Salz als negativ geladene
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und sogar dianionische Spinsonde verwendet. Fremys Salz besitzt kein Ringsystem wie die
TEMPO-Derivate. Dieses Fehlen von anderer magnetischer Kerne neben dem Stickstoff
eliminiert unaufgeldste Hyperfeinkopplungen, was wiederrum zu sehr schmalen Linien fihrt
(Abbildung 53E,F). Aufgrund des fehlenden Ringsystems und damit der fehlenden
Methylgruppen an den Positionen 2 und 6 ist Fremys Salz weniger stabil als die anderen
verwendeten Spinsonden.'?®?2 Um auswertbare X-Band cwEPR-Spektren von Fremy's Salz
gemischt mit SMA-SB zu erhalten, waren mehrere Versuche noétig, die vor allem auf einen
schnellen Transfer der erhitzten Probe in die jeweiligen Kapillaren abzielten. Aullerdem
musste oberhalb der UCST von SMA-SB gearbeiten werden, um eine homogene Probe zu
erhalten, welche kurz vor den Messungen abgekihlt wurde. Aufgrund der starken Coulomb-
Wechselwirkung und einer daraus resultierenden Erhéhung der lokalen Konzentration des
Fremys Salzes (Abbildung 58 und Abbildung 146) wurde die Disproportionierung des Radikals
geférdert (als Hauptweg des chemischen Zerfalls?°?). Diese begriindet die verringerten
Temperaturstabilitdt von bis zu etwa 40 °C (Abbildung 147 und Abbildung 148). Die starke

203,204 zwischen Fremys Salz und SMA-SB fiihrte zu einer

dynamische elektrostatische Bindung
deutlichen Verringerung der Rotationsmobilitdt der Spinsonde. Um die aufnehmbaren
Spektren des Fremys Salzes zu simulieren, waren weitere Untersuchungen erforderlich, die im
Rahmen der aktuellen Arbeit leider nicht durchgefiihrt werden konnten. Die Tatsache, dass
diese Spinsonde starke Wechselwirkungen mit SMA-SB aufzeigt, wurde durch Messungen in
wassriger Pufferlosung bestatigt. Hingegen war kein Erwdarmungsprozess bei den Polymeren
SMA und DIBMA erforderlich, so dass CW-EPR Spektren mit Fremys-Salz bei beiden
Mikrowellenfrequenzen gemessen werden konnten. Ahnlich wie bei 4-Carboxy-TEMPO wird
die Rotationsmobilitdit von Fremys Salz durch diese Polymere aufgrund der AbstoRung
gleichartiger Ladungen nicht beeinflusst, was ebenfalls in Abbildung 58 gezeigt wird. Der
Riickgang von giso, bei X-Band Frequenzen der fiir die TEMPO-Derivate in SMA Losung
konsistent war, war flir Fremys Salz nicht ersichtlich (Tabelle 38). Der dianionische Charakter

sowie die spezifische Struktur dieser Spinsonde verhindern wahrscheinlich die

Wasserstoffbriickenbildung zwischen der NO-Gruppe und den Maleinsiureresten.?0>

5.3.2. Der Einfluss von Puffersalzen auf die Interaktionsmuster

Wie bereits beschrieben, sind nahezu physiologische Puffer- und Salzkonzentrationen fiir die

Solubilisierung der Lipide durch die drei Polymere erforderlich. Die Auswirkungen der
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zugesetzten Puffer und Salze auf SMA, DIBMA und SMA-SB wurden bereits mit den
entsprechenden DLS- und ELS Messungen diskutiert. Mit Hilfe der cwEPR ist es moglich,
zwischen Spinsonden-Ensembles zu unterscheiden, die sich in ihrer Rotationszeitskala oder
Polaritat differenzieren. So kdnnen wir nun Variationen in der lokalen Umgebung, die durch
verschiedene spektrale Komponenten der EPR-Spektren erkennbar sind, mit Werten wie dem
¢-Potenzial korrelieren, die tGber die gesamten Ensembles aller Molekilarten in den Proben
gemittelt werden. Ahnlich wie bei den cwEPR-Messungen in Wasser sind die deutlichsten
Veranderungen bei den geladenen Nitroxidradikalen CAT-1 und Fremys Salz sowie bei TEMPO
in seinem spezifischen Solvatationsverhalten (Abbildung 54) zu beobachten. Das negativ
geladene 4-Carboxy-TEMPO zeigt keine signifikanten Anderungen in den aufgezeichneten
Spektren sowohl bei den X- als auch bei den Q-Band-Frequenzen in Pufferlésungen (Abbildung
152). Die nicht aufgelosten Hyperfein-Wechselwirkungen fiir diese Spinsonde fiihrten zu
groReren Linienbreiten, die die Auflosung der spektralen Verdanderungen aufgrund lokal
unterschiedlicher Wechselwirkungsmuster weitgehend tiberdecken. Bei TEMPO lag der Fokus
auf Messungen, die bei Q-Band-Frequenzen durchgefiihrt wurden (Abbildung 54B), um die
beiden unterschiedlich solvatisierten Nitroxid-Spezies aufzeigen zu kénnen (Abbildung 149,
far alle Spektren). Die Zugabe von TRIS-Puffersalzen destabilisierte die durch das Wasser
gebildete Umgebung mit geringerer Polaritat um die radikalischen Molekile und reduzierte
somit den Anteil der ALPSS-TEMPO-Spezies auf 10 %. Eine Zugabe von antichaotropen oder
kosmotropen Verbindungen wie Natriumchlorid wirden den gegenteiligen Effekt
hervorrufen.20 Die Polymere DIBMA und SMA-SB beeinflussten den Gesamteffekt der
Puffersalze offenbar nicht, da sie eine ahnlich ausgepragte (d. h. kleine) ALPSS-TEMPO-
Komponente in den jeweiligen cwEPR-Spektren zeigten. Alleinig SMA schien jedoch die
"hydrophoben" Wechselwirkungen in der wassrigen Pufferlésung zu stabilisieren, wodurch
der Anteil von ALPSS TEMPO auf 40 % anstieg. Aktuell ist es differenziert, den Hauptgrund fir
die forcierte Bildung der ALPSS-TEMPO-Spezies zu erkennen. Es kdnnte sein, dass der hohe
Puffersalzgehalt vorzugsweise mit den Maleinsdureresten in SMA interagiert, was dazu fiihren
konnte, dass TEMPO in fast "reinen" Wasserbereichen solvatisiert wird, welches zu den
obengenannten ALPSS-TEMPO-Spezies fiihrt. Die ALPSS-TEMPO-Spezies, die im Q-Band mit
den Polymeren beobachtet wird, ist nicht auf eine direkte Wechselwirkung von TEMPO mit
dem Polymer zuriickzufiihren, wie es haufig bei typischen thermoresponsiven Polymeren zu

sehen wire.'® Wenn diese "hydrophoberen" Spezies auf Polymer-TEMPO Wechselwirkungen
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zuriickzufiihren waren, ware ihre Mobilitat und Relaxation so eingeschrankt, dass dies bereits
bei X-Band-Frequenzen ersichtlich ware. Da dies nicht zu beobachten war, kdnnte die
polymerinduzierte Verschiebung des Verhaltnisses von "Bulk"-Wasser zu ALPSS-Wasser als ein
Nebeneffekt des zugesetzten Salzpuffers gesehen werden. Vorstellbar ware, dass die
vermutlich bevorzugte Wechselwirkung von Puffersalzen mit den Maleinsdauren im SMA auch
zu einer hohen Konzentration von lonen in der Nahe der aromatischen SMA-Ringe fiihrt, die
den Maleinsdureresten benachbart sind. So kénnen die lonen auch als "Abschirmung" der
aromatischen Reste gegeniber des TEMPOs angesehen werden.

Um ein besseres Verstandnis der Zuganglichkeit geladener Reste in SMA, DIBMA und SMA-SB
in salzhaltiger TRIS-Pufferlésung zu erhalten, muss auRerdem die cwEPR Eigenschaften der
Spinsonden CAT-1 (Abbildung 151) und Fremys-Salz (Abbildung 153) in diesen Puffern
untersucht werden. Die Rotationsmobilitat des positiv geladenen Radikals CAT-1 war im
Vergleich zu den Messungen in Wasser weniger eingeschrankt, wenn es mit SMA oder DIBMA
mitgelost wurde (Abbildung 54C). Fir diese Polymere auf Maleinsadurebasis, verringerte sich
T¢, im X-Band, um etwa 45 % im Fall von SMA und 31 % fiir DIBMA. Die zugesetzten Puffersalze
schirmten teilweise die negative Ladung der beiden Polymere ab, was sich bereits in weniger
negativen {-Potenzialwerten (Tabelle 10) widerspiegelt. Diese Abschirmung reduziert die
Coulomb-Wechselwirkungen zwischen der Spinsonde und den Maleinsdureresten zusitzlich.
In Losungen mit DIBMA war CAT-1 beweglicher, was ebenfalls mit dem oben genannten
elektrokinetischen Potenzial korreliert. Da SMA-SB in der wadssrigen Tris-Pufferlosung
ebenfalls ein negatives {-Potenzial besitzt, war die Rotationsmobilitit von CAT-1 in
gepufferten SMA-SB-L6sungen gleichfalls reduziert. Der Einfluss war jedoch noch schwacher
ausgepragt als bei DIBMA. Ein Vorteil der Verwendung hoher Salzkonzentrationen ist das
Verschwinden des UCST-Verhaltens von SMA-SB als Folge der Ladungsabschirmung.
Gepufferte SMA-SB-Losungen mussten daher nicht erhitzt werden, um eine homogene Lésung
zu erhalten, so dass cwEPR-Spektren mit Fremys-Salz mit einem ausreichenden Signal-Rausch-
Verhaltnis aufgenommen werden konnten (vgl. Abbildung 54E,F; Abbildung 147). Wie
erwartet, interagierte die positiv geladene Ammoniumkomponente in SMA-SB elektrostatisch
mit dem negativ geladenen Nitroxidradikal und verringerte dadurch dessen
Rotationsmobilitat. Diese eingeschrankte Mobilitdat war nur bei X-Band-Frequenzen sichtbar.
Bei hoheren Frequenzen (Q-Band) waren die Rotationskorrelationszeiten fiir das Fremys Salz

mit und ohne Polymer gleich. Dies deutet auf eine eher dynamische Bindung hin, dhnlich
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einem "territorial gebundenen" lon, wie es in dem von Manning eingefiihrten Konzept der

Gegenionenkondensation beschrieben wird, das durch EPR-Spektroskopie gemessen und

quantifiziert werden kann.203-206
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Abbildung 53 CW-EPR-Spektren bei 20 °C von A,B) TEMPO, C,D) CAT-1, und E,F) Fremy's Salz in Wasser
(Referenzmessungen) sowie mit SMA, DIBMA, bzw. SMA-SB. A, C, E) Die X-Band-Spektren zeigen die vollstandigen Spektren

und heben die Hochfeld-Peaks hervor. B, D, F) Bei Q-Band-Frequenzen werden nur die vollstdndigen Spektren dargestellt
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Abbildung 54 CW-EPR-Spektren bei 20 °C von A,B) TEMPO, C,D) CAT-1, und E,F) Fremy's Salz in wassriger Pufferldsung sowie
mit SMA, DIBMA, bzw. SMA-SB. A, C, E) Die X-Band-Spektren zeigen die vollstdndigen Spektren und heben die Hochfeld-

Peaks hervor. B, D, F) Bei Q-Band-Frequenzen werden nur die vollstandigen Spektren dargestellt

5.3.3. Einfluss der Temperatur auf die Parameter der Spinsonde

Im Folgenden wird die Temperaturabhdngigkeit der cwEPR-Spektren der Nitroxid-Spin-
Sonden in allen Polymerlésungen behandelt. Dabei liegt der Fokus auf den Messungen von
wassrigen Proben bei X-Band-Frequenzen (Abbildung 154-120) und von wassrigen
Pufferlosungen (Abbildung 162-130). SMA-SB ist ein UCST-Polymer, d. h., es ist makroskopisch
in einer einzigen Phase gelost, fallt aber unterhalb seiner Phaseniibergangstemperatur aus.
Bei dem Erreichen der kritischen Losungstemperatur von SMA-SB entfalten sich die
intramolekularen

Polymerseitenketten aus ihrem aggregierten Aggregatzustand, die
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lonenpaare werden aufgebrochen und bilden aufgeléste Spulen. Diese kénnen nun mit
kleinen Molekilen in der Losung interagieren. Der durch die EPR-Spektroskopie erkannte
Tribungspunkt, kann die nanoskopische Entfaltung von Seitenketten schon bei niedrigeren
Temperaturen erkennen als das markoskoptisch fokusierte DLS, welches den

makroskopischen Tribungspunkt erst bei 46°C ermittelt.1*!
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Abbildung 55 Ergebnisse von Spektralsimulationen von temperaturabhangigen CW-EPR-Spektren, gemessen bei X-Band-
Frequenzen von A) 4-Carboxy-TEMPO und B-D) 4-Oxo-TEMPO mit allen Polymeren in Wasser. Temperaturabhdngigkeit von
A, B) ¢, C) giso, und D) der Linienbreite.
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Abbildung 56 Temperaturabhangige X-Band-CW-EPR-Spektren von A) 4-Oxo-TEMPO und B) CAT-1 mit SMA-SB. Auf der

rechten Seite ist der Hochfeldpeak separat dargestellt

Mittels cwEPR ist es nun méglich diese Offnung von SMA-SB von seiner aggregierten zu seiner

|[6slichen Form nachzuweisen und

zu beobachten,

wie die temperaturabhangige
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Veranderungen in den Wechselwirkungsmustern zwischen den eingesetzten Spinsonden und
den Polymeren SMA und DIBMA sind. In Abbildung 56 sind die cwEPR-Spektren von 4-Oxo-
TEMPO und CAT-1 in wassriger Losung mit SMA-SB bei ausgewdhlten Temperaturen
dargestellt, die in Kombination mit den im Anhang hinterlegten Daten die Grundlage fir die

folgenden Diagramme bilden.

Die Spektren zeigen eine temperaturbedingte Linienverbreiterung, die fiir den Hochfeld-Peak
am starksten ausgepragt ist und nicht auf einen Signalverlust zuriickzufihren ist. (Abbildung
164 und Abbildung 165). Die Linienverbreiterung ist ausgepragter fir 4-Oxo-TEMPO als fir
CAT-1. Insgesamt zeigen alle Spektren einen weitgehend isotropen Charakter (z. B. die nahe
gleichen Linienh6hen) mit einer etwas groReren Anisotropie fiir CAT-1. Daraus ldsst sich
ableiten, dass 4-Oxo-TEMPO nur schwach mit dem Polymer wechselwirkt, wahrend CAT-1 als
positiv geladenes Nitroxidradikal dies nicht tut. Dies wurde auch durch die Simulation der
temperaturabhangigen Spektren bestatigt, wobei sich ein Rotationskorrelationzeit 7. ergab,
die auf eine eingeschranktere Rotation hindeutet als dies bei frei rotierendem 4-Oxo-TEMPO
der Fall ware. Allerdings ist der berechnete tc-Wert niedriger als bei polymergebundenen
Nitroxidradikalen (Abbildung 55B). Bei CAT-1 wurde die Rotationsmobilitdit durch SMA-SB

nicht beeinflusst (Abbildung 57B), wie im Folgenden naher erlautert wird.

Im Fall von 4-Oxo-TEMPO ohne Polymer nahm die Linienbreite mit steigender Temperatur
langsam zu, wie in Abbildung 55D zu sehen ist, was auf haufigere intermolekulare Kollisionen
zuriickzufiihren ist.*®? Ein dhnliches Phanomen zeigt sich bei den Mischungen aus SMA bzw.
DIMBA mit 4-Oxo-TEMPO. Nur die Mischung aus SMA-SB und 4-Oxo-TEMPO verhielt sich
differenzierter. Diese Mischung zeigt einen starken Anstieg der Linienbreite um 0,015 mT bei
40°C, was unterhalb der makroskopischen Ubergangstemperatur von =46 °C liegt. Ein
ahnlicher Effekt wurde fiir giso bei 40 °C festgestellt, wo man einen Wendepunkt von gis, fur 4-
Oxo-TEMPO mit SMA-SB beobachtet (Abbildung 55 C). Verglichen mit dem stetigen Anstieg in
der Mischung aus 4-Oxo-TEMPO und SMA konnte diese Veranderung auf chemische
Modifikation des SMA-SB zuriickzuflihren sein. Es gibt eine deutliche Veranderung der
Hydrophobizitat, die zu Unterschieden im gis, flihrt. Insgesamt ist giso jedoch deutlich niedriger
in den SMA Gemischen, welches in der Hydrophobiztat des Polymers begriindet sein kann. Fir
SMA lasst die Vermutung nahe, dass sich die Sonde in der Grenzschicht zwischen SMA und
Wasser befindet und daher eine hydrophobere Umgebung in der Nahe der Polymerkette

wahrnimmt. Die amphiphile Seitenketten von SMA-SB nehmen am
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Wasserstoffbriickenbindungsnetzwerk teil und beeinflussen somit die umgebenden
Wassermolekdile. Allerdings kann SMA-SB diesen Effekt nur oberhalb des vom 4-Oxo-Tempo
detektierten nanoskopischen Triibungspunkts bei 40 °C ausiben. Dies ware damit als

moglicher Grund fir den beobachteten Wendepunkt zu sehen.
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Abbildung 57 Temperaturabhangiges tc, gemessen bei X-Band-Frequenzen von A) TEMPO und B) CAT-1 in allen

untersuchten Systemen in Wasser.

