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1. Einleitung und Zielstellung 

Biologische Membranen stellen eine zentrale Grundlage zellulärer Organisation und 

Kommunikation dar.1,2 Als hochkomplexe, dynamische Systeme bestimmen sie nicht nur die 

strukturelle Abgrenzung von Kompartimenten, sondern übernehmen auch essentielle 

Aufgaben wie Signalweiterleitung, Transportvorgänge 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 

für 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).3ς5 

P2 übernimmt hier zwei physiologische Aufgaben: Es fungiert zum einen als 

Fettsäurebindungsprotein (FABP), das langkettige Fettsäuren transportiert, zum anderen 

interagiert es direkt mit der Myelinmembran und kann diese durch seine Bindung an die 

lipidreiche Membrandomänen stabilisieren. Mutationen im P2-Gen können mit pathogenen 

Prozessen einhergehen ς insbesondere mit hereditären Neuropathien auch bekannt als 

Charcot-Marie-Tooth-Erkrankung Typ 1G (CMT1G)Φ 9ȄǇŜǊƛƳŜƴǘŜƭƭŜ {ǘǳŘƛŜƴ όǳΦ ŀΦ Dƻƴzalez,6 

Motley7) konnten belegen, dass Mutante wie I43N 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 Auflösung 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 

tǳƴƪǘƳǳǘŀǘƛƻƴŜƴ ŀƴ ǎǘǊǳƪǘǳǊŜƭƭ ǇŜǊƛǇƘŜǊŜƴ tƻǎƛǘƛƻƴŜƴ όȊΦ .Φ tоуDύ ǎƛƎƴƛŦƛƪŀƴǘŜ 9ŦŦŜƪǘŜ ŀǳŦ ŘƛŜ 

Ligandenbindung und Membraninteraktion haben können ς 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 natürlicher Hirnlipide (PC, PE, PS, PI, SM, Cholesterol) verwendet. 

Mittels Filmwaage und Epifluoreszenzmikroskopie konnte gezeigt werden, dass P2 ς abhängig 
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von seiner Variante ς unterschiedliche Affinitäten zur natürlichen Lipidmembran aufweist. Der 

maximale Insertionsdruck (MIP) und Synergieparameter lieferten quantitative Werte zur 

Adsorptionsfähigkeit, während Zweifarb-Fluoreszenzexperimente die Lokalisation an 

Phasengrenzen innerhalb der Monoschicht aufzeigen. Hervorzuheben ist, dass Wildtyp-P2 in 

der Lage ist, Domänenstrukturen in der Membran zu vernetzen: ein möglicher Hinweis auf 

seine Rolle bei der Membranstapelung in vivo. 

Ein zweiter Fokus der Dissertation liegt auf polymerbasierten Nanodiscs als 

Modellmembranen. Diese ermöglichen die solubilisierte Repräsentation nativer 

Lipidumgebungen unter Erhalt funktioneller Membraneigenschaften, ohne Einsatz 

schädlicher Detergenzien. Die Untersuchungen fokussierten sich auf die cwEPR Analyse der 

Polymer gegenüber 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 für zukünftige 

Studien zur solubilisierten Darstellung von Membranproteinen wie den P2 oder dem 

Transmembranären 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 Affinität zu physiologisch relevanten Zielstrukturen wie dem 

Ryanodinrezeptor (RyR) aufweisen. Aufbauend auf der pharmakologischen Wirksamkeit 

ƴŀǘǸǊƭƛŎƘŜǊ ·ŀƴǘƘƛƴŜ όȊΦ .Φ /ƻŦŦŜƛƴΣ Theophylin) wurden vier Derivate synthetisiert und in 

Glycerolgradienten spektroskopisch untersucht. Die Resultate liefern Informationen über 

Spacerabhängigkeiten (Länge und Position am Xanthin-Grundgerüst), Rotationsmodi und die 

Sensitivität gegenüber molekularer Umgebung. Besonders das Theophylin-Derivat RYR-7 

zeigte zwei spektrale Komponenten auf, welche sensitiv auf die Glycerol-Wasser-Cluster8 der 

wässrigen Umgebung waren. 

Die vorliegende Arbeit integriert damit verschiedene disziplinäre Zugänge: 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 interdisziplinäre Design ein besseres Verständnis von Protein-Lipid-

Wechselwirkungen und Struktur-Funktions-Korrelationen in biologischen Membransystemen 

zu ermöglichen. Dies kann nicht nur zur Aufklärung molekularer Mechanismen beitragen, 

sondern auch potenzielle Plattformen für zukünftige 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 Ὓ in einem paramagnetischen Zentrum und einem externen Magnetfeld B0. 

Ungepaarte Elektronen sind mit einem intrinsischen Spin und folglich einem magnetischen 

Moment ausgestattet, der mit einem externen Magnetfeld interagiert. Aufgrund der nicht 

entarteten magnetischen Spinzustände ist die Energie des Elektrons innerhalb des 

Magnetfeldes empfindlich gegenüber der magnetischen Quantenzahl ά.9 Die Aufspaltung der 

Energie eines freien Elektronenspins in zwei diskrete Energieeigenwerte innerhalb eines 

Magnetfeld B0 wird als Zeeman-Effekt bezeichnet. Die Größe der Aufspaltung ist dabei 

proportional zur Stärke des äußeren Magnetfeldes B0 (Abbildung 3).10 Die Energieeigenwerte 

Ὁ  mit der Spinquantenzahl ά    und ά    können mithilfe von Gleichung 1 

berechnet werden.11 Dabei repräsentiert Ὣ den Landé-Faktor des ungepaarten 

Elektronenspins und А das Bohr´sche Magneton. Die Energiedifferenz zwischen den 

Spinquantenzuständen kann mithilfe von Gleichung 2 (Resonanzbedingung) berechnet 

werden. 

 

Ὁ  А ὄz ά Ὣzz А ὄz 1 

 

ЎὉ Ὁ Ⱦ Ὁ Ⱦ Ὣ Аz ὄz Ὤz ὺ 2 

 

Ὤ ist das Plancḱsche Wirkungsquantum und ὺ die Frequenz der absorbierten Strahlung mit 

denen die Übergänge zwischen den Energieniveaus induziert werden. Diese Strahlung liegt bei 

Magnetfeldstärken der EPR im Mikrowellenbereich (z.B. X-Band: 9,4 GHz, B0 320-430 mT; Q-

Band: 34 GHz, B0 1200 ς 2500 mT). Die Resonanzbedingung wird erfüllt, wenn die Energie der 

elektromagnetischen Strahlung der Energiedifferenz zwischen den Spinzuständen entspricht. 

Die Resonanzposition des Elektronenspins wird durch die Wechselwirkung mit nahegelegenen 

Kernspins und deren lokalen Magnetfeldern beeinflusst.10,12 Folgend beschreibt der Spin-
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Hamilton-Operator diese energetische Wechselwirkung des Elektronenspin mit seiner 

Umgebung näher.13,14 

2.1.1. Spin Hamilton Operator 

Spin-Hamilton-Operator: 

 Ὄ Ὄ Ὄ Ὄ Ὄ Ὄ Ὄ  3 

Der Spin-Hamiliton-Operator besteht aus: 

Elektron-Zeeman-Effekt (Ὄ ), der Nullfeldaufspaltung (zero-field splitting) (Ὄ ), der 

Elektron-Elektron-Wechselwirkung (Heisenberg-Effekt und Dipol-Dipol-Wechselwirkung) 

(Ὄ ), der Kern-Zeeman-Effekt (Ὄ ) und der Kern-Quadrupol-Wechselwirkung (Ὄ ). 

 Die für die vorliegende Arbeit relevantesten Bestandteile werden folgend kurz näher 

beleuchtet: 

Die Elektron-Zeeman-Effekt, auch Zeeman-Aufspaltung (Ὄ ) genannt, beschreibt die 

Wechselwirkung der Spinzustände mit dem externen magnetischen Moment und wird durch 

den Spinoperator Ὓ definiert. 

Ὄ Ὣ Аz ὄz Ὓz  4 

Der Landé-Faktor Ὣ 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 (Ὣ ȟὫ ȟὫ ) und die drei Euler-Winkel (ʰΣ ʲΣ ʴ) enthält, 

beschreiben die Orientierung im molekularen Koordinatensystem. 

Ὣ

Ὣ Ὣ Ὣ
Ὣ Ὣ Ὣ
Ὣ Ὣ Ὣ

Ὣ π π
π Ὣ π

π π π
 

5 

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

Ὣ  ς Wert herangezogen werden 

Ὣ
ρ

σ
ᶻὫ Ὣ Ὣ  

6 
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Die Eulerwinkel (ʰΣ ʲΣ ʴ) transformieren über die x,z,x-Achse vom x,y,z-Koordinatensystem in 

das A,B,C-Koordinatensystem.15,16 

  

Abbildung 1 schematische Darstellung der Euler-Winkel und ihre Wirkung bei der Transformation der Koordinatensystem17 

Die Elektronen-Elektronen-Wechselwirkung, (Ὄ ), 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. 