Ebenfalls in Abbildung 55 A ist auch 4-Carboxy-TEMPO dargestellt, eine anionische Spinsonde,
die in der Lage ist, aufgrund -elektrostatischer Krafte mit den positiv geladenen
Ammoniumgruppen des SMA-SB zu interagieren. In der Messreihe von 4-Carboxy-TEMPO sind
Unterschiede des Rotationskorrelationszeit 7. zwischen SMA-SB und den anderen Polymeren
zu erkennen. Die Spinsonde ohne Polymer wie auch in ihren Mischungen mit SMA und DIBMA
zeigt eine Abnahme von 7. mit zunehmender Temperatur. Ein Riickgang von 1. ist das Ergebnis
einer schnelleren Rotation der Sonde oder der mit ihr verbundenen Polymere. 7. von 4-
Carboxy-TEMPO/SMA-SB zeigte einen ,,Knick”, beginnend bei 25 °C. Mit dieser Spinsonde ist
der nanoskopischer Tribungspunkt von SMA-SB gleichfalls zu beobachten. Diese Temperatur
liegt deutlich unter dem makroskopisch beobachteten Triibungspunkt, was wiederrum darauf
hindeutet, dass die Sulfobetain-Seitenketten bei dieser Temperatur bereits mit der Umgebung
oder direkt mit der Sonde zu interagieren beginnen. 4-Carboxy-TEMPO ist hier als nur
"territorial" gebunden zu sehen.?°® da im Falle einer direkt gebundenen, stark assoziierten,
Sonde ware 7. aufgrund der vorlibergehenden Immobilisierung deutlich groRer. CAT-1
erweiterte die ,kationische Sichtweise” der kleinen Molekiile auf die Polymere. Es ist die
einzige verwendete kationische Sonde und zeigt im Vergleich zu 4-Carboxy-TEMPO kaum

anziehende Wechselwirkungen mit SMA-SB. Offenbar (bersteigt die AbstoBung der
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kationischen Gruppen der Spinsonde und des Polymers eine mogliche Anziehung der
kationischen Spinsonde und der anionischen Sulfonatgruppen innerhalb des Polymers. Dies
wird in Abbildung 57B deutlich, da der 7.-Wert von CAT-1/SMA-SB in ahnlicher Weise abnimmt
wie der von freiem CAT-1. Im Gegensatz dazu sind die Wechselwirkungen zwischen CAT-1 und
DIBMA oder SMA bemerkenswert. Beide haben noch frei zugangliche Maleinsauregruppen,

|Il

welches zu hoheren 7. Werten des ,territorial”“ gebunden CAT-1 fihrt, als im Vergleich zum
freiem CAT-1. (Abbildung 57B, 100-150 ps bzw. 60-100 ps fur CAT-1 mit SMA bzw. DIBMA).
TEMPO komplettiert als Referenzpunkt die temperaturabhangigen Messungen. Wie in seinem
groRen Octanol/Wasser-Verteilungskoeffizienten?®” zum Ausdruck kommt, kann TEMPO
hydrophobe Regionen zu detektieren und bereits in Hunold und Kurzbach beschrieben.?%18
Wiahrend freies TEMPO und TEMPO/DIBMA Gemische kleine t--Werte aufweisen, die mit
steigender Temperatur rasch abnehmen, zeigen die TEMPO/SMA Gemische bei niedrigen
Temperaturen einen deutlich hoheren t.-Wert. Die hydrophoben Phenylgruppen, des
Styrolgeriistes von SMA kdnnen im Gegensatz zu den Diisobutyleneinheiten von DIBMA
hydrophobe "Taschen"- Regionen darstellen, mit denen TEMPO assoziiert werden kann.
Unterhalb von 60 °C scheinen diese Taschen ausreichend stabil zu sein, da 7. in diesem
Temperaturbereich nur um 7 ps abnimmt. Dies deutet auf eine bestandige Immobilisierung
trotz steigender thermischer Energie hin. Oberhalb von 60 °C scheinen diese hydrophoben
Bereiche fiir TEMPO jedoch zusammenzubrechen, was zwei Ursachen haben koénnte: i) die
abnehmende Polaritat'®! des Wassers veranlasst das Polymer, seine hydrophoben Taschen
nach auflen zu prasentieren, oder ii) aufgrund der zunehmenden kinetischen Energie und der
daraus resultierenden Seitenkettenbewegungen wird die Bildung und das Darstellen der
hydrophoben Taschen schwieriger. Gegenteiliges wurde bei der Rotationkorrelationszeit 7.
fur die TEMPO/SMA-SB Gemische festgestellt. Anfanglich erreicht 7. bei 25 ps ein Plateau,
beginnt aber bei 60 °C anzusteigen. Im Vergleich mit den anderen Spinsonden weist TEMPO
keinen nanoskopischen Triibungspunkt auf bzw. ist hier nicht zu detektieren. Dennoch kénnte
es mit den Phenylgruppen in den Seitenketten des Polymers interagieren, insbesondere bei

héheren Temperaturen (oberhalb des makroskopischen Tribungspunkts).
5.4. Fazit

Mit Hilfe der cwEPR-Spektroskopie konnte nachweisen werden, dass die drei nanodisc-
bildenden Polymere SMA, DIBMA und SMA-SB polymerspezifische nicht-kovalente

Wechselwirkungsmuster mit Nitroxidradikalen aufweisen. Um verschiedene Arten von nicht-
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kovalenten Wechselwirkungen (wie z. B. ionische Wechselwirkungen oder Dipol/Dipol-
Wechselwirkungen) zu unterscheiden, haben wir eine Reihe von Spinsonden mit
unterschiedlichen chemischen Strukturen und Funktionalitaten verwendet. Die jeweiligen
Hauptwechselwirkungsmuster zwischen den ausgewahlten Spinsonden und den Polymeren,
die wir mit Hilfe der cwEPR- Spektroskopie erzielt haben, sind in Abbildung 58 hervorgehoben.
Daruber hinaus konnten die lokalen aufgeldsten strukturellen und dynamischen Eigenschaften
der Polymere mit den zuvor kategorisierten ensemblegemittelten Parametern wie dem
hydrodynamischen Radius und dem {-Potenzial korreliert werden, welche mit DLS bzw. ELS

bestimmt wurden. Die wichtigsten Schlussfolgerungen kdnnen wie folgt formuliert werden:

* SMA-SB besitzt eine UCST in Wasser bei 46 °C, wobei unterhalb dieser Temperatur eine
makroskopische Phasentrennung stattfindet.

e Das elektrokinetische Potenzial der Polymere kann die Art der erwarteten
Wechselwirkungen mit anderen Molekilen vorhersagen, wobei wassrige Puffer-/Salzlésungen
diesen Effekt beeinflussen.

* In SMA und DIBMA dominieren ionische Wechselwirkungen die Interaktionsmuster mit
anderen Molekillen. Bei SMA-SB mit seinen zwitterionischen Seitenketten miissen
schwachere nichtkovalente Wechselwirkungen wie hydrophobe Krafte fiir dominante
Wechselwirkungsmuster verantwortlich gemacht werden, um den eher dynamischen
Zusammenbau mit Gastmolekiilen wie dem Fremys-Salz zu beschreiben.

e Temperaturabhingige CW-EPR-Messungen ermoglichen die Charakterisierung des
nanoskopischen Triibungspunktes, in Abhangigkeit zu den Interaktionsmustern zwischen
SMA-SB und der Spinsonde. Diese nanoskopischen Triibungspunkte kdnnen dann mehr als 20

°C unterhalb der makroskopisch beobachten Triibungspunkte / UCST auftreten.
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Abbildung 58 Schematische Darstellung der wichtigsten Wechselwirkungsmuster zwischen ausgewahlten Nitroxidradikalen
und den drei untersuchten Polymeren SMA, DIBMA, und SMA-SB, wie sie in dieser Studie gefunden wurden. Die Farben der
Pfeile, die anziehende oder abstoRende Krafte visualisieren entsprechen denen in Abbildung 50. Rot, ionische
Wechselwirkungen; gelb Wasserstoffbriickenbindungen und Dipol/Dipol-Wechselwirkungen; dunkelblau rt /m-

Wechselwirkungen; hellblau, van der Waals Wechselwirkungen

Die Unterschiede, die zwischen den Interaktionsmustern von DIBMA, SMA und SMA-SB
beobachtet wurden, werden in zukiinftigen Studien nitzlich sein, um das Zusammenspiel
zwischen diesen Polymeren und anderen kleinen bis mittelgroen Molekiilen, insbesondere
Membranlipiden und Proteinen, zu verstehen. Die Wechselwirkungen zwischen Lipiden und
den drei Polymeren werden in einer folgenden Studie mit spinmarkierten Lipiden, die in einer
DMPC Modellmembran eingebettet sind, vorgestellt.2*> SchlieBlich kénnte sich die gute
Ubereinstimmung zwischen den chemischen Strukturen der in dieser Studie verwendeten
Spinsonden und ihren unterschiedlichen Wechselwirkungen mit den drei Polymeren als
nitzlich erweisen, um neue Polymere mit verbesserten Lipidsolubilisierungs- und

Proteinextraktionseigenschaften zu entwickeln, um nativahnliche Nanodiscs zu bilden.
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6. Zusammenfassung und Ausblick

Die vorliegende Dissertation widmet sich der molekularbiophysikalischen Untersuchung von
Lipid-Protein-Wechselwirkungen unter besonderer Beriicksichtigung des peripheren
Myelinproteins P2 (PMP2, auch FABP8) und der Entwicklung experimenteller Werkzeuge zur
Analyse solcher Interaktionen. Im Zentrum der Arbeit steht die Frage, wie Proteine wie P2 mit
Fettsduren und biologischen Membranen interagieren und in welcher Weise
Punktmutationen in diesem Protein die funktionellen Eigenschaften verandern. Die Arbeit
integriert dabei Methoden der Elektronenspinresonanzspektroskopie (EPR), Langmuir-
Filmwaagen, synthetisch-organischer Chemie sowie die physikalische Charakterisierung von

Modellmembranen in Form polymerstabilisierter Nanodiscs.

Ausgangspunkt der Untersuchung ist die Rolle von P2 im peripheren Nervensystem, wo es
sowohl als Transportprotein fiir langkettige Fettsdauren als auch als Strukturprotein in der
Myelinscheide fungiert. Durch die Analyse von vier Proteinvarianten — Wildtyp sowie die
Mutanten 143N, I52T und P38G — konnte gezeigt werden, dass diese Formen des Proteins
unterschiedliche Bindungseigenschaften gegenitiber EPR-markierten Fettsdurederivaten
aufweisen. Die cwEPR-Spektroskopie ermoglichte die Differenzierung zwischen freier,
intermedidrer und stark gebundener Ligandenbindung. Wahrend der Wildtyp unter
physiologischen Bedingungen (iberwiegend intermediar bindet, was mit einem reversiblen
Transportmechanismus vereinbar ist, zeigten 152T und P38G bereits bei 37 °C eine Praferenz
fiir stark gebundene Zustande. Die thermodynamische Analyse dieser Prozesse zeigte, dass
der Ubergang von intermediir zu stark gebunden bei physiologischer Temperatur nicht
spontan erfolgt. Daraus ergibt sich, dass eine zu hohe Affinitat in pathogenen Varianten

moglicherweise die Ligandenfreigabe an das Zielorganell behindert.

Parallel dazu wurde untersucht, wie sich P2 und seine Mutanten an biologische Membranen
binden. Mithilfe von Langmuir-Filmwaagen wurde der maximale Insertionsdruck (MIP) sowie
die sogenannte Synergie — ein Mal} fiir die kooperative Wechselwirkung zwischen Protein und
Lipid — ermittelt. Die Ergebnisse zeigten, dass die Membranaffinitat des Wildtyps am héchsten
war, wahrend P38G signifikant reduzierte MIP- und Synergiewerte aufwies.
Fluoreszenzmikroskopische Analysen bestatigten diese Befunde: Nur der Wildtyp war in der
Lage, groBere Proteincluster zu bilden, die sich an den Phasengrenzen zwischen Domadnen

unterschiedlicher Lipidzusammensetzung anreicherten. In Zwei-Kanal-Fluoreszenzaufnahmen
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mit Alexa-488-markierten Proteinen liel sich die spezifische Lokalisierung von P2 an diesen
Grenzflaichen sichtbar machen, was Rickschlisse auf seine Rolle bei der lateralen

Organisation der Myelinmembran zuliel3.

Zur Erweiterung des methodischen Spektrums wurden im weiteren Verlauf der Arbeit
neuartige EPR-aktive Xanthin-Derivate synthetisiert. Diese Derivate sind primar als Sonden fiir
die Untersuchung des Ryanodinrezeptors (RyR) konzipiert, bieten aber aufgrund ihrer
strukturellen Modularitat ein breiteres Anwendungsspektrum. Diese Sonden basieren auf den
Xanthin-Derivaten Coffein, Theobromin und Theophyllin und wurden an unterschiedlichen
Positionen funktionalisiert, um eine strukturelle Variation hinsichtlich Spacer-Linge,
Bindungsgeometrie und Spinsonde (Carboxy-TEMPO, TEMPOL) zu ermdoglichen. In Glycerol-
Wasser-Gemischen zeigten die Sonden charakteristische Unterschiede in ihrer
Rotationsdynamik, die auf Wechselwirkungen mit mikroskopisch unterschiedlichen
Solvathiillen hindeuten. Insbesondere das Theophyllin-Derivat RYR-7 bildete zwei Spezies mit
unterscheidbarer Dynamik aus, was als Indikator flir molekulare Sensitivitdt gegeniiber

Loésungsmittelheterogenitat interpretiert werden kann.

Ein thematischer Ubergang ergibt sich aus der Uberlegung, wie sich Membranproteine, mit
zum Teil komplexen Anforderungen, wie das P2 oder RyR, in fiir die Grundlagenforschung
zuganglichen System darstellen lassen. In diesem Zusammenhang wurden polymerbasierte
Nanodiscs als Plattform fir kinftige EPR-Untersuchungen herangezogen. Diese Nanodiscs
bestehen aus amphiphilen Copolymeren wie Styrol/Maleinsaure (SMA),
Diisobutylen/Maleinsdure (DIBMA) und einem zwitterionischen Sulfobetain-Derivat von SMA
(SMA-SB), die in der Lage sind, Lipidmembranen ohne den Einsatz klassischer Detergenzien zu
stabilisieren. Mittels cwEPR wurden die Wechselwirkungen dieser Polymere mit
unterschiedlichen Spinsonden charakterisiert, wobei Unterschiede in Polaritat,
Mikroviskositdat und Beweglichkeit herausgearbeitet werden konnten. SMA zeigte starkere
Wechselwirkungen mit hydrophoben Sonden, DIBMA eine ausgepragtere Rotationsfreiheit
der Sonden, wahrend SMA-SB eine abgeschwéachte Wechselwirkung mit polaren Spinsonden
aufwies. Diese Ergebnisse wurden durch DLS-Messungen zur PartikelgroBenbestimmung und

elektrophoretische Lichtstreuung zur Bestimmung des Zeta-Potentials erganzt.

Die Untersuchung dieser polymerbasierten Nanodisc-Systeme bildet somit nicht nur eine
methodische Erweiterung, sondern schlieBt die thematische Klammer zwischen der

Proteinbindung auf molekularer Ebene und der strukturellen Organisation in
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membranahnlichen Umgebungen. Die Kombination aus spezifischen EPR-Sonden,
biophysikalischer Analytik und polymergestiitzten Membranmodellen erlaubt eine gezielte
Differenzierung von Protein-Ligand-Interaktionen in naturnahen Kontexten. Die Ergebnisse
schaffen eine Grundlage fir weiterflihrende Studien, die die strukturelle und funktionelle
Integration von Membranproteinen in kinstliche, aber naturnaher Umgebungen zum Ziel

haben.
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7. Material und Methoden

7.1. P2 —Material und Methoden

P2 — Filmwaage Experimente Material und Methoden
Materialien

Das periphere Myelinprotein P2 wurde wie beschrieben,” rekombinant hergestellt, in HEPES-
gepufferter Kochsalzlosung (HBS) (10 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH 7,4) mit einer
Zielkonzentration von 500 uM gel6st und bei 4 °C gelagert. Die Lipide L-a-Phosphatidylcholin
(PC), L-a-Phosphatidylserin (PS), L-a-Phosphatidylethanolamin (PE), Sphingomyelin (SM) aus
Schweinehirn, L-a-Phosphatidylinositol (PI) aus Rinderleber und Cholesterin (ch) aus
Schafswolle wurden von Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA) bezogen. Der
Fluoreszenzfarbstoff 1,2-Dihexadecanoyl-sn-glycero-3-phosphoethanol-amin-N-
(lissaminrhodamin B sulfonyl) (RhoB-DHPE) (~560/580 nm Anregungs-/Emissionsmaximum?’3)
wurde von der Life Technologies GmbH (Darmstadt, Deutschland), und der Alexa-488-NHS-
Ester (~490 /513 nm Anregungs-/Emissionsmaximum?’?) wurde von Fisher Scientific,
Leicestershire, GroBbritannien, bezogen. HPLC-Chloroform wurde von der Carl Roth GmbH &
Co. KG (Karlsruhe, Deutschland) bezogen. Alle oben genannten Substanzen wurden ohne

weitere Reinigung verwendet.
Lipid Praparation

Die Lipidmischung in den Monoschichten hat eine ahnliche Zusammensetzung wie die
zytoplasmatische Schicht des peripheren Nervensystems (cyt-Monoschicht), mit einem
Molverhiltnis von ch:PE:PS:PC:SM:PI; 37:22:19:9:9:4).128 Die Lipide wurden in Chloroform
(HPLC-Qualitat) gelost und bei -20 °C gelagert. Die endgiiltige Gesamtlipidkonzentration der

Spreitlésungen betrug 0,5 mM.

Protein labelling

20 UM natives P2 wurde 30 Minuten lang mit 60 uM Alexa-488-NHS-Ester, gelost in
HEPES/NaCl (10 mM/NaCl 150 mM) mit einem pH-Wert von 8,5, bei einem Volumen von 200
ul in einer Mikrotitrierplatte inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Saule (gefillte

Sephadex G10-Minisaule) mit 3 x 3 ml HEPES/NaCl-Puffer (10 mM/150 mM) pH 7,5 gesplilt,
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anschlieBend mit 200 ul Inkubationslésung und weiteren 300 ul Elutionspuffer (HEPES/NaCl-
Puffer (10 mM/150 mM) pH 7,5) hinzugefligt, gefolgt von weiteren 600 pl Elutionspuffer. Die
konjugathaltigen Fraktionen wurden vereinigt und die Fluoreszenzintensitat und

Proteinkonzentration mit dem NanoDrop (ThermoFisher) bestimmt.

Langmuir-Monoschichten bei konstanter Oberflache auf Pockels-Langmuir-Filmwaagen

Fiir Berechnung von MIP und Synergien wurde der Oberflachendruck auf zwei runden, mit
Teflon beschichteten Langmuir-Trogen gemessen. Die chloroformhaltige Lipid-Lésung wurde
mit einer Hamilton-Spritze tropfenweise auf der Wasseroberflache verteilt. Nach dem
Verteilen wurde eine Wartezeit von 20 bis 30 Minuten fiir die Chloroformverdampfung
eingehalten. Der Trog war mit einer Wilhelmy Waage mit Filter-Papier (Wilhelmy-Plattchen,
Riegler & Kirstein GmbH, Potsdam, Deutschland) ausgestattet. Vor den Messungen wurde der
Trog mit Hellmanex® und ultrareinem Wasser gereinigt sowie ein neues Filter-Papier Plattchen
verwendet. Alle Experimente wurden bei 20 + 0,1 °C durchgefiihrt. Fir Proteinversuche wurde
eine P2-Stammldsung mit einer Spritze unter die aquilibrierte Lipid-Monoschicht injiziert.
Durch einen kugelféormigen Magnetrihrer wurde die Losung leicht geriihrt. Die endglltige
Konzentration von P2 im Trog betrug 200 nM. Um eine staubfreie Umgebung zu gewahrleisten
und die Wasserverdunstung zu minimieren, wurde die Wanne in eine speziell angefertigte

Acrylglashiille eingeschlossen.

Epifluoreszenzmikroskopie an einer Kompressionsfilmwaage

Fir die Messung der  Oberflaichendruck-Flachenkompressionsisothermen  von
Lipidmonoschichten wurde die Lipidmischung auf einer Subphase aus Puffer mit oder ohne
Protein verteilt. Es wurde eine teflonbeschichtete Langmuir-Trog (266 x 99 x 3 mm?3)
verwendet und die chloroformhaltige Lipidlodsung wurde mit einer Hamilton-Spritze
tropfenweise verteilt. Nach dem Verteilen wurden 20 Minuten fiir die Verdunstung von
Chloroform eingerdumt. Der Trog ist mit einer Wilhelmy-Waage mit Filter-Papier (Riegler &
Kirstein GmbH, Potsdam, Deutschland) und zwei symmetrisch beweglichen Barrieren
ausgestattet, die den Film mit 2 A2/(Molekiil*min) komprimierten. Vor den Messungen wurde
der Trog mit Hellmanex® und ultrareinem Wasser gereinigt, sowie ein neues Filter-Papier

Plattchen verwendet. Alle Experimente wurden bei 20 * 0,1 °C durchgefiihrt. Der
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Gesamtlipidgehalt wurde bei 27,9 nmol konstant gehalten, um alle Experimente in der
gasanalogen Phase der Monoschicht und Isotherme zu beginnen. Fiir Proteinversuche wurde
eine P2-Stammldsung mit einer Spritze durch die dquilibrierte Lipidmonoschicht an finf
verschiedenen Positionen injiziert, um eine gleichmaRige Verteilung in der Puffersubphase zu
erreichen. Die endgiiltige Trogkonzentration von P2 betrug 200 nM. P2 wurde bei einem

Oberflachendruck von 20 mN/m injiziert.

Die floureszenzmikroskopischen Aufnahmen an der Luft-Wasser-Grenzflache wurden mit
einem Axio Scope Al Vario-Epifluoreszenzmikroskop (Carl Zeiss Microlmaging, Jena,
Deutschland) aufgenommen, bei gleichzeitiger Aufzeichnung von Kompression und Oberdruck
der Monoschicht. Die Filmwaage (siehe oben) unter dem Mikroskop wurde auf einem x-y-z-
Tisch (Marzhauser, Wetzlar, Deutschland) montiert, der tiber ein MAC5000-System (Ludl
Electronic Products, Hawthorne, NY, USA) bewegungsgesteuert wurde. Um eine staubfreie
Umgebung zu gewahrleisten und die Wasserverdunstung zu minimieren, wurde die Wanne in
eine speziell angefertigte Acrylglashiille eingeschlossen. Das Mikroskop war mit einer
kompakten Lichtquelle HXP 120 C (Quecksilber-Kurzbogen-Reflektorlampe), einem Objektiv
mit grofRem Arbeitsabstand (LD EC Epiplan-NEOFLUAR 50x) und einer fir den
Fluoreszenzfarbstoff geeigneten Filter-/Strahlteiler-Kombination ausgestattet, die alle von
Carl Zeiss Microlmaging (Jena, Deutschland) stammten. Die Bilddaten wurden mit einer
EMCCD-Kamera (ImageEM C9100-13, Hamamatsu, Herrsching, Deutschland) aufgenommen
und mit der AxioVision-Software (Carl Zeiss Microlmaging, Jena, Deutschland) erfasst. Alle hier
gezeigten Bilder zeigen Bereiche individuell kontrastangepasster Rohdaten. Jede
Lipidmischung wurde mit 0,05 Mol-% Rho-B-DHPE versetzt, wodurch die Menge an nativen PE
um 0,05 Mol-% reduziert wurde. Fiir Experimente mit Alexa-488-markiertem P2-Protein

wurden 10 Mol-% des gesamten P2-Gehalts durch markiertes P2-Konjugant ersetzt.

EPR Experimente

P2 wurde wie beschrieben,®> rekombinant hergestellt, in HEPES-gepufferter Kochsalzlosung
(HBS) (10 mM HEPES, 150 mM NacCl, pH 7,4) mit einer Zielkonzentration von 500 uM gel6st
und bei 4 °C gelagert. 5-DSA wurde als Ammoniumsalz von Avanti Polar Lipids (Merck)
erworben. Es wurde in HEPES/NaCl-Pufferlésung mit einem pH-Wert von 12 geldst, 10

Minuten lang mit Ultraschall behandelt und dann in HEPES/NaCl-Puffer verdiinnt, um eine 0,5



Material und Methoden 122

mM Stammlosung bei ph 7,5 zu erhalten. 16-DSA wurde von Sigma Aldrich als unmodifizierte
Fettsdure bezogen. Im Gegensatz zu 5-DSA wurde 16-DSA zunachst in 0,1 M
Kaliumhydroxidlosung (Carl Roth GmbH & Co KG, Reinheit 285 %) gelost und dann dhnlich

behandelt, Stammkonzentration 0,5 mM bei pH 7,5.

cWEPR-spektroskopische Messungen wurden bei X-Band-Frequenzen (~9,4 GHz) mit einem
Benchtop-Spektrometer Magnettech MS-5000 (Freiberg Instruments GmbH, Freiberg)
durchgefiihrt. Um temperaturabhidngige Messungen durchzufiihren, wurde das Gerat an
einen Temperaturregler HO4 Freiberg Instruments, Freiberg, Deutschland) angeschlossen. Die
Proben wurden in PCR-GefaRen mit geringer Bindung (250 pl) vorbereitet. Protein- und 5/16-
DSA-Losungen wurden mit HEPES/NaCl-Puffer bei pH 7,5 gemischt, um Proben mit einer
konstanten 5/16-DSA-Konzentration von 20 uM und variierenden FABP-Konzentrationen von
200, 100, 50, 35, 25, 20, 15, 10 und 5 uM zu erhalten. Nach einer Inkubationszeit von 20
Minuten wurden die Proben in Glaskapillaren tGberfihrt, die mit ,, Critoseal“ versiegelt wurden.
Zunachst wurden Losungen mit 20 uM 5/16-DSA als Referenz bei 37 °C gemessen. Die
Konzentrationsreihen von FABP mit 20 uM 5/16-DSA wurden direkt nach Herstellung und
Aquilibrierung bei 37 °C gemessen. AnschlieBend wurden die Probenkapillaren bei 4 °C
gelagert und die nachfolgenden temperaturabhangigen Messungen durchgefiihrt. Sie wurden
als Temperaturreihe von -30 °C bis 90 °C mit schrittweisen Messungen alle 10 oder 5 K und
einer abschlieRenden Messung bei 37 °C durchgefiihrt. Alle Messungen bestanden aus 10
Scans mit jeweils 60 s Messzeit. Der Felddurchlauf wurde von 332,5 bis 342,5 mT mit einer
Modulationsamplitude von 0,1 mT und einer Modulationsfrequenz von 100 kHz eingestellt. Es

wurde eine Mikrowellenleistung von 4,79 mW verwendet.
Analyse

Fir die Darstellung der gemessenen Spektren und der EPR-Spektralsimulationen wurden
MATLAB (Version, R2018b) und das Easyspin-Paket (Version easyspin-6.0.0-dev.43)
verwendet. Die von Schneider und Freed entwickelte Easyspin-Funktion ,,Chili“ fir cwEPR-
Spektren im Bereich langsamer Bewegungen wurde angewendet?%®2%°  und
Spektralkomponenten wurden simuliert. Fiir alle Systeme wurde ein Elektronenspin von S =
1/2 festgelegt. Durch Berechnung der Doppelintegrale der Komponenten wurden ihre Anteile
simuliert. Die Fehlerbalken fir simulierte Komponentenanteile (®) in Bindungskurven wurden
anhand der quadratischen Mittelwertabweichungen (RMSD) der Simulationen als absolute

Fehler (O + RMSD %) geschatzt. Es ist zu beachten, dass es sich bei dieser Strategie um eine
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Schatzung handelt, da die beitragenden Teilfehler der simulierten Parameter aiso und T, iso ZUr
Vereinfachung vernachldssigt werden. Die aus den Simulationen abgeleiteten Fehler der
Werte Kp und AG wurden geschatzt (in Fallen, in denen Kp aus den Bindungskurven abgelesen
wurde) oder Uber die Fehlerfortpflanzung berechnet. Die simulierten Werte der Landé-
Faktoren g und der Rotationskorrelationszeiten t. sind im Anhang angegeben. Die scheinbare
Hyperfein-Kopplungskonstante A" wird mit allen Tensorwerten A'x, A'y, A'z angegeben,
obwohl meistens nur A';; gedndert wurde. Die relativen Fehler von tc wurden durch ein
Versuch-und-Irrtum-Verfahren geschatzt, wahrend die Fehler von A';; und aiso in dhnlicher
Weise auf + 1 % geschatzt wurden. Die Parameterwerte wurden fiir verschiedene Isoformen,

FABP-Konzentrationen, Spin-Sonden und Temperaturen angepasst.

7.2. RyR - Material und Methoden
Material

Fiir die Synthese der EPR aktiven Xanthin-Sonden wurden folgende Chemikalien ohne weitere
Aufreinigung von der Merck (Darmstadt) bezogen und verwendet:
1-Brom-3-Chlorpropan, 4-Carboxy-TEMPO, 4-Hydroxy-TEMPO, 8-Bromocoffein,
Aluminiumoxid, 2-Aminoethanol, 3-Aminopropanol, Bromethanol, DCC, DMAP, Essigsadure,
lod, Kaliumhydroxid, Kieselgel 60, Natriumhydrid, Natriumhydroxid, Theobromin,

Theophyllin, Triethylamin

Die aufgefihrten Laufmittel / Losungsmittel wurden fiir die Synthese und spatere
Aufreinigung verwendet, diese wurden fiir die Verwendung sofern notig mittels Destillation
aufgereinigt und sofern noétig, gemal Standardvorschriften, getrocknet: Ammoniak (25 %),
VWR Chemicals; Ethylacetat, Roth; Acetonitril, Sigma-Aldrich; Glycerol, Sigma-Aldrich;
Chloroform, Sigma-Aldrich; n-Heptan, Roth; Diethylether, Sigma-Aldrich; Methanol, Sigma-
Aldrich; Dimethylfuran (DMF),Sigma-Aldrich; Tetrahydrofuran (THF), Sigma-Aldrich;
Dimethylsulfoxid (DMSO), Sigma-Aldrich; Toluol, Sigma-Aldrich; Ethanol, Sigma-Aldrich

Diinnschichtchromatographie (DC)

Als stationadre Phase wurden die DC-Platten der Firma MACHEREY-NAGEL GmbH Co. KG, Diiren
Germany; Kieselgel 60 mit Floureszenz-Indikatior Uzsa verwendet. Fir die mobilie Phase

wurden zur Bestimmung der R+-Werte und Detektion die folgenden Laufmittelgemische
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verwendet: Heptan/Ethylacetat 1:3; Ethylacetat/Methanol/Ammoniak (25%) 18:5:3 (in
Anlehnung an TIAFT 4)2%0

Die Detektion der Syntheseprodukte erfolgt mittels Floureszenzléschung der DC-Platte unter
UV-Licht und zur zusatzliche Detektion von Syntheseprodukten mit oxidierbaren Strukturen
wurde eine lod-Kammer verwendet.

211 wurde die Aufreinigung mittel praparativer

Bei Aufreinigung von Synthesemengen unter1g
DC durchgefiihrt. Hierbei wurden praparative DC-Platten der Firma MACHEREY-NAGEL GmbH
Co. KG, Diiren Germany; Kieselgel 60 mit Floureszenz-Indikatior Uzssverwendet, diese hatten
eine GrofRe von 20 x 20 cm und eine Sichtdicke von 2 mm. Das verwendete Laufmittel
entsprach dem der analytischen DC. Nach Trennprozess wurden die aufgereinigten
Subtanzbereiche mittels UV-Licht detektiert und entsprechend mit Bleistift markiert.

AnschlieBend wurden diese Bereiche ausgekratzt und mithilfe eines entsprechenden

Loésungsmittels eluiert und abfiltriert.
Sadulenchromatografie (SC)

Fur Syntheseproduktmengen Ulber 1 g 21212 erfolgte die Aufreinigung Uber eine
Saulenchromatographie. Als stationdre Phase wurde Kieselgel 60 Firma MACHEREY-NAGEL
GmbH Co. KG, Diiren Germany, oder aktiviertes basisches Aluminiumoxid mit dem
Aktivitatsgrad Brockman | verwendet. Fiir ein 1 g aufzureinigende Substanz wurden 10 g
Adsorbens verwendet, dies wurde zunachst in Laufmittel geschwemmt und in eine
entsprechende Glassaule mit Hahn tberfuhrt. Fir das Laufmittel wurde ein Polaritatsgradient
gefahren, die Detektion der Elutionsfraktionen wurde eine analystische DC verwendet. Als
Startlaufmittelgemische wurden folgende Laufmittelgemische verwendet, die im
Fortzschreiten der chormatografischen Auftrennung zunehmend zum polarer Gradienten
verschoben wurden.: Heptan/Ethylacetat 1:3; Ethylacetat/Ethanol 2:1;
Ethylacetat/Methanol/Ammoniak (25%) 18:5:2 (in Anlehnung an TIAFT 4). 210213

Schmelzpunktmessung

Die Schmelzpunktmessung?!! Zur Messung des Schmelzpunktes wurde eine auf einer Seite
geschlossene Kapillare circa 3 mm hoch mit der Analysensubstanz gefiillt und das
Schmelzpunktmessgerat MP 80 Melting Point System der Firma Mettler Toledo, Greifensee

Germany. Die Proben wurden im Probenraum zundchst schnell auf 10 K unter dem
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prognostizierten Schmelzbereich erhitzt, sowie 5 Minuten dquilibiert und anschliefend mit

einer Heizrate von 1K/min bis zum Schmelzpunkt weiter erwarmt.