Molekülen) aufhalten. Diese Wechselwirkung kann in Dipol-Dipol- und Austausch-

Wechselwirkung unterteilt werden. Die für diese Arbeit relevante Austausch-Wechselwirkung 

tritt auf, wenn sich die Spins in unmittelbarer Nähe befinden (endliche 

Aufenthaltswahrscheinlichkeit im gleichen Orbital) und es zu einem quantenmechanischen 

Austausch der Spinzustände kommt.18 

Die Hyperfein-Wechselwirkung (Ὄ ) stellt die Hyperfeinaufspaltung der Energieniveaus 

durch die Interaktion des Dipolmomentes des Atomkernes zum Dipolmoment des Spins auf. 

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

ά   und ά  ρ (14N) bei Nitroxid-Radikalen eine Anzahl von drei Linien zu sehen.  

Ὄ Ὓ ὃz Ὅz 7 

Die Hyperfeinkopplung kann ebenfalls über den Kernspinoperator Ὅ  und den 

Hyperfeinkopplungstensor ὃ  beschrieben werden. Hier nimmt ὃ  wieder eine 3x3 Matrix an 

und kann mit den diagonalen Hauptkomponenten ὃ ὃ ȟὃ  analog zur Ὣ beschrieben 

werden. Für schnelle ungehindert rotierende Systeme ergibt sich die richtungsunabhängige 

Hyperfeinkopplungskonstante ὥ , die ebenfalls durch die Abstände der Nulldurchgänge des 

Resonanzsignals beschrieben werden kann.13,19 



 Theoretische Grundlagen 7  

ὥ
ρ

σ
ᶻὥ ὥ ὥ  

8 

 

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 B0 in einem bestimmten Bereich variiert. Für den in dieser Arbeit verwendeten 

Frequenzbereich von 9,4 GHz (X-Band) wird typischerweise ein Magnetfeld von circa 320 mT 

bis 450 mT gefahren, während 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 Stabilität und des geringen Molekulargewichtes 

für die Messung an bzw. in biologischen Systemen. Das ungepaarte Elektron hält sich, wie in 

der folgenden Abbildung verdeutlicht, vorwiegend mittig zwischen den Sauerstoff- und 

Stickstofforbitalen auf. Dabei verläuft die x-Achse definitionsgemäß entlang der NO-Bindung, 

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

  

Abbildung 2 Grundstruktur eines üblichen Nitroxid-Spinlabels mit dem Rest R (TEMPO, R=H) mit eingezeichneten 

Haupttensorachsen und deren taumelnden Rotation entlang der Achsen20,21 

Die Verwendung von Nitroxid-Radikalen ermöglicht ebenfalls eine vereinfachte Anwendung 

der Spin-Hamilton-Operatoren auf die Operatoren: Ὄ , Ὄ , Ὄ . Die 

Kernspinquantenzahlen für 14N-Isotope sind bekannt (Ὅ(14N)=1; ά  ρȟπȟρ), was eine 

Unterteilung des Zeeman-Energieniveaus des Spins durch die Hyperfein-Wechselwirkung 

ermöglicht. Bei schnellen, isotropen Rotationen in Lösungen führt dies zu drei Resonanzlinien 

im Spektrum der Nitroxid-Messungen, die durch ὥ  separiert sind.11,22 
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Generell befindet sich das ungepaarte Elektron bei Nitroxid-wŀŘƛƪŀƭŜƴ ƛƴ ŘŜǊ ˉ-Bindung 

zwischen dem Stickstoff- und Sauerstoffatom. Die Elektronendichte kann durch die Umgebung 

der Spinsonde beeinflusst werden. In einer polaren Umgebung, wie sie durch 

Wasserstoffbrückenbindungen und Dipol-Dipol-Wechselwirkungen charakterisiert ist, wird 

ein polarer Mesomeriezustand des Nitroxid-Moleküls mit auftretenden Formalladungen 

energetisch bevorzugt und dabei die Elektronendichte des ungepaarten Elektrons in Richtung 

des Stickstoffatoms verschoben, was zu einer erhöhten Hyperfein-Kopplung führt.11,12 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 Umstände. Die molekulare Dynamik der Spinsonde 

kann durch die Rotationskorrelationszeit ̱  ǉǳŀƴǘƛŦƛȊƛŜǊǘ werden. Für isotrope Bewegungen von 

Spinsonden kann die Rotationskorrelationszeit durch die Brownsche Rotationsdiffusion, 

basierend auf der Stokes-Einstein-Gleichung mit dem Rotationsdiffusionkoeffizient D, 

beschrieben werden. 

†
ρ

φz Ὀ
 

9 

Bei nicht sphärischen Molekülen, die anisotrop rotieren, wird der Rotationsdiffusionstensor 

Ὀ ȟȟ  eingeführt. Die mittlere Rotationskorrelationszeit ist folgend das geometrische 

Mittel der Tensor-Werte. dafür muss wiederum über die Euler-Winkel ʰΣ ʲΣ ʴ das 

Hauptsachsensystem des Rotationsdiffusionstensors in das Molekülkoordinatensystem 

überführt werden.10,13  

† † †z †z
ρ

φz Ὀ Ὀ Ὀ
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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 gehören zur Gruppe der amphiphilen Moleküle, die in wässrigen Medien die Tendenz 

zur Aggregation zeigen, um ihre hydrophoben Ketten von den Wassermolekülen zu isolieren 

(hydrophober Effekt).24 Die Aggregation von Lipiden ist dabei abhängig von mehreren 

Faktoren, darunter der Wassergehalt, der Temperatur, die Ionenkonzentration sowie der 

chemische Aufbau der Lipide (Ester-, Etherphospholipide, Sphingolipide, Bolalipide). Die 

Aggregation beginnt bei kegelförmigen Lipiden (z. B. Di-Palmityl-phosphatidylcholin (DPPC); 

Kopfgruppe größer als Kettengruppe) mit der Ausbildung einer Mizelle, mit steigender 

Konzentration kommt es zur Ausbildung von Lipiddoppelschichten, die in verschiedenen 

Phasenzuständen vorliegen können. Die am häufigsten 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. Für die in dieser Arbeit am häufigsten verwendeten 

Phosphocholinlipide wäre der Aufbau aus einer polaren Cholin-Kopfgruppe, verbunden mit 

einem polaren Phosphorylverol-Rückgrat, zu zwei unpolaren Kohlenwasserstoffeketten zu 

sehen.25,26 

 

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 häufig in der Kopfgruppen- oder Kettenregion 

stattfindet. Eine Kopfgruppenvariation kann zur Ladungsvariation oder zur Veränderung der 

hydrodynamischen Größe führen. Durch eine Veränderung der Kettengruppen, wie 

beispielsweise durch Verlängerung der Kette oder die Einführung von Doppelbindungen 

(Sättigungsgrad) oder anderweitige Modifikationen, kann eine Variation der Wechselwirkung 

der Lipide innerhalb der Membran herbeigeführt 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 erfüllt 

werden, wobei die Bildung von Membranen eine wesentliche Rolle spielt. Diese können als 

αzweidimensionale Flüssigkeitenά betrachtet werden. Membranen sind keine starren 

Systeme, sondern hoch dynamisch und fluide. Das Flüssig-Mosaik-Modell von Singer und 

Nicolson2 unterteilt die Membranen in viskose und fluide Schichten und beschreibt die Bildung 

von Domänen und Clustern unterschiedlichster Art und Zusammensetzung. Obwohl dieses 

Modell bereits seit 1972 existiert, hat es seine Aktualität bis heute nicht verloren. Dies ist auf 

die kontinuierliche Überarbeitung und Erweiterung zurückzuführen, wie sie in aktualisierter 

Form durch Nicolson1 beschrieben worden.  

 

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

im Organismus.1 Ein aktualisiertes Fluid-Mosaic-Membranmodell, das Informationen über Membrandomänenstrukturen 

und membranassoziierte Zytoskelett- und extrazelluläre Strukturen enthält. 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 Oberfläche des Zytoskeletts zu erkennen, dass die laterale 

Diffusion einiger, aber nicht aller Transmembran-Glykoproteine einschränkt.  
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Natürliche, "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 fällig sondern gemäß einer bestimmten Symmetrie 

erfolgt. Zudem sind diese nicht in einem thermodynamischen Gleichgewicht. Die Diffusion der 

Lipide und Proteine wird nicht nur durch die Fluidität oder den ionischen Wechselwirkungen 

der Lipide beeinflusst, sondern auch durch Proteinbarrieren oder Zuckerreste an der 

Membranoberfläche, die einen direkten und indirekten Einfluss ausüben. Die mechanischen 

Eigenschaften wie Krümmung und Elastizität werden hingegen vorwiegend durch die 

Lipidzusammensetzung und -verteilung definiert.25,27ς29  

 

Abbildung 6 rechts: Bilayerphasenschema adaptiert von Startek30; links: Schematische Darstellung einer DPPC DSC-Kurve 

samt Einzeichnung der Phasen, 

Es lässt sich beobachten, dass mit fallender Temperatur in der Regel folgende Phasen mit 

zunehmender Ordnung der Kette angezeigt werden, beginnend mit der Lh , P̡ ȫ, L̡ ȫ und Lc-

Phase. Der Begriff Lc (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 L ʲȫ (solid-ordert) sind die Lipidketten weiterhin all-trans, jedoch 

besteht eine Neigung in der Membrannormalen, sowie ein erhöhtes Rotationsvermögen der 

Ketten um ihre eigene Achse. Der Übergang zur liquid-disordert Lh  wird durch die Rippel-Phase 
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(hexagones Gitter, P̡ ȫ) beschrieben. Diese Phase ist charakteristisch durch die Präsenz von 

Wellen auf der Oberfläche und die Anwesenheit von Doppelschichten, deren Zuordnung zu L̡ ȫ 

oder Lh  möglich ist. Die liquid-disordert Phase Lh  stellt eine flüssigkristalline 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 Phasenübergangstemperatur ist definiert als die Temperatur, die erforderlich ist, um eine 

Änderung des physikalischen Lipidzustandes von geordneten Gelphase zur ungeordneten 

flüssigkristallinen Phase zu induzieren. Die Phasenübergangstemperatur wird dabei von 

verschiedenen Faktoren beeinflusst, darunter die Art der Lipide, die Kettenlänge, der 

Sättigungsgrad, die Kopfgruppenspezifik, mögliche Ladung am Lipid sowie Defektstellen, wie 

beispielsweise EPR-aktive Sonden oder fluoreszenzmarkierte Lipide (z.B. Rhodamin-B-DHPE) 

Die erhöhte Kettenlänge bedingt eine Stärkung der van-der-Waals-Wechselwirkungen, was 

wiederum einen erhöhten Energiebedarf zur Störung der geordneten Lipid-Paketierung 

erfordert, somit zu einer Erhöhung der Phasenumwandlungstemperatur führt. Die Einführung 

einer Modifikation oder cis-Doppelbindung in die Kettenregion führt zu einer Instabilität in 

diesem Bereich und zu einer Erniedrigung der Phasenumwandlungstemperatur.25ς27,31ς37 

Lipide können auch lokale Domänen mit unterschiedlicher Lipidzusammensetzung und 

Fluidität bilden. Diese werden als Rafts (Lipidflöße) bezeichnet und bestehen aus Cholesterol 

und Sphingolipiden. Sie weisen im Vergleich zu ihrer Umgebung eine höhere Starre auf.32,33 

Die Fluidität 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 Permeabilität, die Elastizität (Krümmung) und die 

laterale Spannung davon dirigiert.25 Die Dicke der hydrophoben Lipidschichten kann variieren 

und wird meist durch die Länge der gesättigten Fettsäuren gesteuert. Die Verteilung von 

Lipiden mit unterschiedlicher Kettenlänge ist nicht zufällig und ermöglicht eine lokale 

Einstellung der Membrandicke, wie es bei Rafts benötigt wird. Lipiddoppelschichten können 

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 tǊƻǘŜƛƴŜ ƛƴ ƛƘǊŜ αƴŀǘǸǊƭƛŎƘŜƴά Eigenschaften untersuchen zu können ist es 

essentiell ŘƛŜ ŦǸǊ ŘƛŜǎŜ tǊƻǘŜƛƴŜ αƴŀǘǸǊƭƛŎƘŜά 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 (PI) 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 näher 

auf die Eigenschaften der Lipide dieser Membran eingegangen.  

 

Abbildung 7 Chemische Strukturen der typischen menschlichen PNS-Membranlipide: Gehirn L- -hPhosphatidylcholin (PC), 

Schweinehirn L- -hPhosphatidylserin (PS), Schweinehirn L- -hPhosphatidylethanolamin (PE), Schweinehirn-Sphingomyelin 

(SM), Rinderleber L- -hPhosphatidylinositol (PI) und Schafswollcholesterin (ch); R steht für eine variable 

Lipidkettenzusammensetzung. Es handelt sich um natürliche Lipide in einer Mischung mit einer durchschnittlichen 

Fettsäureverteilung. 

Die verwendeten Lipide können in drei Kategorien eingeteilt werden: die neutralen Lipide (PC, 

PE, SM), die geladenen Lipide (PI, PS) und das Cholesterol. Phosphatidylserin (PS) und 

Phosphatidylinositol (PI) gehören zu den geladenen anionischen Lipiden, die durch 

elektrostatische Wechselwirkungen mit dem geladenen Bereich der Proteine interagieren.38,39 

Die Interaktion führt zu einer verringerten Fluidität, die vermutlich durch die 

Lipidkondensation bedingt ist. Die anderen neutralen Lipide, PC und PE sind für 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 Ähnlichkeit zu 

Membranlipiden auf, wobei sich jedoch eine differenzierte Struktur zeigt. Während 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 Höhe der 

Kopfgruppen der Phospholipide positioniert, während das plattenartige Rindsystem parallel 

zu den Acylketten verläuft. Letzteres reicht bis zur Position C9, C10 der Phospholipide. Es 

konnte nachgewiesen werden,31,40 dass Cholesterol die Kopplung der Kopfgruppen 

unterbricht und die Bildung von Lipidflößen begünstigt, die angereichert sind mit Cholesterol 

und Sphingolipiden, wie es in den Studien zu Sphingomyelinen (SM) beschrieben wird.32,33,41 

Diese Rafts sind hochgeordnet und starr, was zu einer Verringerung der Fließfähigkeit der 

gesamten Membran führt. Cholesterol reduziert die für den Phasenübergang erforderliche 

Bindungsenergie und verringert folglich die Umwandlungstemperatur von Phospholipiden-

Doppelsichten. 

Die Hypothese von Widder42 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 ähnlicher Effekt konnte in den 

Studien zu P2 beobachtet werden. Des weiteren zeigte Träger43 auf, dass während der 

Adsorption des MPB an die myelinähnliche 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 Domänen.42 Ein ähnliches Phänomen 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 Domänen zu positionieren und eine Interaktion mit den 

geladenen Lipiden PI und PS aufzuzeigen. 

2.2.4. Grundlagen der Nanodiscs 

Nanodiscs (Lipodisks, Liponanodisks, ND) sind scheibenförmige 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) 44ς46 oder über die Verwendung von amphiphilen Copolymeren.47,48 Bei der 
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Verwendung von MSP stehen mehrere Proteine zur Verfügung, die die 

Doppelschichtmembran stabilisieren. Ihr Vorteil ist ihre geringe Dispersität und die breite 

Anwendbarkeit.46 Die Hauptklasse der Proteine, die für die Stabilisierung er Lipide verwendet 

werden, sind Membrangerüstproteine (MSP). Die MSP bestehen aus amphiphilen Helices, die 

den Kern der Doppelschicht gürtelartig umgeben. Sie können in ihrer Größe für verschiedenen 

Durchmesser der zu bildenden Nanodisc optimiert werden.44ς46 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 erwähnen, dass in den 

Präparationsprotokollen in der Regel Detergenzien verwendet werden müssen. Hier besteht 

eine große Gefahr labile Membranproteine zu denaturieren.44ς46 Diese oben genannten 

Nachteile haben die auf Copolymer-basierenden Nanodisc nicht. Die Polymere sind in der Lage 

ihre Zielproteine samt Lipidumgebung direkt aus der natürlichen Doppelschichtmembran 

herauszulösen, dafür benötigen sie keine Detergenzien.47,49 Sie sind in großen Mengen sowie 

in größerer Polymervariation kommerziell verfügbar und stören auf Grund ihrer Struktur in 

den üblicherweise verwendeten biochemischen Methoden nicht.47,49ς52 Die aktuellen 

Hauptvertreter sind die auf das Styrol-Maleinsäure (SMA) bzw. Di-Isobutylen-Maleinsäure 

(DIBMA) basierenden Copolymere.53 Deren Nanodisc SMALP´s, DIBMALP´s genannt werden. 