Infrarot-Spektroskopie (IR-Spektroskopie)

Fir die IR-Spektroskopie wurde das FT-IR Bruker Invenio R der Firma Bruker Optics, Ettlingen
Germany mit dem Aufsatz DiaMaxATR der Firma Harrick Scientific Products Inc, New York USA
verwendet. Die Proben wurden dafiir in fester Form im Wellenzahlbereich von 4000 cm bis
400 cm™ vermessen. Die Spektren wurden mithilfe des Programms Opus (Version 8.0) einer
ATR-Korrektur unterzogen. Aus historischen Griinden?'?® wird im Spektrum nicht die
Wellenldnge A, sondern die Wellenzahl V" als der Energie proportionale GréRRe angegeben. Die

Wellenzahl entspricht dabei dem Reziproken der Wellenlange.
Kernresonanzspektroskopie (Nuclear Magnetic Resonance — NMR)

Die Proben wurden fir die Messung in einem deuterierten Losungsmittel gelost (d-
Chloroform; d-Methanol). Die 1H-NMR Spektren wurden am Agilent Technologies 400 MHz
VNMRS beziehungsweise dem Agilent Technologies 500 MHz DD2 bei einer Frequenz von 400
MHz beziehungsweise 500 MHz aufgenommen. Die Auswertung der Spektren wurde mit dem

Programm MestReNova 12 (2017) durchgefiihrt.
Massenspektrometrie (MS)

Die Spektrogramme wurden mit einem Finnigan LCQ Classic der Firma Thermo Fisher Scientific
Incorporation mit einem ESI Interface aufgenommen. Dazu wurden die Proben in DMF gelost
und 20 ul der Losung mittels Spritzpumpe bei einer Kapillartemperatur von 220 °C und einer
Spannung von 4,5 kV ionisiert. Dabei wurde in einem m/z-Bereich von 50 bis 1200 gescannt.

Die Spektren wurden bei positiver und negativer lonisation aufgenommen.
cwWEPR

Die cwEPR Messungen bei X-Band-Frequenz wurden mit dem Spektrometer Miniscope
MS5000  (Freiberg  Instruments, Freiberg, Deutschland)  durchgefiihrt. Um
temperaturabhdngige Messungen durchzufiihren, wurde das Gerdt an einen
Temperaturregler HO4 Freiberg Instruments, Freiberg, Deutschland) angeschlossen. Alle
Spektren wurden mit einem Magnetfeld-Sweep von 10 mT, zentriert um 337,5 mT, einer

Abtastzeit von 60 s, einer Modulationsamplitude von 0,02 mT und einer
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Mikrowellendampfung von 15 dB aufgenommen, was einer Mikrowellenleistung von 3,16 mW
entspricht

Die cwEPR Messungen bei Q-Band-Frequenz wurde ein Bruker EMX-plus Q-Spektrometer mit
einem ER5106QT-Resonator (Bruker Biospin, Rheinstetten, Deutschland) verwendet. Fiur die
Aufnahme der entsprechenden Raumtemperaturspektren wurden die meisten Parameter aus
den X-Band-Messungen Gbernommen. Zu beachten ist, dass die Modulationsamplitude fir
TEMPO und 4-Carboxy-TEMPO mit 0,05 mT gewahlt wurde, wahrend sie fir 4-Oxo-TEMPO,
CAT-1 und Fremy's Salz auf 0,02 mT reduziert wurde. Die reduzierte Modulationsamplitude
hat einen Einfluss auf die absolute Signalintensitdt und das entsprechende Signal-Rausch-

Verhaltnis.
7.3. ND-Material und Methoden

Materialen

DIBMA (Poly-diisobutylen-alt-Maleinséiure; Sokalan CP 9) wurde freundlicherweise von BASF
(Ludwigshafen, Deutschland) zur Verfligung gestellt. SMA (2:1) (Polystyrol-Maleinsaure;
Handelsname Xiran SZ30010) war ein freundliches Geschenk von Polyscope (Geleen,
Niederlande). SMA-SB (Polystyrol-Maleinsaureamid-Sulfobetain) wurde aus
Styrol/Maleinsaureanhydrid (2:1) synthetisiert, das mit N, N-Dimethylethylendiamin zu einem
Maleinimid reagierte, das wiederum mit Propansulton umgesetzt wurde, um das Endprodukt
zu erhalten. Die Synthese wurde von der Arbeitsgruppe Keller, Graz Osterreich durchgefiihrt.
Die Puffersalze wurden von Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland, Tris-Puffersalz >99,3% und
NaCl > 99,7%) bezogen. Die Spinsonden wurden aus kommerziellen Quellen bezogen und
ohne weitere Aufreinigung verwendet: TEMPO > 99% (Aldrich, St. Louis, MO), deuteriertes 4-
Oxo-TEMPO > 97% D (lsotec, Miamisburg, OH), 4-Carboxy-TEMPO > 97% (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO), Fremy's Salz (Aldrich, St. Louis, MO) und deuteriertes CAT-1 > 98%) CDN Isotopes,

Quebec, Kanada).
Herstellung von Polymer- und Spinsondenlésungen

Die Polymerlésungen wurden hergestellt, indem eine entsprechende Menge entweder in
Wasser (Millipore MilliQ-Wasser mit einem spezifischen Widerstand von p = 18,2 MQ cm) oder
in Tris-Puffer (50 x 103 m Tris, 300 x 103 m NaCl, pH 7,4) gelost wurde, um
Massenkonzentrationen von 25 mg mL?! (DIBMA und SMA) bzw. 15 mg mL*! (SMA-SB) bei

Raumtemperatur zu erhalten, gefolgt von einer Erhitzung in Kombination mit einer
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Ultraschallbehandlung fiir 30 min bei 70 °C. Wahrend der Zubereitung I6sten sich
polyanionisches SMA und DIBMA leicht in beiden L&sungsmitteln, wahrend sich
zwitterionisches SMA-SB langsam aufloste. Nach dem Abkiihlen waren DIBMA- und SMA (2:1)-
Stammlosungen (und in Tris-Puffer gelostes SMA-SB) zwei Wochen lang stabil, wenn sie bei
Raumtemperatur gelagert wurden; im Gegensatz dazu kam es bei SMA-SB in Wasser zu einer
Phasentrennung unterhalb seiner UCST. Eine dhnliche Beobachtung wurde bereits fiir andere
Sulfobetain-Polymere gemacht.'®3 Die Proben wurden aus Stammlésungen hergestellt, indem
sie auf Monomerkonzentrationen auf 75 mM verdiinnt wurden. Fir die EPR-Messungen
wurden Spinsonden-Stammldsungen mit 6 mM Spinsonde hinzugefligt, um eine endgiiltige
Spinsondenkonzentration von 150 UM bei einem Spin/Monomer-Verhaltnis von 1:500
(mol/mol) zu erhalten. Da sich SMA-SB nicht in einer fir 75 mM Monomer ausreichenden
Menge aufloste, wurden die entsprechenden Ansatze auf 134 uM Spinsonde und =28,3 mM
Monomer verkleinert, um ein angemessenes Spin/Monomer-Verhaltnis sowie ein

ausreichendes Signal/Rausch-Verhaltnis zu gewéhrleisten.
Lichtstreuung

DLS-Experimente wurden mit einem Litesizer 500 (Anton Paar, Graz, Osterreich) durchgefiihrt,
der mit einer Mikro-Quarz-Kiivette mit einem Probenvolumen von 70 plL ausgestattet war. Die
Probe wurde bei A = 658 nm bestrahlt, und die Seitenstreuung (90°) wurde bei konstanter
Temperatur gemessen. Vor jeder Messung wurde die Probe mindestens 1 Minute lang

214 ynter Verwendung der

aquilibriert. Die DLS-Daten wurden mit dem Contin-Algorithmus
ALV-5000/E/EPP-Software (v. 3.0.1.13, ALV Laser-Vertriebsgesellschaft Langen, Deutschland)
ausgewertet. cmPALS wurde mit demselben System unter Verwendung der Univette (Anton
Paar) durchgefiihrt. Jedes Experiment wurde mindestens dreimal durchgefiihrt, um die
Reproduzierbarkeit zu gewahrleisten, mit einer Aquilibrierungszeit von 1 Minute vor jeder

Wiederholung. Die elektrophoretischen Mobilitdten wurden gemittelt, und die {-Potenziale

wurden wie im Theorie Teil beschrieben berechnet.
cWEPR-Spektroskopie

Die cwEPR bei X-Band-Frequenzen wurde mit dem Spektrometer Miniscope MS5000
(magnettech, Freiberg, Deutschland) durchgefihrt. Um temperaturabhidngige Messungen
durchzufiihren, wurde das Gerdt an einen Temperaturregler HO04 (magnettech)

angeschlossen. Alle Spektren wurden mit einem Magnetfeld-Sweep von 10 mT, zentriert um
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337,5 mT, einer Abtastzeit von 60 s, einer Modulationsamplitude von 0,02 mT und einer
Mikrowellendampfung von 15 dB aufgenommen, was einer Mikrowellenleistung von 3,16 mW
entspricht. Fir die Messungen bei Q-Band-Frequenzen wurde ein Bruker EMX-plus Q-
Spektrometer mit einem ER5106QT-Resonator (Bruker Biospin, Rheinstetten, Deutschland)
verwendet. Fir die Aufnahme der entsprechenden Raumtemperaturspektren wurden die
meisten Parameter aus den X-Band-Messungen Gbernommen. Zu beachten ist, dass die
Modulationsamplitude fir TEMPO und 4-Carboxy-TEMPO mit 0,05 mT gewdhlt wurde,
wahrend sie fiir 4-Oxo-TEMPO, CAT-1 und Fremy's Salz auf 0,02 mT reduziert wurde. Die
reduzierte Modulationsamplitude hat einen Einfluss auf die absolute Signalintensitat und das

entsprechende Signal-Rausch-Verhaltnis.

Die Probenvorbereitungsroutine war fiir beide Frequenzen ahnlich. Des Weiteren wurde
dieselbe Charge der vorbereiteten Proben gemessen, was zu einer unvermeidlichen
Lagerungszeit der Proben flihrte. Die Lagerungszeit konnte einige der Proben tiefgreifend
beeintrachtigen. Die Proben mit Fremy’s Salzes mussten frisch hergestellt werden, da es im
Vergleich zu den TEMPO-basierten Nitroxidradikalen weniger stabil ist und bereits nach kurzer
Zeit einen starken Signalverlust aufweist. Mikropipetten (BLAUBRAND intraMARK, Wertheim,
Deutschland) wurden mit 10-15 uL Probe gefiillt und mit Kapillarrohrdichtmittel (CRITOSEAL
Leica) verschlossen. Spektralsimulationen wurden in MatLab (R2016a und R2018b) in
Kombination mit dem EasySpin-Paket fiir EPR-Spektroskopie (v. 5.2.25) durchgefiihrt.?%° Zum
besseren Vergleich sind die dargestellten Abbildungen mit cwEPR-Spektren in der mittleren

Feldposition iberlagert.
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8. Anhang

8.1. peripheres Myelinprotein 2

8.1.1. cwEPR Analytik

Tabelle 12 grundlegende cwEPR-Simulationsparameter der Spektralkomponenten fir X-Band Frequenzen; g-Tensoren und

A-Tensoren bei 20 uM 5-DSA Konzentration und 200uM Proteinkonzentration

Linienbreite

[mT]

Gauss  Lorenz

frei 2,0055

[{lan=eIETAAS 2,0098 | 2,00543 | 2,0025 | 13,67 14,86 100,19 | O 0

[EnECIEIRIE 2,0098 | 2,00543 | 2,0025 | 13,67 14,86 100,19 | O 0

Stark 2,009 | 2,0058 |2,0021 |15 15 96 0 0,1

gebunden

Tabelle 13 grundlegende cwEPR-Simulationsparameter der Spektralkomponenten fiir X-Band Frequenzen; D-Tensoren, -B-

Eulerwinkel und Heisenberg-Austauschfrequenzen bei 20 uM 5-DSA Konzentration und 200uM Proteinkonzentration

B-Euler-  Heisenberg-

Winkel Austausch [MHz]

frei 6,913E8

1,95062E9

1,95062E9

[{lan=eIEIAM 8,77105E7 | 1,36861E7 | 3,45075E7 | 50° 2,7

[RCNEGIEIAIN 2,94136E7 | 2,94136E7 | 7,32063E7 | 50° 4

Stark 3eb 3eb 1le8 32° 0

gebunden
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Tabelle 14 grundlegende cwEPR-Simulationsparameter der Spektralkomponenten fiir X-Band Frequenzen; g-Tensoren und

A-Tensoren bei 20 UM 16-DSA Konzentration und 200uM Proteinkonzentration

Axx Ay Az [MHz] Linienbreite

[MHz]  [MHz] [mT]

Gauss Lorenz

frei 2,00551 | 2,00259

Stark 2,0092 | 2,0055 |2,0025 |14 14 100,5 0 0

gebunden

Tabelle 15 grundlegende cwEPR-Simulationsparameter der Spektralkomponenten fir X-Band Frequenzen; D-Tensoren, -B-

Eulerwinkel und Heisenberg-Austauschfrequenzen bei 20 UM 16-DSA Konzentration und 200uM Proteinkonzentration

B-Euler-  Heisenberg-

Winkel Austausch [MHz]

frei 8,66578E8 2,47122E9

2,47122E9

Stark 4,18648E7 | 7,A4473E7 | 7,44473E7 | 32 0

gebunden
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Abbildung 59 Darstellung des gebundenen Anteils an 16-DSA; bei X-Band Frequenzen im cwEPR; bei 20uM 16-DSA zu je 200

UM Protein
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Abbildung 60 Darstellung der Simulationen gegen Messung und rechts Visualisierung der Spektralkomponenten fiir P2

Wildtyp und P2 143N bei den Messungen von 37°C
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Abbildung 61 Darstellung der Simulationen gegen Messung und rechts Visualisierung der Spektralkomponenten fir P2 152T

und P2 P38G bei den Messungen von 37°C
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Abbildung 62 Darstellung der cwEPR-Messung (mangenta) und die dazugehorigen simulierten cwEPR-Spektren (blau) fiir 5-
DSA bei 20uM mit steigender Konzentration des P2 Wildtyp von OuM bis 200 uM bei 37°C
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P2 143N with 20 uM 5-DSA
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Abbildung 63 Darstellung der cwEPR-Messung (mangenta) und die dazugehorigen simulierten cwEPR-Spektren (blau) fiir 5-
DSA bei 20uM mit steigender Konzentration des P2 143N von OpuM bis 200 uM bei 37°C
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P2 P38G with 20 yM 5-DSA
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Abbildung 64 Darstellung der cwEPR-Messung (mangenta) und die dazugehorigen simulierten cwEPR-Spektren (blau) fir 5-
DSA bei 20uM mit steigender Konzentration des P2 P38G von OuM bis 200 uM bei 37°C
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P2 152T with 20 uM 5-DSA
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Abbildung 65 Darstellung der cwEPR-Messung (mangenta) und die dazugehorigen simulierten cwEPR-Spektren (blau) fiir 5-

DSA bei 20uM mit steigender Konzentration des P2 152T von OuM bis 200 uM bei 37°C
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200puM P2wt with 20 uM 5-DSA
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Abbildung 66 Darstellung der Temperaturreihe von 200uM P2wt mit 20 uM 5-DSA, X-Band-cwEPR-Messungen (mangenta),

Simulationen der cwEPR-Messung (blau)
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200uM P2 143N with 20 uM 5-DSA
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Abbildung 67 Darstellung der Temperaturreihe von 200uM P2 143N mit 20 uM 5-DSA, X-Band cwEPR-Messungen

(mangenta), Simulationen der cwEPR-Messung (blau)
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200pM P2 152T with 20 uM 5-DSA
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Abbildung 68 Darstellung der Temperaturreihe von 200uM P2 I52T mit 20 uM 5-DSA, X-Band cwEPR-Messungen

(mangenta), Simulationen der cwEPR-Messung (blau)
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Abbildung 69 Darstellung der Temperaturreihe von 200uM P2 P38G mit 20 uM 5-DSA, X-Band cwEPR-Messungen

(mangenta), Simulationen der cwEPR-Messung (blau)
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P2 143N with 20 uyM 16-DSA
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Abbildung 70 Darstellung der cwEPR-Messung (mangenta) und die dazugehdrigen simulierten cwEPR-Spektren (blau) fur

16-DSA bei 20uM mit steigender Konzentration des P2 143 von OuM bis 200 uM bei 37°C
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Abbildung 71 Darstellung der cwEPR-Messung (mangenta) und die dazugehorigen simulierten cwEPR-Spektren (blau) fiir 5-

DSA bei 20uM mit steigender Konzentration des P2 152Tvon OuM bis 200 uM bei 37°C
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Abbildung 72 Darstellung der cwEPR-Messung (mangenta) und die dazugehorigen simulierten cwEPR-Spektren (blau) fiir 5-

DSA bei 20uM mit steigender Konzentration des P2 Wildtyp von OuM bis 200 uM bei 37°C
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P2 P38G with 20uM 16DSA
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Abbildung 73 Darstellung der cwEPR-Messung (mangenta) und die dazugehorigen simulierten cwEPR-Spektren (blau) fiir 5-

DSA bei 20uM mit steigender Konzentration des P2 P38G von OuM bis 200 uM bei 37°C
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Abbildung 74 Hill Fit und Darstellung gesamt gebunden 5/16-DSA in Prozent (aus cwEPR X-Band Simulationen, Messungen

bei 37°C) aufgetragen gegen die steigende Konzentration von P2 Wildtyp;
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Abbildung 75 Hill Fit und Darstellung gesamt gebunden 5/16-DSA in Prozent (aus cwEPR X-Band Simulationen, Messungen

bei 37°C) aufgetragen gegen die steigende Konzentration von P2 143N;
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Abbildung 76 Hill Fit und Darstellung gesamt gebunden 5/16-DSA in Prozent (aus cwEPR X-Band Simulationen, Messungen

bei 37°C) aufgetragen gegen die steigende Konzentration von P2 I52T;
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Abbildung 77 Hill Fit und Darstellung gesamt gebunden 5/16-DSA in Prozent (aus cwEPR X-Band Simulationen, Messungen

bei 37°C) aufgetragen gegen die steigende Konzentration von P2 P38G;
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8.1.2. Filmwaage
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Abbildung 78 Links: Oberflachendruckmessungen an einer Langmuir-Filmbalance mit konstanter Oberflache nach Injektion

von P2-Varianten unter einer PNS-Myelin-dhnlichen Lipid-Monolayer mit variablen Anfangsoberflachendricken (mtn;).