Das hydrophile Monomer dieser Polymere ist in der Regel die Maleinsäure. Im SMA wird die 

Maleinsäure mit Styrol als hydrophobes Monomer polymerisiert. Dabei ist je nach 

Anwendungsgebiet eine Variation der Kettenlänge und Monomerverhältnis möglich.54ς56 

Trotz das SMA negativ geladen ist, wie die meisten natürlichen Lipidmembranen, weist es eine 

hohe Solubilisierungseffizienz auf.47,54,57 Dies ist auf die Fähigkeit zurückzuführen, dass seine 

Styrol-Körper während der Solubilisierungsphase zwischen die Lipidketten, einschleusen zu 

können und so die Nanodisc zu stabilieren.57,58 Diese Einfügungen von Styrol in die 

Lipiddoppelmembran kann jedoch auch zu Störeffekten in den Lipiden führen und somit die 

Doppelmembranstruktur verändern.49,59 DIBMA, welches statt des Styrol eine Diisobutyl-

Einheit als hydrophobe Einheit aufweist, hat keinen derartigen negativen Einfluss auf die 

Lipidmembran.49 Als Ableitung des SMA kann das zwitterionische Copolymer SMA-SB 

angesehen werden. Es trägt statt der Maleinsäure-Einheiten ein Betaminsulfon-Säure Derivat 

derer. Dies soll wiederrum für eine verbessere Membranaffinität und Nanodiscstabilität 

führen.  
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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 ς Langmuir Filme 

Biologische Systeme, wie etwa die Zellmembran, sind in der Grundlagenforschung komplex zu 

modellieren. Abhängig vom jeweiligen Zelltyp bestehen sie aus einer Lipiddoppelschicht, die 

mit adsorbierenden oder durchdringenden Proteinen und weiteren Komponenten kombiniert 

ist. Um die Zellmembran für Labor-Experimente zu modellieren, ist es häufig erforderlich, das 

Membransystem zu vereinfachen. In der Regel wird dazu eine Doppelschicht verwendet, die 

eine reduzierte Variation der Lipidarten enthält, beispielsweise eine reine 

Dimyristoylphosphatidylcholin (DMPC)-Doppelschicht). Eine weitere gängige Praxis ist die 

Bildung von Monoschichten, eine halbe Doppelschicht, für Untersuchungen in einer 

Grenzflächenumgebung,60,61 da sich so Eigenschaften wie der Phasenzustand, der 

Phasenübergang62 und der Einfluss der Subphase oder die Lipidzusammensetzung60 auf 

Proteine untersuchen lassen. Dies ist insbesondere der Fall, wenn es sich nicht um 

Transmembranproteine handelt.26,27 
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2.3.1. Pockels-Langmuir-Filmwaagen 

Die Bildung eines Langmuir-Films setzt die Anordnung von amphiphilen Molekülen (Lipiden) 

auf der Grenzfläche zwischen Luft und Wasser auf der wässrigen Phase voraus. Zu diesem 

Zweck wird zunächst ein temperierbaren Teflontrog mit der wässrigen Phase befüllt, wobei 

das Volumen bzw. die resultierende Oberfläche ὃ (siehe Abbildung 10, links) konstant 

gehalten werden. 

In Kombination mit der Fläche eines Lipidmoleküls, die stoffspezifisch ist, wird auf diese Weise 

die Spreitmenge des Lipides berechnet. Die Monoschichtbildung führt zu einer Erniedrigung 

der Oberflächenspannung, die sich nach der Oberflächenkonzentration bemisst (ɜ ὲȾὃ). 

Der Oberflächendruck wird von einer Wilhelmy-Plättchen-Waage detektiert.63 Diese ermittelt 

die Oberflächenspannung über ein dünnes Plättchen (z. B. Filterpapier), das in die Subphase 

eintaucht. Dabei wird die kompensierende Kraft gemessen, die das Plättchen durch Benetzung 

nach unten zieht, welche durch eine Waage registriert wird. Der Oberflächendruck ist definiert 

als der Abfall der Oberflächenspannung ‎ auf eine Subphase, z.B. wenn eine Monoschicht an 

der Luft/Wasser-Grenzfläche gespreitet und komprimiert wird. Dabei bezeichnet ‎ die 

Oberflächenspannung der Subphase ohne Lipidmonoschicht und ‎ die Oberflächenspannung 

der Subphase mit Monoschicht. Gemäß dessen wird die Oberflächenspannung als diejenige 

Arbeit definiert, die aufgewendet werden muss, um die Oberfläche der wässrigen Phase zu 

vergrößern.62,63 

“ ‎ ‎ 11 

 

2.3.1.1. MIP (maximaler Insertionsdruck; maximum insertion presure) 

Bei zeitabhängigen Filmwaagemessungen mit konstanter Oberfläche (Adsorptionsfilmwaage, 

siehe oben) können Adsorptionsvorgänge von Proteinen oder Tensiden in der Monoschicht 

beobachtet werden. Für die Berechnung des MIP (Maximum Insertion Pressure) werden 

unterschiedliche Mengen der Lipidmischung je Messung auf die Grenzfläche aufgebracht, um 

eine bestimmte initiale Oberflächenspannung “  zu erreichen. Die Differenz zwischen “  

der initialen Oberflächenspannung und “  der Oberflächenspannung nach Einstellung des 

Gleichgewichtes (Adsorption des Tensides/Proteins zu Lipidmembran) ist ῳ“. Wenn man ῳ“ 

in eine  lineare Funktion von “  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 höchstmöglichen Oberflächendruck, bei dem das Protein oder Tensid noch in 

die Lipidmonoschicht adsorbieren bzw. eindringen kann. 

ῳ“ “  “  12 
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Abbildung 9 repräsentative Absorptionsmessung links und der Auswertung und Darstellung des MIP rechts; für die Messung 

P2 Wildtyp auf einer PNS-Monoschicht 

2.3.1.2. Synergie 

Während 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 unterstützt oder 

verhindert. Zwei Werte sind dafür 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 möglichen Druck an, bei dem das Protein in eine lipidfreie Grenzfläche 

eindringen kann (MIP in lipidfreier Grenzfläche). Die Steigung der Regressionsgerade 

beschreibt die Wechselwirkung zwischen Proteinen und Lipiden. Dabei ist die Synergie die 

Steigung der Regressionsgeraden plus eins.  

ίώὲὩὶὫώὦ ρ 13 

Ein Synergiewert größer als 0 deutet auf einen positiven Effekt hin, eine gegenseitige 

Unterstützung, es kann also zu einem MIP kommen. Bei Werten gleich 0 gibt es keinen 

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

zu einem Ausschluss bzw. Verdrängung des Proteins bei erhöhtem initiale Oberflächendruck. 

.   

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. Versuchsart60,61,64 befinden 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 Oberfläche pro Molekül kontinuierlich verkleinert und der Oberflächendruck 

gemessen. Das Kompressionsverhalten des Monolayers wird durch die 

hōŜǊŦƭŅŎƘŜƴŘǊǳŎƪκCƭŅŎƘŜƴόˉκ!ύ-Isotherme beschrieben. Die Flächenpressung steigt bei 

weiterer Kompression durch die Barriere der Filmwaage bis zu dem Punkt an dem die größte 

Packungsdichte erreicht wird. Bei weiterer Kompression kollabiert das System und bildet 

aǳƭǘƛƭŀȅŜǊΦ {ƻǿƻƘƭ ŘŜǊ ±ŜǊƭŀǳŦ ŘŜǊ ˉκ!-Isotherme als auch der Filmkollaps sind unter 

Gleichgewichtsbedingungen (niedrige Kompressionsgeschwindigkeit) charakteristisch für die 

die Monoschicht bildende Substanz. Es können Rückschlüsse auf die Anzahl und die Art der 

molekularen Wechselwirkungen, als auch die Massenorganisation in einer Phase und den 

Übergang zwischen verschiedenen Phasen getroffen werden. Die Isotherme ist ebenfalls 

abhängig von Subphasenparametern wie pH-Wert, Ionenkonzentration und Temperatur.25,27 

In der Monoschicht liegen, obwohl quasi zweidimensional, verschiedene Aggregatzustände 

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

realen Gas. Allerdings ist in der Monoschicht der Bewegungsspielraum der Moleküle 
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wesentlich eingeschränkt, da die Kopfgruppe das Lipidmolekül an der Wasseroberfläche 

fixiert. In Abbildung 11 ist ein beispielhafter Verlauf einer  

Oberflächendruck-/Flächenisotherme mit den verschiedenen Phasenübergängen dargestellt. 

Zunächst liegen auf einer expandierten Oberfläche die Lipide isoliert voneinander vor. Die 

Moleküle können sich auf der Wasseroberfläche bewegen, ohne sich gegenseitig zu 

beeinflussen (nicht nachweisbare Druckanstieg bei Kompression). Da sich die Monoschicht 

(2D) wie ein ideales Gas in einem 3D-Volumen verhält, wird diese Phase als gasanaloge Phase 

bezeichnet. Durch Verkleinerung des zur Verfügung stehenden Raumes wird die Lipiddichte 

erhöht und die Wechselwirkungen zwischen den Lipiden dominieren das Phasenverhalten. Die 

Moleküle "spüren" sich gegenseitig und setzen der Kompression einen messbaren Druck 

entgegen (lift off): Die Lipide werden 

zunehmend dazu gezwungen, sich 

aufzurichten, um dem verringerten 

Platzangebot entgegenzuwirken. In der 

flüssigen Phase lassen sich drei verschiedene 

Zustände unterscheiden: die flüssig-

expandierte (LE), die flüssig-geordnete (Lo) 

und die flüssig-kondensierte Phase (LC). 

Phasenübergänge lassen sich an 

Veränderungen 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 über die 

Ordnung des Übergangs. Horizontale Plateaus, bei denen keine Druckänderung auftritt, 

deuten auf einen Phasenübergang erster Ordnung hin, während geneigte Übergänge auf 

Übergänge höherer Ordnung schließen lassen. In der flüssig-kondensierten Phase behalten 

die starren Kohlenstoffketten noch eine gewisse Rotationsfreiheit und sind geneigt, um eine 

dichtere Packung zu ermöglichen. Mit zunehmendem Oberflächendruck 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 Veränderungen anschließt.25ς27 Welches Phasenverhalten 

Abbildung 11 theoretische phi-A isotherme; Kompression 

eines nicht löslichen Lipidmonolayers auf einer Luft-

Wasser-Grenzfläche222 samt schematischer Darstellung 

der verschiedenen Zustände der Monoschicht 
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beobachtet werden kann, hängt von der Lipidstruktur bzw. dem Lipidmix ab. So findet man in 

sphingomyelinreichen Mischungen, mit langen gesättigten Kohlenwasserstoffketten, 

überwiegend feste Phasen. Ungesättigte Phospholipide zeigen meist nur flüssig expandierte 

Phasenzustände oder reichern sich in diesen an.65 Ebenso ist die Temperatur entscheidend für 

die Beobachtung von Phasenübergängen. Bei tiefen Temperaturen wird meist eine 

kondensierte Phase induziert, während hohen Temperaturen die flüssig-expandierte Phase 

begünstigen.27 

 

2.3.3. Epifluoreszenz Filmwaagen 

Fluoreszenz beschreibt den Prozess, bei dem kurzwelliges Licht absorbiert und langwelliges 

Licht emittiert.66 Ein Elektron aus dem Grundzustand S0 geht in einen angeregten Zustand S1 

über, dem eine strahlungslose Schwingungsrelaxation in den niedrigsten angeregten 

Schwingungszustand in S1 folgt und schließlich eine Emission zum Grundzustand S0 

stattfindet. Zu den konkurrierenden Reaktionen gehören z. B. die strahlungslose 

Totaldeaktivierung (IC: Internal Konversion) und Phosphoreszenz. Dabei werden Elektronen 

aus Doppelbindungen leichter angeregt, da die p-Elektronen der Doppelbindung über beide 

Atome verteilt und damit weniger stark gebunden sind. Deshalb werden meist Fluorochrome 

Moleküle mit konjugierten Doppelbindungen verwendet.66 

In dieser Arbeit wurde mit einem Auflicht-(Epi-

)Fluoreszenzmikroskop (Abbildung 12) gearbeitet. In einem 

Auflichtmikroskop trifft das kurzwellige Licht der 

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

gewünschte Anregungswellenlänge zuvor herausgefiltert 

wurde, auf einen dichroitischen Spiegel, der das Licht durch 

ein Objektiv auf die Probe fokussiert. Das langwelligere 

Fluoreszenzlicht passiert erneut das Objektiv und 

durchstrahlt den für das Emissionslicht durchlässigen 

dichroitischen Spiegel erneut. Nach Passieren des 

Emissionsfilters wird das Signal von einer EMCCD-Kamera 

detektiert.67 Die Charakterisierung von Lipidmonoschichten 

mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie ist von Vorteil, da die 

Probe nicht mechanisch belastet wird und die Sensitivität der Fluoreszenzmikroskopie sehr 

м н 
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Abbildung 12 Schematischer Aufbau und 

Prinzip eines Epifluoreszenzmikroskop; 1 

Lichtquelle, 2 Anregungslichtfilter, 3 

dichroitischen Spiegel, 4 Objektiv, 5 

Emissionsfilter, 6 EMCCD-Kamera 
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hoch ist.68 Das hier dem Lipidgemisch zugegebene Fluorophor Rhodamin-B-1,2-

Dihexadecanoyl-sn-Glycerin-3-Phosphoethanolamin (Rhodamin-B-DHPE) ist aufgrund der 

unterschiedlichen Löslichkeit in den Phasen für den Hell-Dunkel-Kontrast in der Bildgebung 

verantwortlich. Dunkle Bereiche in der Abbildung bedeuten Abwesenheit, helle Bereiche 

zeigen eine Anreicherung des Fluoreszenzfarbstoffs an. Außerdem bevorzugt Rhodamin-B-

DHPE die flüssig-expandierte Phase und lagert sich die Kopfgruppen der Lipide an.69 Mit dieser 

Versuchsanordnung lässt sich vor allem die Bildung von Domänen beobachten, da diese eine 

Phase höherer Ordnung bilden und in Mischungen eine andere Lipidzusammensetzung als ihre 

Umgebung annehmen, vergleichbar mit Rafts in Lipiddoppelschichten. Die Domänen können 

jede Form annehmen. In Lipidmischen mit einem höheren Cholesterolanteil können die 

Domänen bei niedrigen Oberflächendrücken runde Formen annehmen, bei hohen 

Oberflächendrücken können streifenförmige Domänen gebildet werden. 70,71 

ōƭŀǳŜǊ Yŀƴŀƭ 

ƎǊǸƴŜǊ Yŀƴŀƭ 

wƘƻ .π5It9 !ƭŜȄŀ пуу 

Abbildung 13 Emissions-Absorptionsspektren von Rhodamin B (RhoB-DHPE) und Alexa 488, jeweils bei 

Emmissionswellenlänge 486 nm (blauer Kanal) und 547 nm (grüner Kanal)223; Bildfarben: blau: Emissionslicht, rot: 

Detektionsbereiche; grün Emissionseffezienz, gelb: Detektionseffizienz 
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Bei den in dieser Arbeit gezeigten Zwei-Farb-Experimenten auf der 

epifluoreszenzmikroskopischen Filmwaage wurde neben dem bereits erwähnten 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 Überlappung der Absorptions- und Immisionsbanden des 

Rhodamins-DHPE im Bereich von Alexa 488 im blauen Kanal (Alexa 488: ~490 /513 nm 

Anregungs-/Emissionsmaximum72; Rho-B-DHPE: Ḑ560/580 nm Anregungs-

/Emissionsmaximum73). Diese Überlappung, die normalerweise als negativ angesehen wird, 

ermöglicht 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 Größe 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 für diese Analyse. Die 

Brownsche Bewegung beschreibt die ungerichtete Bewegung von kleinen Partikeln in einer 

Lösung und resultiert aus Kollisionen mit Lösungsmittelmolekülen. Dabei weisen kleine 

Partikel eine höhere Diffusionsgeschwindigkeit auf als große Partikel. Die quantitative 

Messung der Geschwindigkeit der Brownschen Bewegung erfolgt durch den 

Translationsdiffusionskoeffizienten Ὀ. 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 Intensität des gestreuten Lichtes mit der Zeit. Die Kumulation vieler detektierter einzelner 

dynamischer Lichtstreuungsintensitäten resultiert in einem fluktuierenden Intensitätssignal 

(Abbildung 14). Die beobachteten Schwankungen werden durch die Interferenz des von jedem 

einzelnen Teilchen gestreuten Lichts verursacht. Es ist zu erwarten, dass sich die Intensität mit 

der Zeit verändern wird, da die Partikel eine Diffusion erfahren.74,75  
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Abbildung 14  Schema der Beziehungen zwischen gemessenen fluktuierenden Intensitätssignalen (links) und Schema der 

Beziehungen zwischen gemessenen fluktuierenden Intensitätssignalen (links) und LƴǘŜƴǎƛǘŅǘǎƪƻǊǊŜƭŀǘƛƻƴǎŦǳƴƪǘƛƻƴŜƴ Ǝнόˍύ 

(rechts) für große und kleine Partikel mit Basislinie C und Steigung B wie in Gleichung 7 verwendet76 

Die Geschwindigkeit der Intensitätsfluktuationen ist abhängig von der Diffusionsrate der 

Partikel, wobei kleinere Teilchen eine schnellere Diffusion aufweisen und dies zu rapiden 

Schwankungen des gestreuten Lichtes führt. Die zeitlichen Abstände zwischen den 

Aufnahmen des Lichtstreusignals Ὅ(ὸ + †) sind dabei in der Regel sehr gering, da die Messungen 

in einem Bereich der Korrelationszeit † von Nano- oder Mikrosekunden erfolgen. Die so 

gewonnenen Momentaufnahmen werden anschließend miteinander verglichen. Bei 

Betrachtung von Momentaufnahmen, die zeitlich weiter voneinander entfernt sind, nimmt die 

Ähnlichkeit oder Korrelation jedoch ab, bis schließlich keine Korrelation mehr mit dem 

ursprünglichen Signal besteht. Dieser Vorgang wird als Autokorrelation bezeichnet. (zeitliche 

Entwicklung der Intensitätssignale) Die Diffusionsgeschwindigkeit der Partikel sowie die Dauer 

bis zum vollständigen Verlust des Korrelationssignals sind dabei signifikant korreliert. Die 