Rechts: Darstellung des anfianglichen Oberflichendrucks gegen den Oberflichendruck nach der Aquilibrierung und lineare
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Regression (rote Linie); von oben nach unten: P2 Wildtyp; P2 143N; P2 152T; P2 P38G
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Abbildung 79 Druck-Flachen-Isotherme epifluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen von Abbildung 30 zum

Kompressionsverhaltens der PNS-Monoschicht versetzt mit 0,05mol% Rho-B-DHPE auf einer HEPES-NaCl-Puffer-Subphase
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Abbildung 80 Vergleich der Isothermen des Kompressionsverhaltens der PNS-Monoschicht mit und ohne Zugabe von

0,05mol% Rho-B-DHPE auf einer HEPES-NaCl-Puffer-Subphase
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Abbildung 81 Druck-Flachen-Isotherme epifluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen von Abbildung 31 zum
Kompressionsverhaltens der PNS-Monoschicht versetzt mit 0,05mol% Rho-B-DHPE und P2 Wildtyp Proteininjektion bei 20
mN/m auf einer HEPES-NaCl-Puffer-Subphase; Kompression des Filmes bis 20 mN/m, dann Proteininjektion und Inkubation;
erneuter Start der Kompression bei 26 mN/m bis zum Kollaps des Filmes. Druckdifferenz zwischen 20 mN/m bis 26 mN/m

durch Proteinadsorption an Monoschicht.
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Abbildung 82 Druck-Flachen-Isotherme epifluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen von Abbildung 34 zum
Kompressionsverhaltens der PNS-Monoschicht versetzt mit 0,05mol% Rho-B-DHPE und P2 I152T Proteininjektion bei 20
mN/m auf einer HEPES-NaCl-Puffer-Subphase; Kompression des Filmes bis 20 mN/m, dann Proteininjektion und Inkubation;
erneuter Start der Kompression bei 29 mN/m bis zum Kollaps des Filmes. Druckdifferenz zwischen 20 mN/m bis 29 mN/m

durch Proteinadsorption an Monoschicht.
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Abbildung 83 Druck-Flachen-Isotherme epifluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen von Abbildung 33 zum
Kompressionsverhaltens der PNS-Monoschicht versetzt mit 0,05mol% Rho-B-DHPE und P2 143N Proteininjektion bei 20
mN/m auf einer HEPES-NaCl-Puffer-Subphase; Kompression des Filmes bis 20 mN/m, dann Proteininjektion und Inkubation;
erneuter Start der Kompression bei 27 mN/m bis zum Kollaps des Filmes. Druckdifferenz zwischen 20 mN/m bis 27 mN/m

durch Proteinadsorption an Monoschicht.
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Abbildung 84 Druck-Flachen-Isotherme epifluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen von Abbildung 32 zum
Kompressionsverhaltens der PNS-Monoschicht versetzt mit 0,05mol% Rho-B-DHPE und P2 P38G Proteininjektion bei 20
mN/m auf einer HEPES-NaCl-Puffer-Subphase; Kompression des Filmes bis 20 mN/m, dann Proteininjektion und Inkubation;
erneuter Start der Kompression bei 30 mN/m bis zum Kollaps des Filmes. Druckdifferenz zwischen 20 mN/m bis 30 mN/m

durch Proteinadsorption an Monoschicht.
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Abbildung 85 Druck-Flachen-Isotherme epifluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen von Abbildung 35 zum
Kompressionsverhaltens der PNS-Monoschicht versetzt mit 0,05mol% Rho-B-DHPE und P2 Wildtyp + P2 Wildtyp Alexa 488
Konjugat Proteininjektion bei 20 mN/m auf einer HEPES-NaCl-Puffer-Subphase; Kompression des Filmes bis 20 mN/m, dann
Proteininjektion und Inkubation; erneuter Start der Kompression bei 26 mN/m bis zum Kollaps des Filmes. Druckdifferenz

zwischen 20 mN/m bis 26 mN/m durch Proteinadsorption an Monoschicht.
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Abbildung 86 Druck-Flachen-Isotherme epifluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen von Abbildung 35 zum
Kompressionsverhaltens der PNS-Monoschicht versetzt mit 0,05mol% Rho-B-DHPE und P2 143N + P2 143N Alexa 488
Konjugat Proteininjektion bei 20 mN/m auf einer HEPES-NaCl-Puffer-Subphase; Kompression des Filmes bis 20 mN/m, dann

Proteininjektion und Inkubation; erneuter Start der Kompression bei 26 mN/m bis zum Kollaps des Filmes. Druckdifferenz
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zwischen 20 mN/m bis 26 mN/m durch Proteinadsorption an Monoschicht.
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Abbildung 87 Druck-Flachen-Isotherme epifluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen von Abbildung 35 zum
Kompressionsverhaltens der PNS-Monoschicht versetzt mit 0,05mol% Rho-B-DHPE und P2 I52T + P2 I52T Alexa 488
Konjugat Proteininjektion bei 20 mN/m auf einer HEPES-NaCl-Puffer-Subphase; Kompression des Filmes bis 20 mN/m, dann

Proteininjektion und Inkubation; erneuter Start der Kompression bei 26 mN/m bis zum Kollaps des Filmes. Druckdifferenz
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zwischen 20 mN/m bis 26 mN/m durch Proteinadsorption an Monoschicht.
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Abbildung 88 Druck-Flachen-Isotherme epifluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen von Abbildung 35 zum
Kompressionsverhaltens der PNS-Monoschicht versetzt mit 0,05mol% Rho-B-DHPE und P2 P38G + P2 P38G Alexa 488
Konjugat Proteininjektion bei 20 mN/m auf einer HEPES-NaCl-Puffer-Subphase; Kompression des Filmes bis 20 mN/m, dann
Proteininjektion und Inkubation; erneuter Start der Kompression bei 28 mN/m bis zum Kollaps des Filmes. Druckdifferenz

zwischen 20 mN/m bis 28 mN/m durch Proteinadsorption an Monoschicht.
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8.2. RyR Sonden Synthese und Analyse

8.2.1. Synthese und Syntheseanalytik

RYR-1 8-((2-hydroxyethyl)amino)-1,3,7-trimethyl-3,7-dihydro-1H-purine-
2,6-dione

IUPAC: 8-((2-hydroxyethyl)amino)-1,3,7-trimethyl-3,7-dihydro-1H-purine-
2,6-dione

CAS-Nr.: 6320-10-1

Summenformel: Ci10H15Ns03

Molekulargewicht: 253,26 g/mol

17

Fir die Reaktion werden 237,09 mg 8-Bromcoffein und 0,3 ml 2-Aminoethan-1-ol im
Losungsmittel gelost und mehrere Stunden unter Riickfluss gekocht, der Reaktionsfortschritt
wird (ber DC lberprift. AnschlieBend wird die Reaktionsmischung im Rotationsverdampfer
getrocknet und der erhaltene Feststoff mit Ethanol aufgekocht. Nicht umgesetztes 8-
Bromcoffein kann durch Filtration abgetrennt werden. Die Ethanollésung wird erneut
getrocknet. Das Produkt wird durch Sdulenchromatographie aufgereinigt. Als Laufmittel dient

hierbei ein Ethylacetat/Ethanol-Gradient. Das Produkt ist ein weiRer Feststoff.

Bei Durchfihrung ohne zusatzliches Losungsmittel werden 2,5 ml 2-Aminoethan-1-ol
verwendet. Die Mischung wird 1-2 Stunden bei 130- 140 °C gerihrt. Der Reaktionsfortschritt
wird mithilfe der DC Uberprift. Die heiBe Losung wird mit Ethanol aufgekocht, heiB filtriert
und dann gekihlt. Das Produkt fallt als weiler Feststoff aus. Dieser wird durch Filtration
abgetrennt und mit kaltem Ethanol gewaschen. Als Losungsmittel kbnnen verwendet werden:

DMF, DMSO, Ethanol (15 bar), Toluol.
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1H-NMR: (500 MHz, CDs0OD) & = 4,83 (s, 1 H, HDO), 3,73 (tr, 2 H, -C(17)Ha2), 3,63 (s, 3 H, -
C(14)Hs), 3,56 (tr, 2 H, -C(16)H2) , 3,48 (s, 3 H, -C(12)Hs), 3,31 (m, CH3-OH + -C(11)Hs) ppm;

IR: 7,4, = 3482 (-O-H, m), 3368 (-N-H, s), 3260 (-O-H, br), 2932 (-C-H, sw), 1689 (-C=0, m),
1650 (-C=0, m), 1612 (-C=C, s), 1579, 1537 (-C=N, m), 1481, 1380, 1354 (-CHs und -CH2, m);

Schmelzpunkt: 236 °C;

MS: m/z 252,20 (100 %) [M~H], 253,20 (12 %) [M]; 528,93 (100 %) [2M*], 254,21 (45 %) [M"]
, 276,02 (33 %) [M* + Na*]; R¢ (Ethylacetat/Methanol/25 % NHs, 18: 4: 3): 0,51
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RYR-2 8-((3-hydroxypropyl)amino)-1,3,7-trimethyl-3,7-dihydro-1H-purine-
2,6-dione

IUPAC: 8-((3-hydroxypropyl)amino)-1,3,7-trimethyl-3,7-dihydro-1H-purine-
2,6-dione

CAS: 95073-80-6

Summenformel: C11H17NsO3

Molekulargewicht: 267,288 g/mol

500 mg 8-Bromcoffein werden mit 5 ml 3-Aminopropan-1-ol 2 Stunden bei 140 — 150 °C
gekocht. Der Reaktionsfortschritt wird mithilfe der DC liberprift. Die Reaktionsmischung wird
mit wenig Ethanol aufgekocht, heil} filtriert und dann langsam abgekihlt. Das Produkt

kristallisiert aus und wird durch Filtration abgetrennt und mit kaltem Ethanol gewaschen.

1H-NMR: (400 MHz, CDs0D) 6 = 4,82 (HDO), 3,65 (tr, 2 H, -C(18)H>), 3,61 (s, 3 H, -C(14)Hs),
3,53 (tr, 2H, -C(16)H2 ), 3,47 (s, 3 H, -C(12)Hs) 3,31 (m, CH3-OH + -C(11)Hs), 1,85 (qu, 2 H, -
C(17)Hy),

IR: Ve = 3516, 3479 (-O-H, w), 3354 (-N-H, s), 2956 (-C-H, w), 1695 (-C=0, w), 1650 (-C=0,
w), 1611 (-C=C, s), 1574, 1540 (-C=N, m), 1480, 1379, 1348 (-CHs und -CH;, m);
Schmelzpunkt: 221 °C;

MS: m/z 266,03 (100%) [M" -H], 267,24 (15%) [M],557,01 (100 %) [2M* + Na*], 290,09 (30 %)
[M* + Na*], 268,24 (35 %) [M*]; R¢ (Ethylacetat/Methanol/25 % NHs, 18: 4: 3): 0,52
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RYR-3 7-(2-hydroxyethyl)-1,3-dimethyl-3,7-dihydro-1H-purine-2,6-dione
IUPAC: 7-(2-hydroxyethyl)-1,3-dimethyl-3,7-dihydro-1H-purine-2,6-dione
CAS: 519-37-9

Summenformel: CoH14N403

Molekulargewicht: 224,22 g/mol

1 g Theophyllin mit 1 ml Triethylamin in 20 ml DMF |6sen, 0,6 ml 2-Bromethanol dazugeben.
L6sung 2 Stunden bei 95 — 100 °C riihren. Abkiihlen lassen, bei Bedarf leicht einengen. Nicht
umgesetztes Theophyllin kann durch Filtration abgetrennt werden. Das Filtrat wird erneut
eingeengt und durch Saulenchromatographie aufgereinigt. Als Laufmittel dient hierbei ein
Ethylacetat: Methanol: 25 % NH3; Gemisch mit einem Verhaltnis von 18:4:3. Das Produkt ist ein

weiler Feststoff.

1H-NMR: (400 MHz, CDCl3) § =8,02 (s, 1 H, C(8)H), 4,48 (tr, 2 H, C(15)H,), 3,99 (tr, 2 H, C(14)H,),
3,65 (s, 3 H, C(13)Hs (Theophyllin)), 3,59 (s, 3 H, C(13)Hs), 3,44 (s, 3 H, C(12)Hs (Theophyllin)),
3,40 (s, 3 H, C(12)Hs);

IR: .4, = 3305 (-O-H, s, br), 3115 (=C-H, w), 1693 (-C=0, m), 1643 (-C=0, s), 1605 (-C=C, m),
1547 (-C=N, m), 1484, 1468, 1405, 1373 (-CHs und -CHa, m);

Schmelzpunkt: 144 °C;

MS: m/Z 179,28 (100 %) [M- Theophyllin], 257,23 (30 %) [M-‘ H + Cl-], 396,47 (57%) [2M+ Theophyllin
+ Na'], 247,26 (17 %) [M* + Na*]; R¢ (Ethylacetat/Methanol/25 % NHs, 18: 4: 3): 0,56
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RYR-4 1-(3-chloropropyl)-3,7-dimethyl-3,7-dihydro-1H-purine-2,6-dione
IUPAC: 1-(3-chloropropyl)-3,7-dimethyl-3,7-dihydro-1H-purine-2,6-dione
CAS: 74409-52-2

Summenformel: C10H13CIN4O2

Molekulargewicht: 256,69 g/mol

500 mg Theobromin mit 110 mg Natriumhydroxid in 7,5 ml Wasser und 14 ml Ethanol 30 min
unter Rickfluss erhitzen, bis eine klare Losung entsteht. Das Losungsmittel entfernen und den
Feststoff in 14 ml DMF aufnehmen. 2,5 ml 1-Brom-3-Chlorpropan zugeben und Loésung 2,5
Stunden bei 140 °C riihren. Das Losungsmittel entfernen und das Produkt in Diethylether
[6sen. Zweimal mit Wasser waschen, um Theobromin zu entfernen. Das Produkt kristallisiert
in der Kalte in langen weiBen Nadeln aus Diethylether aus und kann durch Filtration gewonnen

werden.

1H-NMR: (400 MHz, CDCl3) 6 = 7,53 (s, 1 H, C(8)H), 4,15 (m, 2 H, C(12)H2), 3,99 (s, 3 H, C(14)Hs), 3,58

(s, 3 H, C(13)H3), 3,45 (tr, 2 H, C(16)H2), 2,16 (m, 2 H, C(15)H2);

IR: ¥, = 3106 (=C-H, m), 2955 (-C-H, m), 1705 (-C=0, m), 1646 (-C=0, s), 1604 (-C=C, w), 1547
(-C=N, m), 1484, 1437, 1409, 1353 (-CHs und -CH,, m);

Schmelzpunkt: 144 °C;

MS: m/z 339,5 (100 %) [M~ + Br], 255 (55 %) [M" -H], 221,2 (100 %) [M* - CI;
Rt (Ethylacetat/Methanol/25 % NHs, 18: 4: 3): 0,72
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RYR-5 2-((1,3,7-trimethyl-2,6-dioxo-2,3,6,7-tetrahydro-1H-purin-8-
yl)amino)ethyl-2,2,6,6-tetra-methylpiperidine-1-oxyl-4-carboxylate

IUPAC: 2-((1,3,7-trimethyl-2,6-dioxo-2,3,6,7-tetrahydro-1H-purin-8-
yl)amino)ethyl-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl-4-carboxylate

Summenformel: C20H31N60s

Molekulargewicht: 435,51

118 mg 4-Carboxy-TEMPO und 20,5 mg DMAP wurden unter Argon- Atmosphare in 30 ml
trockenem DMF gel6st. Die Losung auf 0 °C kihlen, dann 303 mg DCC in DMF tropfenweise
zugeben. Nach 20 min 72 mg RYR-1 in DMF langsam bei Raumtemperatur zugeben. Nach 8 h
Fortschritt Gber DC priifen. Das Lésungsmittel entfernen. Aufreinigung des Produktes mithilfe

einer praparativen Diinnschichtchromatographie mit XXX Laufmittel.