Größe 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.74,75,77 

Ὠ
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Die Erfassung der Größeninformationen erfolgt durch Umwandlung der Werte in den 

hydrodynamischen Durchmesser ὨH unter Anwendung der Stokes-Einstein-Gleichung 

(Gleichung 14).78,79 Die Variablen Lösungsmittelviskosität ʂ und Temperatur Ὕ sind dabei zu 

berücksichtigen, da sie die Diffusionsrate der Partikel beeinflussen. Die gemessene 

Größenverteilung wird als Intensitätsverteilung angezeigt und die Ergebnisse können unter 

Verwendung verschiedener Annahmen in eine Volumen- oder Zahlengrößenverteilung 

umgewandelt werden. Der angegebene hydrodynamische Durchmesser (ὨH) ist der 

Durchmesser einer harten Kugel, die mit der gleichen Geschwindigkeit diffundiert wie das zu 

messende Partikel oder Molekül. Der Translationsdiffusionskoeffizient ist dabei abhängig von 

der Größe des Partikelkerns sowie von der Oberflächenstruktur, der Konzentration und der 

Art der Ionen im Medium. Sowohl die Ionen im Medium als auch die 

Gesamtionenkonzentration können die Partikeldiffusionsgeschwindigkeit beeinflussen, 

indem sie die Dicke der elektrischen Doppelschicht ändern. Jede Änderung der 

Partikeloberfläche, die die Diffusionsgeschwindigkeit beeinflusst, führt zu einer 

entsprechenden Änderung der scheinbaren Partikelgröße. Zum Beispiel kann durch die 

Proteinkonformation die Art der Partikeloberfläche und des Proteins sowie durch die 

Ionenkonzentration des Mediums beeinflusst werden, was wiederum eine Veränderung der 

scheinbaren Partikelgröße um einige Nanometer zur Folge haben kann. Die Breite der 

Partikelgrößenverteilung wird durch den Polydispersitätsindex (PDI) beschrieben. Dieser wird 

durch die kumulative Anpassung abgeleitet, wobei eine Abklingkonstante der 

Intensitätskorrelationsfunktion berechnet wird.77,80  

2.5.  zeta-Potential und elektrophoretische Lichtstreuung 

Das elektrische Potenzial ist ein Maß dafür, wie viel Energie benötigt wird, um eine einzelne 

Punktladung aus unendlich großer Entfernung zum Teilchen zu bewegen. Das Zeta-Potential 

ist ein Maß für die Oberflächenladung und ein Indikator für die Stabilität des einzelnen 

Partikels sowie seine Neigung zur Aggregation oder Koagulation. Es ist als das 

Oberflächenpotential definiert, welches sich auf der Gleichebene des Partikels befindet. Es ist 
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dabei von einigen Faktoren abhängig, u. a. dem Anfangswert des Oberflächenpotentials auf 

der Partikeloberfläche, der Dicke der elektrischen Doppelschicht (Debye-Länge) und der 

Salzkonzentration des umgebenden Mediums. Dabei nimmt die Dicke der Doppelschicht mit 

steigender Ionenstärke des umgebenden Mediums ab. 

 

 

Abbildung 15 Schematische Darstellung der Oberflächenpotentiale eines Partikels81 

Das Zeta-Potenzial wird in der Regel über die elektrophoretische Lichtstreuung ermittelt. 

Dabei wird die elektrophoretische Beweglichkeit der sich in einer Lösung befindlichen Teilchen 

innerhalb eines elektrischen Feldes gemessen. Aus den ermittelten Werten der 

elektrophoretischen Mobilität (UE) kann nach Lösen der Gleichung xxx das Zeta-Potenzial 

errechnet werden.  
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Dabei sind: Ὗ  die elektrophoretische Mobilität, ‐ die Permittivität, ‒ das Zeta-Potential, µ die 

Viskosität und Ὂ‖z ὥ die Henry-Funktion mit als ‖ Deby-Länge und ὥ als Teilchenradius 

Eine moderne Messtechnik zur Bestimmung des Zeta-Potentials ist die cmPALS. Sie beruht 

grundsätzlich auf der ELS, jedoch wird die Phasenänderungsrate 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 überlagert sind. Diese 

Doppelmessung ermöglicht es, probe- oder messgerätbezogene Indikatoren in die 

Berechnung des Zeta-Potentials einzubeziehen, z. B. Alterung, Temperatur- oder 

Frequenzänderung.25,82ς94 
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3. peripheres Myelinprotein P2  

3.1.  Einführung 

Im folgenden Abschnitt wird das periphere Myelinprotein 2 (PMP2, P2) näher beleuchtet, 

dabei werden mittels cwEPR-Spektroskopie und Filmwaagenmethodik die beiden bekannten 

physiologischen Funktionen des P2 experimentell betrachtet. Mutationen am P2 sind 

nachweislich mitverantwortlich für 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.7,95 P2 wird in der 

Literatur auch Myelin-Fatty Acid Binding Protein (M-FABP) oder FAPB 8 bezeichnet. Die Klasse 

der FABPs sind ̡-Fass-Transportproteine, welche für den intrazellularen Fettsäuretransport 

und den Aufbau der Zellmembran mitverantwortlich sind. Um zu verstehen in welchem 

Rahmen P2 und neurologische Krankheiten assoziiert sind, müssen beide Aufgaben des P2 

näher betrachtet werden. So wird in den folgenden Kapiteln zunächst die Funktion als 

fettsäurebindendes Protein (Fatty Acid Binding Protein, FABP) analysiert und später 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 

für Krankheiten und phänotypische, pathogene Veränderungen von Organismen haben 

oftmals ihren Ursprung in Mutationen von Proteinen. Eine Mutation von P2 wurde in 

Kausalität mit neuronalen Krankheiten wie der der Charcot-Marie-Tooth (CMT) Krankheit oder 

dem Guillain-Barré-Syndroms nachgewiesen.7,95 Die CMT, auch hereditäre motorische-

sensible Neurophatie Typ I genannt, ist eine durch Gendefekte ausgelöste Neuropathie, die 

mit der Demyelinisierung des peripheren Nervensystems einhergeht. In deren Folge kommt 

es zu einer Beeinträchtigung der Nervenleitgeschwindigkeit. Die mittlere motorische 

Nervenleitgeschwindigkeit liegt je nach Ausprägung der CMT unter 38 m/s;96 der anatomische 

Normwert liegt bei Ah-Fasern (nach Erlanger/Gasser) bei: 60-120 m/s.96 Diese verminderte 

Nervenleitgeschwindigkeit hat motorische als auch sensible Ausfälle zur Folge. Die CMT 

manifestiert sich i.d.R. in den ersten zwei Lebensjahrzehnten. Sie hat eine Prävalenz von 20-
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40 auf 100.000. Die häufigste Ursache ist die Duplikation den Peripheren Myelin Protein 22 

(PMP22)-Gen (CMT1A). Die CMT1G (P2 assoziierte CMT) hat eine Prävalenz von 1 zu 

1.000.000, trotz deren geringerer Prävalenz ist sie nicht weniger klinisch relevant.7,95ς100  

Gonzaga95 und Motley7 konnten in genetischen Studien zwei für die CMT1G verantwortliche 

Varianten (Mutanten) des P2 identifizieren. I43N und I52T stehen in bestätigen kausalem 

Zusammenhang zur autosomal dominant vererbten CMT1G. Wie die Ergebnisse von 

Gonzaga95 zeigen, haben das Vorhandensein von P2, als auch die Mutation des P2 einen 

großen 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 I43N-Mutante . 

Die Kontrollgruppe (Abbildung 16 A) zeigt geordnete Nervensysteme. In der Morpholino-

Knockoutdown (MO) Variante (Abbildung 16 B) wurde das P2-Gen unterdrückt. Es zeigen sich 

ein Motorneuronenphänotyp, bei dem die Nervenstränge 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. I43N-Variante) injiziert. Zwar 

konnte diese Geninjektion den Wildtyp-Phänotyp nicht wiederherstellen, es zeigt sich 

dennoch das das humane P2wt-Gen-Injektion, bei der Phänotyp Ausprägung nah an der 

Kontrollgruppe ist und die Gruppe mit I43N-Gen Injektion weißte weiterhin eine deutliche 

Anomalität der Nervenstränge auf. Ebenfalls ist aus diesen Studien95 bekannt, dass die 

Konzentration des exprimierten P2 im Organismus, vergleichen zu PMP22, für die korrekten 

Aufbau der Nervenbahnen essenziel ist. 
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Abbildung 16 laterale Aufnahme des Zebrafischnervensystems, A Kontrollgruppe; B Morpholino-Gruppe (MO-Gruppe), P2-

Gen unterdrückt; C MO-Variante und Injektion von humanem wtP2-Gen; D: MO-Variante und Injektion von humanem I43N-

Gen95 

I43N und I52T sind Punktmutationen, welche Änderung von Aminosäuren in der -̡

Faltblattfassstruktur aufzeigen. I43N 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 für die Ligandbindung beteiligen Position liegt, 

noch in direkter Beziehung zu den für die Membranadsorption verantwortlichen Bereiche, hat 

diese Punktmutation signifikante Auswirkungen auf die Funktion das P2 und das Outcome der 

CMT. 7,95  

Als dritte hier aufgeführte 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 h -helikalen Deckelregion. 

Ebenfalls ist die Position 38 in großer Nähe zu der Anionbindungsstelle, welche an der 

Konformationsänderung zur Ligandenaufnahme stark beteiligt ist.39,101 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. Funktionseinschränkung des P2. 
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Abbildung 17 YǊƛǎǘŀƭƭǎǘǊǳƪǘǳǊ ŘŜǎ tн ƳƻŘŜƭƭƛŜǊǘ Ƴƛǘ tŀƭƳƛǘŀǘ ŀƭǎ [ƛƎŀƴŘΣ IŜƭƛȄǎǘǊǳƪǘǳǊ ƛƴ ƘŜƭƭƎǊǸƴΣ ʲ-Stränge in blaugrün. 

Darstellung der drei CMT1-ŀǎǎƻȊƛƛŜǊǘŜƴ ±ŀǊƛŀƴǘŜƴΤ Lпоb ŀƴ ʲ-Strang .Τ Lрн¢ ǳƴŘ ¢рмt ŀƴ ʲ-Strang C7 

3.1.2. Aufbau und Funktion des peripheren Myelinprotein 2  

Nach Abe 102 ist P2 unter anderem für 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. Abe102 zeigt in Knock-Out- und Überexpressionsexperimenten die Rolle des 

P2. Es wird verdeutlich, dass P2 in der Lage ist Mikromilieus aufzubauen, wobei sich eine 

Abhängigkeit zwischen P2-Konzentration und Häufigkeit der Membranmikrotubi sowie der SM 

Asymmetrie ergibt.102 Die Erhaltung der Asymmetrie gibt einen Hinweis auf die Begründung 

der Doppelfunktion der P2: i) als Fatty Acid Bindung Protein (FAPB) für den Lipidtransport ς ob 

noch nicht final geklärt ist, welches der endogene Ligand des P2 ist39 und ii) die 

Membranassoziation an die Myelinmembran.39,103,104 Es ist bekannt, dass die meisten 

Myelinproteine (P2, P0, MPB) mit neurologischen Krankheiten assoziiert werden können, 

jedoch ist aktuell noch wenig über die Beziehung zwischen dem pathogenen Bild und dem 

Protein bekannt.4,105  

P2 gehört zu den amphiphilen Transportproteinen, welche im Cytosol von Wirbeltieren die 

Aufgabe des Fettsäuretransportes übernehmen.106 P2, das zur Familie der FABPs gehört, steht 

hier in einer homologen Reihe von ̡-Faltblattfassproteinen mit einem Molekulargewicht von 

14-15 kDA.107 Aufgrund ihrer amphiphilen Eigenschaften sind FABPs  wasserlöslich und 

können hydrophobe Moleküle nicht kovalent binden und transportieren.108 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 Tertiärstruktur.106 
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Die Kristallstruktur von FAPBs besteht aus zehn antiparallelen -̡Strängen, die in zwei 

fünfsträngigen ̡-sheets organisiert sind. Zusammen bilden sie eine ̡  -Faltblattfassstruktur mit 

einem Helix-Turn-Helix Motiv. Teile dieses Motives bilden den h -helikalen Deckel.5,104 Er bildet 

die Portalregion, die vermutlich als Eintritt für die Liganden dient und zum inneren 

hydrophoben Raum der -̡Fass-Struktur führt.109 FABPs binden und transportieren 

grundsätzlich nur einen Liganden110 , außer FABP1/Liver-FABP, welches mehrere Liganden 

binden kann111 und zu meinst alle gesättigten und ungesättigten langkettigen (ab C13) 

Fettsäuren.112 Am direkten Bindungsprozess innerhalb der Bindungstasche ist das 

Kompartimente beteiligt, welches die Aminosäuren Arg108, Arg Thy126 und Arg128 umfasst 

(vgl. Abbildung 19).  

Am Bindungsprozess ist ebenfalls die Anionbindungsstelle beteiligt, die durch die 

Amidgruppen des Rückgrats von Lys37 und Thr56 gebildet wird, welche aufeinander zuweisen. 

Bei einer Wechselwirkung mit der Membranoberfläche könnte die Bindung einer anionischen 

Gruppe an diese Region, eine Konformationsänderung induzieren, die für den 

Fettsäuretransfer erforderlich ist.39,101 Möglicherweise spielt der benachbarte Prolinrest 

(Pro38) eine Rolle dabei, dass die Amide des Rückgrats aufeinander zuzuweisen und die 

Öffnung des Deckels regulieren.39,101 In Anbetracht der möglichen Lipidtransfermodi in der 

FABP-Familie ς diffusiv oder kollisional ς ist FABP1 (Leber-FABP)113 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 Rückgrats der Reste 37 und 56 sind wie bei P2 zueinander 

ausgerichtet. Interessanterweise ist Pro38 in FABP1 nicht konserviert und die Amide des 

Rückgrats, die die Anionenbindungsstelle in P2 bilden, sind nicht einander zugewandt.114  

Die zweite Aufgabe der P2 liegt in der Membranbindung der Myelinmembran.39 P2 wird in den 

Schwannzellen in einer großen Menge exprimiert,115 es interagiert direkt mit dem 

Lipiddoppelschicht. So sind es z.B. elektrostatische Kräfte oder Kräfte hydrophober Gruppen 

zwischen dem h-helikalen Deckel und den Lipiden der Membran als auch anionische Regionen 

in den ̡ -Faltblättern die für die Adsorption an die Membran verantwortlich sind.39,101,116 Die 

physiologische Aufgabe des P2 ist die Bindung an die Lipidmembran und das Stapeln zweier 

aneinander liegender cytoplasmatischer Membranbereiche zu einer kompakten 

Myelinmembran (Abbildung 18).103,117 Ebenfalls zeigt P2 einen direkten Einfluss auf die 

Lipidzusammensetzung der Membran und ist in der Lage sich Mikromilieus aufzubauen, als 

https://goldbook.iupac.org/A00266.html
https://goldbook.iupac.org/A00266.html
https://goldbook.iupac.org/A00266.html
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auch die Asymmetrie der SM aufrecht zu erhalten,102 jedoch ist der Grund für diesen Einfluss 

bisher noch unbekannt.118 Winter119 publizierte 1982, dass in Knock-Out-Mäusen, die kein 

MPB exprimieren, P2 die Aufgabe des MBP übernimmt. Dies zeigt die Vielseitigkeit und 

multiple Funktionalität dieses doch relativ kleinen Proteins.  

Um an die Myelinmembran zu binden, hat das P2 Membranbindungsstellen an seiner 

Oberfläche ausgebildet und mit positiv geladenen und/oder hydrophoben Aminosäuren 

besetzt. Besonders zu erwähnen, sind die an gegenüberliegenden Seiten des Proteins 

befindlichen positiv geladen Regionen, welche für die Bindung an die, mit negativ geladenen 

Lipiden besetzte Myelinmembran, mitverantwortlich sind.101,104 Ruskamo101 geht davon aus, 

dass die Hauptmembranbindung auf dem -hhelikalen Deckel liegt, welcher eine hydrophobe 

Spitze aus Leu27, Leu32, Leu35 mit einer positiv geladenen Umrandung besitzt. Die zweite 

Bindungsseite des P2 zeigt sich im ̡ -Loop ̡ 5 und ̡ 6 bilden Arg88 und Arg78/Lys79/Arg96 den 

zweiten Anker zur Membranbindung.39 Dort wechselwirken die Aminosäuren mit den positiv 

geladen Lipiden der Membran. Wie in Abbildung 18 gezeigt, sind es PIP (grün) und POPS (rot). 

Somit ist das P2 in der Lage die Aufgabe der Membranquervernetzung zu übernehmen und 

bei der Bildung einer kompakten Myelinscheide, in möglicher Kooperation mit dem basischem 

Myelinprotein (MPB), dem peripheren Myelinprotein 0 (P0) und dem peripheren 

Myelinprotein 22 (PMP22), zu unterstützen. 

 

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

88 über POPS-lipide verankert (rot); rot Anionenbindungsstelle, grüner Kreis Mutation von P38G; lila Fettsäure-Ligand wird 

durch Öffnung des h-helikalen Deckels freigegeben.; B schematisches Model der gitterartigen P2-Anrodnung in der 

Myelinscheide; C: integrale (P0 und PMP-22) und periphere (P2 und MBP) Membranproteine im kompakten PNS-Myelin.39  
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3.2.  EPR-spektroskopische Analyse der Fettsäurebindung von P2 

3.2.1. Einführung 

Für den Aufbau und Umbau von Membranen sind Fettsäuretransportierende Proteine, (FABP), 

von großer Bedeutung.101,104,106 Ihre Aufgabe besteht u.a. darin, Fettsäuren aus dem 

endoplasmatischen Retikulum (ER), in die jeweiligen Kompartimente zu transportieren. Da 

Fettsäuren auch Signalinduktoren sein können,6,120 sollten sie erst an ihrem Zielort an das 

Zellorganell oder den Rezeptor abgegeben werden. In seiner Primärfunktion transportiert P2 

Fettsäuren.6,120,121 P2 ist aktiv am Aufbau der Myelinscheide beteiligt. Wie Majavar5 in ihrer 

Simulation zeigen, nimmt P2 die Fettsäureliganden innerhalb der ̡ -Faltblatt-Fassstruktur auf. 