1H-NMR: (400 MHz, CDCls) & = 7,26 (s, CDCls), 6,31 (s, 1 H, N(15)H), 4,16 (s (breit), X H,
C(16,17)Ha2), 3,74 (s (breit), X H, C(12,13,14)Hs), 3.,13 (s, 1 H, C(20)H), 2,36 (tr, 4 H, C(22,26)H,),
2,01-1,28 (m, HDO + C(28, 29, 30, 31)Hs);

IR: ¥, = 3303 (-N-H, m), 2971, 2929, 2856 (-C-H, s), 1693 (-C=0, m), 1655 (-C=0, s), 1530 (-
C=N, m), 1452, 1400, 1333 (-CH3 und -CHa, m);

Schmelzpunkt: 168,7 °C;

MS: m/z 280,32 (100 %) [M- - TEMPO], 429,32 (100%) [M + M?*-O]; R
(Ethylacetat/Methanol/25 % NHs, 18: 4: 3): 0,83
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RYR-6 3-((1,3,7-trimethyl-2,6-dioxo-2,3,6,7-tetrahydro-1H-purin-8-
yl)amino)propyl-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl-4-carboxylate

IUPAC: 3-((1,3,7-trimethyl-2,6-dioxo-2,3,6,7-tetrahydro-1H-purin-8-
yl)amino)propyl-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl-4-carboxylate

Summenformel: C21H33NeOs

Molekulargewicht: 449,53

240 mg Carboxy-TEMPO und 26 mg DMAP unter Argon- Atmosphare in 30 ml trockenem DMF
|6sen. Die Losung auf 0 °C kiihlen, dann 290 mg DCC in DMF tropfenweise zugeben. Nach 20
min 261 mg RYR-2 in DMF langsam bei Raumtemperatur zugeben. Nach 8 h Fortschritt Giber
DC prifen. Das Losungsmittel entfernen. Aufreinigung des Produktes mithilfe einer
praparativen Diinnschichtchromatographie mit Heptan: Ethylacetat im Verhaltnis 1:3 als

Laufmittel.

1H-NMR: (400 MHz, CDCl3) & = 7,26 (s, CDCls), 4,11 (tr, X H, C(18)H2 ), 3,69 (s (breit), C(12, 13, 14)H3 +
C(16)H2), 3,10 (tr, 1 H, C(21)H), 2,33 (m, 2 H, C(17)H>), 1,98 — 1,84 (m, 4 H,C(23,27)Hz) 1,64 (m, HDO), 1,40 (s, 12
H, C(29, 30,31, 32)Hs);

IR: ¥pq = 3302 (-N-H, m), 2929, 2856 (-C-H, s), 1694 (-C=0, m), 1654 (-C=0, s), 1530 (-C=N,
m), 1452, 1401, 1333 (-CHs und -CH2, m);

Schmelzpunkt: 167,2 °C;

MS: m/z = 280,30 (100 %) [M-(TEMPO-COO’) + Br ], 429,36 (100 %) [M*-O]; Rs
(Ethylacetat/Methanol/25 % NHs, 18: 4: 3): 0,86
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RYR-7 2-(1,3-dimethyl-2,6-dioxo-2,3,6,7-tetrahydro-1H-purin-7-yl)ethyl-

2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl-4-carboxylate

IUPAC: 2-(1,3-dimethyl-2,6-dioxo-2,3,6,7-tetrahydro-1H-purin-7-yl)ethyl-
2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-oxyl-4-carboxylate

Summenformel: CisH26Ns0

Molekulargewicht: 406,46

150 mg Carboxy-TEMPO und 40 mg DMAP unter Argon- Atmosphare in 30 ml trockenem DMF
|6sen. Die Losung auf 0 °C kiihlen, dann 390 mg DCC in DMF tropfenweise zugeben. Nach 20
min 300 mg RYR-3 in DMF langsam bei Raumtemperatur zugeben. Nach 8 h Fortschritt tGber
DC prifen. Das Losungsmittel entfernen. Aufreinigung des Produktes mithilfe
Saulenchromatographie mit einem Heptan/Ethylacetat-Gradienten und Aluminiumoxid als

stationdre Phase.

1H-NMR: (400 MHz, CDCls) & 7,26 (CDCls), 4,03 (m, 2H, C(14)H,), 3,68 (m, 2H, C(13)H2), 3,59
(m, 3H, C(12)Hs), 3,43 (m, 3H, C(29)Hs), 2,96 (m, 1H, C(17)H), 1,64 (m, 4H, C(19, 23)H,), 1,40
(m, 12H, C(24, 25, 26, 27)Hs);

IR: V,,,4x = 3302 (-N-H, m), 2928, 2855 (-C-H, s), 1693 (-C=0, m), 1655 (-C=0, s), 1532 (-C=N,
w), 1451, 1400, 1333 (-CH3 und -CH3, m);

Schmelzpunkt: 157,4 °C;

MS: m/z = 280,41 (100 %) [TEMPO-COO + Br], 441,27 (28 %) [M" + CI], 390,29 (100 %) [M* —
0], 429,20 (17 %) [M*+ Na]; R¢ (Ethylacetat/Methanol/25 % NHs, 18: 4: 3): 0,84
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RYR-8 1-(3-((2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl-4-yl)oxy)propyl)-3,7-
dimethyl-3,7-dihydro-1H-purine-2,6-dione

IUPAC: 1-(3-((2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl-4-yl)oxy)propyl)-3,7-
dimethyl-3,7-dihydro-1H-purine-2,6-dione

Summenformel: C19H30N504

Molekulargewicht: 392,48

80 mg 4-Hydroxy-TEMPO in trockenem DMF |6sen, 14 mg NaH zugeben, kurz rihren lassen.
Losung auf O °C kihlen, 102 mg RYR-4 in DMF tropfenweise zugeben. 5 Stunden bei
Raumtemperatur riihren, Reaktionsfortschritt Gber DC prifen. Aufreinigung des Produktes
nach Entfernen des LoOsungsmittels mit einer Saulenchromatographie mit einem

Heptan/Ethylacetat-Gradienten und Kieselgel als stationére Phase.

1H-NMR: (400 MHz, CDcls) 8= 7,26 (CDCls), 4,16 (m, 2 H, C(12)H2), 3,73 (m, 2 H, C(18)H2),
3,67(s, 3 H, C(14)Hs), 3,53(m, 1 H, C(18)H), 3,47 (s, 3 H, C(13)H2), 3,22 (m, 2 H, C(15)H2) , 1,75
(m, 4 H, C(19, 23)H2), 1,35 (m, 16 H, C(25, 26, 27, 28)H,);

IR: ¥4 = 3390 (H20, br), 2976, 2949, 2930, 2857 (-C-H, s), 1722 (-C=0, w), 1473, 1453, 1294
(-CHs und -CH3, m);

Schmelzpunkt: 135,2 °C;

MS: neg. lonisierung: m/z = 339,41 (100 %) 339,5 (100 %) [M- (RYR-4)+ Br], 425,41 (28 %) [M-
+ Cl], 284,48 (82 %) [M* + K]; Rf (Heptan/Ethylacetat, 1:3 ): 0,41
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RT: 0.02 AV: 1 NL: 4.88E6
T: +c Full ms [ 50.00 - 1000.00]
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Abbildung 91 Massenspektrogramm mit positiver lonisierung fiir RYR-1.
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Abbildung 95 Massenspektrogramm mit positiver lonisierung fiir RYR-2.
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Relative Abundance
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Abbildung 99 Massenspektrogramm mit positiver lonisierung fiir RYR-3.
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E\Data\serviceiryr-44-1 uvLarEy U R e
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Abbildung 103 Massenspektrogramm mit positiver lonisierung fiir RYR-4.
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Abbildung 107 Massenspektrogramm mit positiver lonisierung fiir RYR-5.
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RT: 0.02 AV: 1 NL: 2.78E7
Full ms [ 50.00 - 1200.00]
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Abbildung 111 Massenspektrogramm mit positiver lonisierung fiir RYR-6.
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Abbildung 115 Massenspektrogramm mit positiver lonisierung fiir RYR-7. Abbildung 116 Massenspektrogramm mit negativer lonisierung fiir RYR-7.
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Abbildung 119 Massenspektrogramm mit positiver lonisierung fiir RYR-8.
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8.2.2. cWEPR Analytik
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Abbildung 121 cwEPR X-Band Messung von Carboxy-TEMPO, RYR-5, RYR-6,RYR-7 bei 20 uM Labelkonzentration in MiliQ bei
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Labelkonzentration 20pM bei 0%(V/V) Glycerol
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Abbildung 122 cwEPR X-Band Messung von TEMPOL, RYR-8 bei 20 uM Labelkonzentration in MiliQ bei variabler

Glycerolkonzentration
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Labelkonzentration 50puM bei 0%(V/V) Glycerol
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Abbildung 123 cwEPR X-Band Messung von Carboxy-TEMPO, RYR-5, RYR-6,RYR-7 bei 50 uM Labelkonzentration in MiliQ bei

variabler Glycerolkonzentration
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Labelkonzentration S0uM bei 0%(V/IV) Glycerol
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Abbildung 124 cwEPR X-Band Messung von TEMPOL, RYR-8, bei 50 uM Labelkonzentration in MiliQ bei variabler

Glycerolkonzentration
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Labelkonzentration 100uM bei 0%(V/V) Glycerol
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Abbildung 125 cwEPR X-Band Messung von Carboxy-TEMPO, RYR-5, RYR-6,RYR-7 bei 100 uM Labelkonzentration in MiliQ

bei variabler Glycerolkonzentration
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Labelkonzentration 100uM bei 0%(VW'V) Glycerol
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Abbildung 126 cwEPR X-Band Messung von TEMPOL, RYR-8 bei 100 uM Labelkonzentration in MiliQ bei variabler

Glycerolkonzentration
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Simulationsplot RyR-5
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Abbildung 127 Experimentelle (schwarz) und simulierte (rot) cwEPR-Spektren X-Band fir RYR-5 bei 100uM und variabler

Glycerolkonzentration
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Simulationsplot RYR-6
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Abbildung 128 Experimentelle (schwarz) und simulierte (rot) cwEPR-Spektren X-Band fiir RYR-6 bei 100uM und variabler
Glycerolkonzentration
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Simulaitonsplot RYR-7
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Abbildung 129 Experimentelle (schwarz) und simulierte (rot) cwEPR-Spektren X-Band fir RYR-7 bei 100uM und variabler

Glycerolkonzentration
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Simulationsplot RyR-8
T T

T T T T T
| — Messung
I{ i Simulation
l
|

0% Glycerolanteil

‘ —

20% Glycerolanteil

_ l
| |
| \/fv

\
|
I 40% Glycerolanteil
|
|
%
\
| 60% Glycerolanteil
[
1|
‘1
| | | |
334 335 336 337

1 |
333

338 339 341 342
B/mT

Abbildung 130 Experimentelle (schwarz) und simulierte (rot) cwEPR-Spektren X-Band fir RYR-8 bei 100uM und variabler
Glycerolkonzentration
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Labelkonzentration 100uM bei 0%(V/V) Glycerol
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Abbildung 131 cwEPR Q-Band Messung von Carboxy-TEMPO, RYR-5, RYR-6,RYR-7 bei 100 uM Labelkonzentration in MiliQ

bei variabler Glycerolkonzentration
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Labelkonzentration 100uM bei 0%(V/V) Glycerol
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Abbildung 132 cwEPR Q-Band Messung von TEMPOL, RYR-8 bei 100 uM Labelkonzentration in MiliQ bei variabler

Glycerolkonzentration
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Abbildung 133 Experimentelle (schwarz) und simulierte (rot) cwEPR-Spektren Q-Band fiir Carboxy-TEMPO bei 100uM und

variabler Glycerolkonzentration
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Abbildung 134 Experimentelle (schwarz) und simulierte (rot) cwEPR-Spektren Q-Band fiir TEMPOL bei 100uM und variabler

Glycerolkonzentration
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Abbildung 135 Experimentelle (schwarz) und simulierte (rot) cwEPR-Spektren Q-Band fiir RYR-5 bei 100uM und variabler

Glycerolkonzentration
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Abbildung 136 Experimentelle (schwarz) und simulierte (rot) cwEPR-Spektren Q-Band fiir RYR-6 bei 100uM und variabler

Glycerolkonzentration
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RYR-7 100uM 0% Glycerol
T T T

T

L

Sim

L L L L
1208 1209 1210 1211 1212

L '
1213 1214

1215

1216

1217

L L L L L
1207 1208 1209 1210 1211

L L L L
1212 1213 1214 1215 1216

RYR-7 100uM 40% Glycerol
T T T T

L L
1206 1207 1208

L L
1209 1210 1211

L L
1212 1213

1214

L
1215

RYR-7 100uM 60% Glycerol
T T T T T

L L L L . L L
1208 1209 1210 1211 1212 1213 1214 1215 1216 1217

Abbildung 137 Experimentelle (schwarz) und simulierte (rot) cwEPR-Spektren Q-Band fiir RYR-7 bei 100uM und variabler

Glycerolkonzentration
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Abbildung 138 Experimentelle (schwarz) und simulierte (rot) cwEPR-Spektren Q-Band fiir RYR-8 bei 100uM und variabler

Glycerolkonzentration
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Tabelle 16 cwEPR Simulationsparameter fir X-Band und Q-band, g-Tensoren und a-Tensoren bei 100uM Labelkonzentration

und 0% Glycerolkonzentration

8xx 8yy 8z Axx Ay Az
[MHz] [MHz] [MHz]
RYR-5 0% Gly.
X Band 2,0085 | 2,0058 | 2,0023 21,52 | 16,4 | 105
Q Band 2,0094 | 2,0063 | 2,0026 21,12 | 16,4 | 106,8
RYR-6 0% Gly.
X Band 2,0085 | 2,0058 | 2,0023 21,12 | 16,4 | 105,28
Q Band 2,0094 | 2,0062 | 2,0026 21,12 | 16,4 | 106,8
RYR-7 0% Gly.
X-Band 2,0096 | 2,0062 | 2,0022 21,5 16,4 | 104,3
1. Komp
X-Band 2,0092 | 2,0060 | 2,0022 21,5 16,4 | 103,7
2.Komp
Q-Band, 2,0094 | 2,0062 | 2,0022 21,12 | 16,4 | 106,6
0% , 20%
Q-Band, 2,00938 | 2,0064 | 2,0023 21,5 16,4 | 104,2
40%,60%
1. Komp
Q-Band, 2,00938 | 2,0064 | 2,0023 21,5 16,4 | 1049
40%,60%
2. Komp
Carboxy-TEMPO
X Band 2,0088 | 2,006 2,0022 21,12 | 16,4 | 106,28
Q Band 2,009 2,0063 | 2,0026 21,12 | 16,4 | 107,78

Tabelle 17 cwEPR Simulationsparameter fir X-Band und Q-band, g-Tensoren und a-Tensoren bei 100uM Labelkonzentration

und 0% Glycerolkonzentration

RYR-8 0% Gly.
X Band
Q Band
TEMPOL
X Band
Q Band
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Tabelle 18 cwEPR Simulationsparameter fiir X-Band und Q-band, D-Tensoren und D-Tensoren in relativem Verhaltnis zu

einander bei 100uM Labelkonzentration und 0% Glycerolkonzentration

Reales Verhaltnis Relatives Verhaltnis B- Euler
Dix Dyy Dz D« Dy Dz
RYR-5 0% Gly.
X Band 7,50E8 | 7,50E8 | 3,68E9 1 1 4,9 50°
Q Band 7,12E8 | 7,12E8 | 3,42E9 1 1 4,8 50°
RYR-6 0% Gly.
X Band 7,20E8 | 7,20E8 | 3,52E9 1 1 4,9 50°
Q Band 7,87e8 | 7,87E8 | 3,78E9 1 1 4,8 50°
RYR-7 0% Gly.
X-Band 2,7E8 2,7E9 4,05E9 1 10 15 50°
1. Komp
X-Band 1,3E8 1,3E9 1,95E9 1 10 15 50°
2.Komp
Q-Band, 3E8 3E9 7,5E9 1 10 25 50°
0% , 20%
Q-Band, 4,8E7 4,8E7 7,8E9 1 1 162,5 50°
40%,60%
1. Komp
Q-Band, 4,2E7 4,2E7 1,35E9 1 1 32,1 50°
40%,60%
2. Komp
Carboxy-TEMPO
X Band 4,4E9 8,1E9 8,5E9 1 1,8 1,9 50°
Q Band 3,3E9 1,2E10 | 3,3E9 1 3,6 1 50°

Tabelle 19 cwEPR Simulationsparameter fiir X-Band und Q-band, D-Tensoren und D-Tensoren in relativem Verhaltnis zu

einander bei 100uM Labelkonzentration und 0% Glycerolkonzentration

Reales Verhaltnis Relatives Verhaltnis
Dxx Dyy

RYR-8 0% Gly.
X Band 2,5E9 2,5E9
ON:E N 5,85E9 1,17€10 | 1,17E10 |1 |2 2 50
TEMPOL
Q=R 6,54E9 1,8E9 1,8E9 1 [027 0,27 0
QBand [E= 8E9 2,5E10 1 |1 3,125 |50
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Tabelle 20 cwEPR Simulationsparameter fiir X-Band flr giso, Aiso, Linienbreite und tau, 100uM Labelkonzentration und

variabler Glycerolkonzentration

Glycerolanteil

8iso

2,00552

47.6400

Linienbreite [mT]

Gauss

Lorenz

tauc [ps]

130.6261

20 % 2,0056 47.4733 0.155 0.07 253.7173
40 % 2,0056 47.1400 0.155 0.065 503.1298
60 % 2,00567 47.2000 0.151 0.05 715.8961

Tabelle 21 cwEPR Simulationsparameter fiir X-Band fUr giso, Aiso, Linienbreite und tau. 100uM Labelkonzentration und

variabler Glycerolkonzentration

Glycerolanteil giso Linienbreite [mT] tauc [ps]

Gauss Lorenz

2,00553 136,16014

47,60

20 2,0056 47,43 0.185 0.015 228,71782
40 2,0056 47,26 0.19 0.015 472,7701
60 2,0056 46.9733 0.18 0.05 845,14261
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Tabelle 22 cwEPR Simulationsparameter fiir X-Band flr giso, Aiso, Linienbreite und tauc 100uM Labelkonzentration und

variabler Glycerolkonzentration

Glycerolanteil spektraler giso ' ‘ Linienbreite [mT] tauc [ps]
[%] Anteil [%] ‘ Gauss Lorenz
0 0,66 2,00598 | 47,4 0,19 |0 116,17
RYR-7 0,33 2,0058 47.2 0,1 0,1 241,29
20 0,55 2,00597 | 47,2667 |0,19 |0,01 130,69
0,45 2,00593 | 47,033 0,1 0,1 313,67
40 0,36 2,00585 | 46,8 018 |0 209,11
0,64 2,00573 | 46,8 0,1 0,1 1045,59
60 0,25 2,00585 | 46,6 0,19 |0,011 241,29
0,75 2,00598 | 46,8 0,1 0,1 1568,39

Tabelle 23 cwEPR Simulationsparameter fiir X-Band fiir giso, Aiso, Linienbreite und tauc 100uM Labelkonzentration und

variabler Glycerolkonzentration

Glycerolanteil giso Linienbreite [mT]

Gauss Lorenz

2,00557 45,24029

47,4667

20 2,0057 47,4667 0.18 0,03 82,25508

40 2,0057 47,1333 0.18 0,03 180,96117

60 2,0057 47,1333 0.18 0,03 565,50367
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Tabelle 24 cwEPR Simulationsparameter fiir X-Band flr giso, Aiso, Linienbreite und tauc 100uM Labelkonzentration und

variabler Glycerolkonzentration

Linienbreite [mT] tauc [ps]

Glycerolanteil giso

Gauss Lorenz

Carboxy-
TEMPO

2,00567 47,93333 24,69087
20 2,00568 47,77333 | 0,187 0,01 36,54249
40 2,00568 47,60667 | 0,185 0,01 76,13019
60 2,00573 47,36667 | 0,185 0,01 182,71246

Tabelle 25 cwEPR Simulationsparameter fiir X-Band flr giso, Aiso, Linienbreite und tauc 100uM Labelkonzentration und

variabler Glycerolkonzentration

Glycerolanteil giso Linienbreite [mT] tauc [ps]

Gauss Lorenz

2,00587 47,83333 17,94759
TEMPOL 20 2,0058 47,76667 | 0,2 0,02 21,21079
40 2,0058 47,63333 | 0,195 0,02 38,88645

60 2,00587 47,3 0,195 0,02 122,79932
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Tabelle 26 cwEPR Simulationsparameter fiir Q-Band fiir giso, Aiso, Linienbreite und tauc 100uM Labelkonzentration und

variabler Glycerolkonzentration

Glycerolanteil giso i Linienbreite [mT] tauc [ps]

Gauss Lorenz

48,10667 138,6703
20 2,0061 47,97333 | 0,19 0,025 219,56132
40 2,0061 47,70667 | 0,19 0,05 487,91403
60 2,0062 48,04 0,11 0,11 1587,19023

Tabelle 27 cwEPR Simulationsparameter fiir Q-Band fiir giso, Aiso, Linienbreite und tauc 100uM Labelkonzentration und

variabler Glycerolkonzentration

Glycerolanteil g; i Linienbreite [mT] tauc [ps]

Lorenz

2,00607 | 48,10667
20 2,00607 | 48,04 0,19 0,04 212,47869
40 2,00613 | 47,84 0,15 0,04 572,76865
60 2,00607 | 47,67333 | 0,12 0,04 1463,7421

Tabelle 28 cwEPR Simulationsparameter fiir Q-Band fiir giso, Aiso, Linienbreite und tauc 100uM Labelkonzentration und

variabler Glycerolkonzentration

Glycerolanteil spektraler giso Linienbreite tauc [ps]

[%] Anteil [%] [mT]

Gauss Lorenz

0 1 2,00593 | 48,04 0,2 0,02 88,18895
RYR-7 20 1 2,006 47,97333 | 0,19 | 0,02 143,0091
40 0,275 2,006 47,6 019 |0 636,29
0,725 2,00599 | 47,838 0,1 0,06 1248,06719
60 0,15 2,006 47,36 0,15 0 763,55
0,85 2,00599 | 47,6035 | 0,1 0,06 1872,10079
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Tabelle 29 cwEPR Simulationsparameter fiir Q-Band fiir giso, Aiso, Linienbreite und tauc 100uM Labelkonzentration und

variabler Glycerolkonzentration

Glycerolanteil giso i Linienbreite [mT] tauc [ps]

Gauss Lorenz

2,00597 48,17333 60,2293
20 2,00607 48,17333 | 0,19 0,01 103,25023
40 2,006 48,00667 | 0,19 0,01 190,1978
60 2,00587 48,00667 | 0,19 0,01 361,37581

Tabelle 30 cwEPR Simulationsparameter fiir Q-Band fiir giso, Aiso, Iw und tauc 100uM Labelkonzentration und variabler

Glycerolkonzentration

Glycerolanteil g; i Linienbreite [mT] tauc [ps]

Lorenz

2,00597 48,43333 32,84322

Carboxy- iy 2,006 48,2 0,2 0 54,7387

TEMPO 40 2,006 48,06667 | 0,2 0 99,5249

60 2,006 47,83333 | 0,225 0 218,95479

Tabelle 31 cwEPR Simulationsparameter fiir Q-Band fir giso, Aiso, Iw und tauc 100uM Labelkonzentration und variabler

Glycerolkonzentration
Glycerolanteil giso Linienbreite [mT] tauc [ps]

Gauss Lorenz
2,00597

48,36667 14,2498

TEMPOL iy 2,00597 48,1 0,197 0,02 23,74967

40 2,00597 48,17333 | 0,197 0,02 56,9992

60 2,00597 48,03333 | 0,197 0,02 149,99789
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Tabelle 32 Verhaltnis von Middelfield Peak gegen High Field Peak - X Band Messungen Carboxy-TEMPO gegen RYR5, RYRS6,
RYR7 und TEMPOL gegen RYR-8

Glycerolanteil Peakverhaltnis Glycerolanteil | Peakverhaltnis

Middel/High Middel/High

Field Field

Carboxy-T 1:0,82

20% 1:0,90 60 % 1:0,65

0% 1:0,75 40 % 1:0,42

20% 1:0,60 60 % 1:0,350,10,1

0% 1:0,75 40 % 1:0,43

20% 1:0,63 60 % 1:0,33

0% 1:0,80 40 % 1:0,56

20% 1:0,70 60 % 1:0,46

TEMPOL 0% 1:0,96 40 % 1:0,76

20 % 1:0,94 60 % 1:0,76

0% 1:0,90 40 % 1:0,67

20 % 1:0,82 60 % 1:.0,41




Anhang 212

= - TEMPOL
10 - ® CarboxyTEMPO
- A RYR-5
0ol o S v RYR-6
’ RYR-7
0.8 - ° RYR-8
’ % m m
0,7 -
v [ ]
0,6 - A
0,5 -
0,4 - x
v
0,3 -
0 | 20 | 40 | 60

Glycerol Anteil

Abbildung 139 Grafische Darstellung des Verhaltnis von Middelfield Peak gegen High Field Peak - X Band Messungen
Carboxy-TEMPO gegen RYR5, RYR6, RYR7 und TEMPOL gegen RYR-8
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8.3. Nano Disc Anhang

Messung und Berechnung des Z-Potenzials

Das C-Potential beschreibt das elektrische Potential an der Scherebene zwischen einer Schicht
gebundener lonen und dem diffusen Bereich, der aus frei diffundierenden lonen um teilweise
geladene Teilchen besteht..?®> Es korreliert mit dem elektrischen Oberflichenpotential, ist
jedoch an einer anderen Stelle in der elektrischen Doppelschicht definiert. Daher verwenden
wir das {-Potential als messbaren Ersatz flir die Oberflachenladung der drei Polymere. Die
Berechnung des C-Potenzials erfordert die Messung der elektrophoretischen Mobilitat pe
sowie die Kenntnis der Losungsmittelviskositat, der lonenstarke und der PartikelgroRe. Das -
Potenzial hdngt somit von den gemessenen Partikeln und den Eigenschaften des
Loésungsmittels ab und sollte daher zwischen verschiedenen Polymeren sowie bei
unterschiedlicher lonenstarke variieren. Unter einem angelegten elektrischen Feld bewegen
sich geladene Teilchen aufgrund ihres {-Potentials. Dieses kann nicht direkt gemessen werden
und wird aus der elektrophoretischen Mobilitit pe der Teilchen abgeleitet.?’> Die

elektrophoretische Mobilitat selbst ist definiert als:

_v 18
Me_E

mit v als Geschwindigkeit der geladenen Teilchen und E als elektrische Feldstarke. Durch
elektrophoretische Lichtstreuung (hier PALS) wird die Geschwindigkeit der beweglichen
Teilchen durch die Frequenzverschiebung zwischen dem von der Probe gestreuten Licht und

dem urspriinglichen Laserlicht (Dopplerverschiebung) bestimmt.

216 Das C-Potential wird mit der gemessenen elektrophoretischen Beweglichkeit pe nach der

Henry-Gleichung berechnet:

_ 2&9&(F (ka) 19
= —377

e

mit go als Vakuumpermittivitat, €, als relative Permittivitat, F(ka) als Henry-Funktion und n als
Viskositat. Die Henry-Funktion selbst hdngt von der Dicke der elektrischen Doppelschicht k™

und dem Partikelradius a ab, die wir jeweils durch den Mittelwert der gemessenen
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hydrodynamischen Radien Ry fiir jedes Polymer ersetzt haben. Um die tatsachlichen -
Potentialwerte zu erhalten, haben wir die relative Permittivitdt und Viskositdt von reinem
Wasser direkt aus der Datenbank der Kalliope-Software (Anton Paar GmbH, Graz, Osterreich)
verwendet. Die Dicke der elektrischen Doppelschicht, auch bekannt als Debye-Lange Ap, kann

berechnet werden:

20

unter Anwendung der Elementarladung e, der Avogadro-Konstante Na und der lonenstarke I.
Die lonenstarke innerhalb jeder getesteten Probe hangt von der Konzentration c¢i und der

Ladung zi der enthaltenen ionischen Struktureinheiten ab und kann mit

1
I =Ez ciz? 21

Die lonenstarke der Polymerlésungen hangt sowohl von ihrer Konzentration als auch von ihrer
Monomerladung ab. Bei neutralem pH-Wert ist die Maleinsdure in SMA und DIBMA
monoanionisch, daher wurde die lonenstirke in diesen Proben entsprechend ihrem
Polymerisationsgrad (siehe Tabelle 9) mit 80 mM und 74 mM in Wasser (fiir eine 10 mM SMA-
Losung bzw. eine 2 mM DIBMA-L6sung) geschatzt, wahrend | in Salzpuffer auf 300 mM
geschatzt wurde. | der SMA-SB-Losungen wurde fiir eine Polymerkonzentration von 3,6 mM

auf 30 mM geschatzt.
Fir die Henry-Funktion F(ka) verwendeten wir den von Swan und Furst eingefiihrten

approximativen mathematischen Ausdruck.?’

16 + 18ka + 3(kxa)? 22
16 + 18ka + 2(ka)?

F(ka) =

Die ermittelten Werte fiir die lonenstirke und die Henry-Funktion, die zur Ubertragung der
gemessenen elektrophoretischen Mobilitdt in das endgliltige {-Potential verwendet wurden,

sind in Tabelle 33 aufgefiihrt.

Tabelle 33 Gemessene Parameter zur Bestimmung des {-Potenzials.



Anhang 215

Polymer Ru? / nm

(um*cm/V*s)

Polymere geldst in Wasser

SMA

DIBMA

SMA-SB®

Polymere geldst in wassrigem TRIS-Puffer (50 mM TRIS, 300 mM Nacl)

@ berechnet als gewichteter Durchschnitt aus allen GroRRen, die in der Massengewichteten

GroRenverteilung vorkommen
b Durchschnittswerte von drei Messungen derselben Probe

¢ SMA-SB in Wasser wurde bei 50 °C iber seinem UCST (46 °C) gemessen.

Spektrale Simulationen von CW-EPR-Spektren bei X- und Q-Band-Frequenzen

Die spektralen Simulationen aller gemessenen CW-EPR-Spektren basieren auf einem selbst
geschriebenen MatLab-Skript unter Verwendung der Toolbox EasySpin (v. 5.2.25) von Stoll
und Schweiger.?'® Wir haben die Simulationsfunktion ,,chili“ angewendet, die die Schneider-
Freed-Theorie zur Losung der Schrédinger-Gleichung fiir langsam taumelnde Nitroxide nutzt,
um die gemessenen Spektren nachzubilden.?!® Die jeweiligen Simulationsparameter wurden
durch einen iterativen manuellen Vorgang angepasst, um die beste Ubereinstimmung
zwischen Messung und Simulation zu erzielen. Beachten Sie, dass die Qualitat der Anpassung
durch Berechnung der quadratischen Mittelwertabweichung (RMSD) fir die

Differenzspektren kontrolliert werden kann, wie in Jeschke®> gezeigt.
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Zu Beginn der Simulation wurden wir die folgenden Literaturwerte fiir (i) die verschiedenen

TEMPO Spezies??? und, (ii), Fremy’s Salz??! verwendet.:

TEMPO: Fremy’s Salz:
gxx = 2.0093, gyy= 2.0062, gzz = 2.0025 gxx = 2.0086, gyy= 2.0064, gzz = 2.0029
Axx = 8 G, Ayy = 6 G, Azz = 373 G Axx = 53 G, Ayy = 55 G, Azz = 283 G

Die diskutierten Informationen zur Linienbreite korrelieren mit dem isotropen
Verbreiterungsmodell, das im EasySpin-Programmpaket implementiert ist. Beachten Sie, dass
diese Methode kein physikalisches Modell zugrunde legt, das die Linienverbreiterung

verursacht.

Dariiber hinaus mussten die Eulerwinkel a, B, y in die Simulationsroutine implementiert
werden, um die Ausrichtung des Diffusionstensors im molekularen Koordinatensystem der

Nitroxidradikale zu beschreiben:

TEMPO: Fremy’s Salz:

a=0°,B:500,'\{:00 a:65°ll3:900,'y:150

Wenn die Simulation der CW-EPR-Spektren mit mehr als einer Spezies durchgefiihrt wurde,
haben wir ihnen einen Spektralanteilsfaktor f zugewiesen, um das Gesamtspektrum Stotal

durch Addition der so gewichteten einzelnen Komponentenspektren s; und s, zu erhalten.

Stotal = f1S1 + f2s2 = fs1 + (1 = f)s;



Anhang

217
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Abbildung 140 Dynamische Lichtstreuungsergebnisse aller Polymere in (A) Wasser und (B) salzhaltigem Tris-Puffer (50 mM

Puffersalz und 300 mM NaCl). Dargestellt sind die Intensitats-Zeit-Korrelationsfunktionen mit den jeweiligen

massengewichteten GroRenverteilungsfunktionen. Alle Messungen wurden bei 20 °C durchgefiihrt, mit Ausnahme von

SMA-SB in Wasser, das oberhalb seiner UCST bei 50 °C gemessen wurde, um nur vollstéandig gelostes Polymer zu

beobachten.
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Abbildung 141 Intensitats-Zeit-Korrelationsfunktion von SMA-SB unterhalb (schwarz) und oberhalb (rot) seiner UCST.
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Continuous Wave Electron Paramagnetic Spectroscopy (cwEPR)

Interaktionsmuster bei X- und Q-Band-Frequenzen

TEMPO in water X-band TEMPO |n water Q- band

j ’ - J J L Ref
J N F I
ﬂ |
\\ - \ | /(/ L —
\ /M \
] “/\‘J W [ |
J . |‘ y ~_DIBMA
|
7 ( ‘C/ 7 ,‘ﬂx j \fM
| ‘l‘ | SMA-SB
7 7 ‘5/ \ SMA-SB _J | _ \ /;fﬁ,_/ ) \l“
o [
3;35 3;6 3;37 338 3:‘39 34‘10 3“11 12I1 0 12‘1 1 12‘1 2 121 3 12‘14 12I1 5
B/mT B/ mT

Abbildung 142 Experimentelle (schwarz) und simulierte (rot) cwEPR-Spektren bei (A) X-Band- und (B) Q-Band-Frequenzen
flr Spin-Sonde-TEMPO in Wasser.

Tabelle 34 Zusammenfassung der Simulationsergebnisse flr Spin-Probe-TEMPO in Kombination mit den jeweiligen freien

Polymeren SMA, DIBMA und SMA-SB in Wasser.

System Band fl% giso Giso/ MHz | lw / mT | ©./ ps
X 100 2.00587 48.49 0.155 11.67
TEMPO 76 2.00590 49.07 0.160 15.68
Q
24 2.00647 43.83 0.180 | 131.74
X 100 2.00555 48.48 0.156 34.13
SMA +
88 2.00609 49.03 0.158 26.64
TEMPO Q
12 2.00660 43.83 0.180 | 167.79
X 100 2.00593 48.51 0.155 14.63
DIBMA +
65 2.00586 49.10 0.158 16.16
TEMPO Q
35 2.00642 44.27 0.180 | 115.56
X 100 2.00592 48.48 0.172 23.68
SMA-SB +
70 2.00571 49.02 0.165 17.21
TEMPO Q
30 2.00627 44.00 0.230 | 131.74
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A 4-0xo-TEM PO iq water X;band . B 4-on-TEM PO in wqter Q-bapd
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Abbildung 143 Experimentelle (schwarz) und simulierte (rot) cwEPR-Spektren bei (A) X-Band- und (B) Q-Band-Frequenzen

fir die Spinprobe 4-Oxo-TEMPO in Wasser.
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Tabelle 35 Zusammenfassung der Simulationsergebnisse fir die Spinprobe 4-Oxo-TEMPO in Kombination mit den jeweiligen

freien Polymeren SMA, DIBMA und SMA-SB in Wasser.

System Band fl% giso Giso/ MHz | IW / mT | t./ ps
X 100 2.00594 45.16 0.049 17.65

4-Oxo-TEMPO
Q 100 2.00588 45.60 0.082 15.58
SMA + 4-Oxo- X 100 2.00552 45.13 0.050 24.79
TEMPO Q 100 2.00599 45.62 0.065 29.52
DIBMA + 4- X 100 2.00594 45.13 0.050 19.26
Oxo-TEMPO Q 100 2.00587 45.60 0.075 19.49
SMA-SB + 4- X 100 2.00592 45.08 0.058 18.19
Oxo-TEMPO Q 100 2.00573 45.58 0.071 17.26
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Abbildung 144 Experimentelle (schwarz) und simulierte (rot) CW-EPR-Spektren bei (A) X-Band- und (B) Q-Band-Frequenzen

fr Spin-Sonde CAT-1 in Wasser.

Tabelle 36 Zusammenfassung der Simulationsergebnisse flr Spin-Probe-CAT-1 in Kombination mit den jeweiligen freien

Polymeren SMA, DIBMA und SMA-SB in Wasser.

System Band fl% giso Giso/ MHz | IW / mT | t./ ps
X 100 2.00613 47.17 0.079 26.25
CAT-1
Q 100 2.00601 47.68 0.095 44.65
X 100 2.00570 47.10 0.078 | 102.69
SMA + CAT-1 10 2.00611 47.57 0.095 33.33
4 90 2.00602 48.03 0.113 | 137.01
X 100 2.00611 47.17 0.071 57.00
DIBMA + CAT-1 15 2.00602 47.70 0.075 29.52
4 85 2.00598 48.10 0.087 | 105.70
SMA-SB + CAT- X 100 2.00608 47.17 0.080 23.75
1 Q 100 2.00594 47.71 0.095 24.83
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Abbildung 145 Experimentelle (schwarz) und simulierte (rot) CW-EPR-Spektren bei (A) X-Band- und (B) Q-Band-Frequenzen
flr die Spinprobe 4-Carboxy-TEMPO in Wasser.

Tabelle 37 Zusammenfassung der Simulationsergebnisse fir die Spinprobe 4-Carboxy-TEMPO in Kombination mit den freien

jeweiligen Polymeren SMA, DIBMA und SMA-SB in Wasser

System Band fl% Jiso Giso/ MHz | IW / mT | t./ ps
4-Carboxy- X 100 2.00607 47.93 0.193 26.83
TEMPO Q 100 2.00589 48.57 0.205 40.06
SMA + 4- X 100 2.00576 48.02 0.195 31.84
Carboxy- 100 2.00610 48.58 0.200 35.78
TEMPO 4
DIBMA + 4- X 100 2.00593 47.95 0.195 32.01
Carboxy- 100 2.00588 48.47 0.205 21.47
TEMPO 4
SMA-SB + 4- X 100 2.00596 47.85 0.207 24.37
Carboxy- 100 2.00574 48.28 0.210 32.90
TEMPO 4
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A Fremy’s salt in water X-band B Fremy’s salt in water Q-band
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Abbildung 146 Experimental (black) and simulated (red) CW EPR spectra at (A) X-band and (B) Q-band frequencies for spin

probe Fremy’s Salz in water.

Tabelle 38 Zusammenfassung der Simulationsergebnisse flr Spin-Probe-Fremy-Salz in Kombination mit den freien

jeweiligen Polymeren SMA und DIBMA in Wasser.

System Band | f/ % iso diso/ |lw/mT | t/ps
MHz

X 100 2.00582 36.54 0.057 4.57

Frémy’s Salz
Q 100 2.00571 36.95 0.065 3.33
SMA + X 100 2.00582 36.53 0.055 4.69
Frémy’s Salz Q 100 2.00589 36.97 0.080 5.16
DIBMA + X 100 2.00569 36.55 0.056 4.69
Frémy’s Salz Q 100 2.00578 36.97 0.080 3.87
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Abbildung 147 A X-Band-CW-EPR-Spektren wiederholter Messungen von SMA-SB mit Fremysalz in Wasser. Wie in den

unnormalisierten Spektren zu sehen ist, ist die Signalintensitat eher schwach und das Signal selbst verschwindet bei
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Abbildung 148 Darstellung der berechneten Flachenwerte fiir die CW-EPR-Messungen von reinem Fremysalz (FS) und SMA-

SB mit FS in Wasser (schwarze Symbole) und in salzhaltiger Tris-Pufferlésung (rote Symbole).
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Einfluss der Puffersalze auf die Interaktionsmuster

A TEMPO in buffer X-band

B

SMA-SB

f

TEMPO in buffer Q-band
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Abbildung 149 Experimentelle (schwarz) und simulierte (rot) cwEPR-Spektren bei (A) X-Band- und (B) Q-Band-Frequenzen

fir Spin-Sonde-TEMPO in salzhaltiger Tris-Pufferldsung.

Tabelle 39 Zusammenfassung der Simulationsergebnisse fiir Spin-Probe-TEMPO in Kombination mit den jeweiligen freien

Polymeren SMA, DIBMA und SMA-SB in salzhaltiger Tris-Pufferlésung.

System Band fl% giso Giso/ MHz | IW / mT | t./ ps
X 100 2.00605 48.51 0.154 12.04
TEMPO 90 2.00585 49.03 0.157 18.52
Q
10 2.00633 43.37 0.180 | 141.91
X 100 2.00566 48.49 0.157 37.66
SMA +
40 2.00589 48.98 0.159 27.40
TEMPO Q
60 2.00644 43.93 0.270 | 142.50
X 100 2.00625 48.51 0.157 17.88
DIBMA +
90 2.00589 49.03 0.157 20.22
TEMPO Q
10 2.00642 43.53 0.180 | 123.97
X 100 2.00634 48.50 0.155 15.97
SMA-SB +
90 2.00609 49.09 0.158 14.25
TEMPO Q
10 2.00662 43.50 0.190 | 142.50
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Abbildung 150 Experimental (black) and simulated (red) cwEPR spectra at (A) X-band and (B) Q-band frequencies for spin

probe 4-Oxo-TEMPO in saline tris buffer solution.

Tabelle 40 Zusammenfassung der Simulationsergebnisse fur die Spin-Sonde 4-Oxo-TEMPO in Kombination mit den

jeweiligen freien Polymeren SMA, DIBMA und SMA-SB in salzhaltiger Tris-Pufferlsung.

System Band fl% giso Giso/ MHz | lw / mT | ©./ ps
X 100 2.00629 45.15 0.047 16.24

4-Oxo-TEMPO
Q 100 2.00581 45.65 0.065 17.26
SMA + 4-Oxo- X 100 2.00575 45.17 0.048 28.03
TEMPO Q 100 2.00588 45.62 0.078 22.92
DIBMA + 4- X 100 2.00632 45.14 0.048 20.92
Oxo-TEMPO Q 100 2.00578 45.65 0.066 20.04
SMA-SB + 4- X 100 2.00638 45.17 0.045 23.72
Oxo-TEMPO Q 100 2.00594 45.67 0.068 17.50
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Abbildung 151 Experimentelle (schwarz) und simulierte (rot) CW-EPR-Spektren bei (A) X-Band- und (B) Q-Band-Frequenzen

fur Spin-Sonde CAT-1 in salzhaltiger Tris-Pufferldsung.

Tabelle 41 Zusammenfassung der Simulationsergebnisse fur Spin-Probe-CAT-1 in Kombination mit den freien jeweiligen

Polymeren SMA, DIBMA und SMA-SB in salzhaltiger Tris-Pufferlosung.

System Band fl% Giso Giso/ MHz | lw / mT | t./ps
X 100 2.00637 47.20 0.073 24.27
CAT-1
Q 100 2.00595 47.67 0.094 28.89
X 100 2.00585 47.22 0.077 55.82
SMA + CAT-1 10 2.00610 47.47 0.082 33.33
Q
90 2.00602 a47.77 0.090 76.75
X 100 2.00635 47.20 0.072 38.50
DIBMA + CAT-1
Q 100 2.00594 47.70 0.112 39.21
SMA-SB + CAT- X 100 2.00642 47.20 0.080 33.63
1 Q 100 2.00604 47.70 0.095 31.23
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Abbildung 152 Experimentelle (schwarz) und simulierte (rot) CW-EPR-Spektren bei (A) X-Band- und (B) Q-Band-Frequenzen

fiir die Spinsonde 4-Carboxy-TEMPO in Kochsalz-Tris-Pufferlésung.

Tabelle 42 Zusammenfassung der Simulationsergebnisse fiir die Spinsonde 4-Carboxy-TEMPO in Kombination mit den

jeweiligen freien Polymeren SMA, DIBMA und SMA-SB in Kochsalzlésung und Tris-Puffer

System Band fl% giso Giso/ MHz | lw / mT | ©./ ps
4-Carboxy- X 100 2.00628 48.07 0.194 27.78
TEMPO Q 100 2.00588 48.60 0.200 28.89
SMA + 4- X 100 2.00580 47.99 0.194 34.52
Carboxy- 100 2.00589 48.52 0.205 36.15
TEMPO 4
DIBMA + 4- X 100 2.00630 48.08 0.195 26.99
Carboxy- 100 2.00588 48.65 0.228 30.91
TEMPO 4
SMA-SB + 4- X 100 2.00621 47.88 0.192 32.71
Carboxy- 100 2.00598 48.38 0.200 | 39.21
TEMPO S
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Abbildung 153 Experimentelle (schwarz) und simulierte (rot) CW-EPR-Spektren bei (A) X-Band- und (B) Q-Band-Frequenzen

fiir die Spinsonde Fremy's Salz in salzhaltiger Tris-Pufferldsung.

Tabelle 43 Zusammenfassung der Simulationsergebnisse flr die Spinsonde Fremy's Salz in Kombination mit den jeweiligen

freien Polymeren SMA, DIBMA und SMA-SB in salzhaltiger Tris-Pufferldsung.

System Band | f/ % iso diso/ |lw/mT | t/ps
MHz

X 100 2.00623 36.56 0.048 5.05

Frémy’s Salz
Q 100 2.00571 37.00 0.060 7.23
SMA + X 100 2.00563 36.57 0.048 6.76
Frémy’s Salz Q 100 2.00578 37.00 0.077 4.00
DIBMA + X 100 2.00617 36.59 0.046 6.35
Frémy’s Salz Q 100 2.00572 37.00 0.059 6.59
SMA-SB + X 100 2.00602 36.57 0.040 | 46.93
Frémy’s Salz Q 100 2.00582 36.98 0.066 6.50




Anhang

2

w

0
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Abbildung 154 Temperaturabhangige CW-EPR-Spektren fiir (A) nur TEMPO und (B) SMA mit TEMPO in Wasser. Die

normalisierten experimentellen (schwarz) und simulierten (rot) Spektren sind im gestapelten Diagramm Uberlagert.
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Abbildung 155 Temperaturabhangige CW-EPR-Spektren fiir (A) DIBMA und (B) SMA-SB mit TEMPO in Wasser. Die

normalisierten experimentellen (schwarz) und simulierten (rot) Spektren sind im gestapelten Diagramm Uberlagert.
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Abbildung 156 Temperaturabhangige CW-EPR-Spektren fiir (A) ausschlieflich 4-Oxo-TEMPO und (B) SMA mit 4-Oxo-TEMPO

in Wasser. Die normalisierten experimentellen (schwarz) und simulierten (rot) Spektren sind im gestapelten Diagramm

liberlagert.
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Abbildung 157 Temperaturabhangige CW-EPR-Spektren fiir (A) DIBMA mit 4-Oxo-TEMPO und (B) SMA-SB mit 4-Oxo-TEMPO

in Wasser. Die normalisierten experimentellen (schwarz) und simulierten (rot) Spektren sind im gestapelten Diagramm

liberlagert.
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Abbildung 158 Temperaturabhangige CW-EPR-Spektren fiir (A) nur CAT-1 und (B) SMA mit CAT-1 in Wasser. Die

normalisierten experimentellen (schwarz) und simulierten (rot) Spektren sind im gestapelten Diagramm Uberlagert.
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Abbildung 159 Temperaturabhangige CW-EPR-Spektren fiir (A) DIBMA und (B) SMA-SB mit CAT-1 in Wasser. Die

normalisierten experimentellen (schwarz) und simulierten (rot) Spektren sind in der gestapelten Darstellung tberlagert.
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Abbildung 160 Temperaturabhangige CW-EPR-Spektren fiir (A) 4-Carboxy-TEMPO und (B) SMA mit 4-Carboxy-TEMPO in

Wasser. Die normalisierten experimentellen (schwarz) und simulierten (rot) Spektren sind im gestapelten Diagramm

Uberlagert.
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Abbildung 161 Temperaturabhadngige CW-EPR-Spektren fiir (A) DIBMA und (B) SMA-SB mit 4-Carboxy-TEMPO in Wasser. Die

normalisierten experimentellen (schwarz) und simulierten (rot) Spektren sind im gestapelten Diagramm Uberlagert.
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Abbildung 162 Temperaturabhadngige CW-EPR-Spektren fiir (A) ausschlieRlich TEMPO und (B) SMA mit TEMPO in

wadssriger Pufferldsung. Die normalisierten experimentellen (schwarz) und simulierten (rot) Spektren sind im gestapelten

Diagramm Ubereinandergelegt.
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Abbildung 163 Temperaturabhangige CW-EPR-Spektren fiir (A) DIBMA und (B) SMA-SB mit TEMPO in wassriger

Pufferlosung. Die normalisierten experimentellen (schwarz) und simulierten (rot) Spektren sind im gestapelten Diagramm

Ubereinandergelegt.
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Abbildung 164 Temperaturabhangige CW-EPR-Spektren fiir (A) ausschlieflich 4-Oxo-TEMPO und (B) SMA mit 4-Oxo-TEMPO
in wassriger Pufferlosung. Die normalisierten experimentellen (schwarz) und simulierten (rot) Spektren sind im gestapelten

Diagramm Ubereinandergelegt.
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Abbildung 165 Temperaturabhangige CW-EPR-Spektren fiir (A) DIBMA und (B) SMA-SB mit 4-Oxo-TEMPO in wassriger

Pufferlosung. Die normalisierten experimentellen (schwarz) und simulierten (rot) Spektren sind im gestapelten Diagramm

Uberlagert.
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Abbildung 166 Temperaturabhangige CW-EPR-Spektren fiir (A) ausschlieflich CAT-1 und (B) SMA mit CAT-1 in wassriger

Pufferlosung. Die normalisierten experimentellen (schwarz) und simulierten (rot) Spektren sind im gestapelten Diagramm

libereinandergelegt.
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Abbildung 167 Temperature-dependent CW EPR spectra for (A) DIBMA and (B) SMA-SB with CAT-1 in aqueous buffer

solution. The normalised experimental (black) and simulated (red) spectra are overlaid in the stacked plot.
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Abbildung 168 Temperaturabhangige CW-EPR-Spektren fiir (A) ausschlieBlich 4-Carboxy-TEMPO und (B) SMA mit 4-

Carboxy-TEMPO in wassriger Pufferlésung. Die normalisierten experimentellen (schwarz) und simulierten (rot) Spektren

sind im gestapelten Diagramm (ibereinandergelegt.
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Abbildung 169 Temperaturabhadngige CW-EPR-Spektren fiir (A) DIBMA und (B) SMA-SB mit 4-Carboxy-TEMPO in wdassriger

Pufferlosung. Die normalisierten experimentellen (schwarz) und simulierten (rot) Spektren sind im gestapelten Diagramm

Ubereinandergelegt.
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Abbildung 170 Temperaturabhangige CW-EPR-Spektren fiir (A) ausschlieflich Fremysalz und (B) SMA mit Fremysalz in

wassriger Pufferlésung. Die normalisierten experimentellen (schwarz) und simulierten (rot) Spektren sind in der gestapelten

Darstellung Gibereinandergelegt.
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Abbildung 171 Temperaturabhangige CW-EPR-Spektren fiir (A) DIBMA und (B) SMA-SB mit Fremy-Salz in wassriger

Pufferldsung. Die normalisierten experimentellen (schwarz) und simulierten (rot) Spektren sind im gestapelten Diagramm

Uberlagert.
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