Der Zugang wird über einen h -helikalen Deckel (h2-Helix) gesteuert. Dieser -hhelikale Deckel 

ist ebenfalls an der zweiten Funktion des P2 beteiligt ς dem Adsorbieren des Proteins an die 

Myelinmembran101 (siehe Kapitel 3.3. ). Fettsäureliganden die die Portalpassage überwunden 

haben, werden über ein mit Wassermolekülen besetzten Kanal in das Proteininnere geleitet,5 

dort werden die Fettsäure über die Arg106, Arg126 und Try128 mittels 

Wasserstoffbrückenbindungen und elektrostatischen Wechselwirkungen (Salzbrücken) 

arretiert. Dabei interagiert die Carbonyl-Gruppe mit dem Arg126 und Thy128 und die 

Alkoholgruppe mit dem Arg106.101 Somit befindet sich die Fettsäure mit dem Carboxyl-Kopf 

voraus in der Proteinbindungstasche (Abbildung 19). Im geschlossen Zustand kommen dann 

weitere Aminosäuren hinzu, die mit dem Liganden in Interaktion treten, z.B. Phe57 aus der h -

helikalen Deckelregion. Um eine EPR-Analyse dieses Proteins zu ermöglichen, war es 

strategisch sinnvoll EPR-aktive Fettsäuren als Modell-Liganden zu verwenden. Für die 

vorliegende Arbeit wurden die 5-Doxylstearinsäure (5-DSA) und die 16-Doxylstearinsäure (16-

DSA) verwendet. Das 5-DSA trägt die Doxylgruppe an der Position 5 der Alkylkette in der Nähe 

der Carboxylgruppe und ermöglicht somit einen Blick in die Tiefe der Bindungstasche unter 

der Annahme einer ähnlichen Konformation der Modell-Liganden zur nativen Fettsäure. Das 

16-DSA trägt die Doxyl-Gruppe an der Position 16 somit am aliphatischen Endstück des 

Liganden und ermöglicht eine Betrachtung der h -helikalen Deckelregion. Im Folgenden wird 

zunächst ein Einblick in die Bindungscharakteristika bei 37°C gegeben, anschließend erfolgt 

die genauere Betrachtung des Bindungsmodus mittels spektraler Simulation und schließlich 

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;39 rechts:. Ausrichtung der Carboxylgruppe der Fettsäure im P2. Verdeutlichung der 

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

 

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-Molekülen zeigen die typischen 

Charakteristika von Nitroxid-Radikalen (NOx- Radikalen) auf. Mit Ὅ(14N)=1 und Spin ί    

ergibt sich ein Drei-Linien-Spektrum (Abbildung 20). Charakteristisch für die Spektren von 

DSA-Molekülen ist der leicht kleinere high field Peak. Dies begründet sich aus der 

Rotationshemmung senkrecht zu den aliphatischen Ketten. Die Rotation entlang der Kette, 

mit dieser als Rotationsachse, ist nur schwach gehemmt und verläuft relativ schnell. Senkrecht 

zur Kette orientierte Rotationsachsen zeigen aufgrund der Molekülsterik deutlich 

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

Für die Messung der Affinität des P2 Wildtyp und seiner Mutanten gegenüber 5-

Doxylstearinsäure (5-DSA) und 16 DSA wurde ein cwEPR X-Band Spektrometer verwendet, die 

Kapillarraumtemperatur betrug während der Messung 37°C. Aus spektroskopischen Gründen 

wurde die Konzentration der Sonde (5/16-DSA) bei 20µM konstant gehalten und die 

Konzentration des Proteins wurde von 10 µM bis 200µM variiert. Das daraus resultierende 

Ligand-zu-Protein Verhältnis der Proben verändert 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 für DSA-Moleküle typisches cwEPR Spektrum mit 

hoher Rotationsgeschwindigkeit und frei im Raum rotierenden EPR-Sonden in Lösung. Es 

besteht aus scharf abgegrenzten Low-, Middle- und High-Field-Peak. In Abbildung 21 und 

Abbildung 22 sind nun diese Sonden im jeweiligen Verhältnis zum P2 gemischt worden, wobei 

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

Dies kann anhand der nachweislich langsameren Rotation des 5-DSA-Moleküle, 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 ς Abbildung 21 zu Abbildung 22 (folglich Ligand-Protein-Verhältnis) ς zu. 

Abbildung 21 cwEPR Messung bei 37°C, X-Band Frequenzen P2-Varianten 200µM mit 5-DSA 20 µM 
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Dieses Verhalten ist bei allen P2-Varianten, wenn auch unterschiedlich stark ausgeprägt, zu 

sehen. Die Annahme der langsamer rotierenden, gebundenen Komponente wird ebenfalls 

anhand der Linienverbreitung des Spektrums deutlich. Sie kann, wie bei Reichenwaller122 

beschrieben, als Indikatior für eine Rotatationsveränderung/Rotationshemmung der EPR-

Sonde interpretiert werden. 

Die DSA-Moleküle befinden sich an oder innerhalb der -̡Fassstruktur und treten, wie oben 

beschrieben, unter anderem über Wasserstoffbrückenbindungen und van der Waals-Kräfte 

mit dem Protein in Interaktion. Dies reduziert die Rotationsdynamik der Sonden deutlich. Eine 

genauere Betrachtung des Bindungsmodus lässt sich über die Simulation der spektralen 

Komponenten erzielen. Die Aufteilung und die Art der Bindungsmodi werden im Folgenden 

beschrieben.  

 

Abbildung 22 cwEPR Spektrum bei 37°C, X-Band Frequenzen P2-Varianten 200µM mit 5-DSA 20 µM  
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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 durchgeführt. Diese ergeben, dass das 

Spektrum der am Protein gebundenen Sonde aus zwei bzw. drei sich überlagernden 

Spektralkomponenten besteht, welche mit unterschiedlichen Rotationskorrelationszeiten c̱, 

A-Tensoren bzw. aiso-Werten und Heisenberg-Austauschfrequenzen beschrieben werden 

kann. Im Folgenden wird kurz auf die Unterschiede der spektralen Komponenten 

eingegangen. Nach Reichenwallner122 wird angenommen, dass sich die Rotationsdynamik der 

EPR-aktiven Fettsäure bei Interaktion mit Proteinen indirekt proportional zur Stärke der 

intermolekularen Wechselwirkung zwischen der Fettsäure und dem Protein verhält. Daher 

repräsentieren die spektralen Komponenten die Bindungszustände der Fettsäuresonde. 

Höhere Rotationskorrelationszeiten signalisieren eine geringere Ligandendynamik und somit 

eine höhere Ligand-Protein-Interaktion. Die Spektralkomponenten in frei, intermediär 

Abbildung 23 Simulationen der cwEPR-Messung (X-Band): oben links: Gegenüberstellung von Messung (blau) und Simulation 

(rot) bei 200 µM P2 I52T und 20 µM 5-DSA; links unten: Darstellung der spektralen Komponenten der Simulation, rot: freie 

Komponente, blau: intermediäre Komponente; grün: fest gebundene Komponente; rechts: Gegenüberstellung von Messung 

(blau) und Simulation (rot) P2 I52T Konzentrationsserie und 20 µM 5-DSA;  
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gebunden und stark gebundene Liganden interpretiert werden. Vergleichbares wurden 

bereits von Junk und Fournier122ς124 durchgeführt.  

 

 

 

 aiso c̱ [ns] H 

[MHz] 

Frei 44,25 0,12  0 

Intermediär I 42,91 4,81  2,7 

Intermediär II 42,91 4,18  4 

Stark 42,00 17,26  0 

Abbildung 24 Links Abbildung der spektralen simulierten Komponenten im X-Band Frequenzbereich, rot freie Komponente, 

blau intermediär I, türkis Intermediär II, grün 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 Moleküle sind. Diese Moleküle spüren kaum bis keinen Einfluss 

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

Lösung, Abbildung 20). 

Intermediär I: beschreibt die Spektralkomponente, bei der man von intermediär 

angebundenem (attached) 5-DSA sprechen kann.125 Die 5-DSA Moleküle sind in direkter 

Wechselwirkung mit dem Protein, registrieren die geänderten räumlichen und 

hydrostatischen Eigenschaften. Es ist zu vermuten, dass diese Moleküle sich in der 

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

Intermediär II: ist wie intermediär I eine spektrale Komponente der Moleküle in der 

Portalregion des Proteins mit ähnlicher Rotationsdynamik und Polarität. Allerdings liegen die 

Werte des Heisenberg-Effektes bei 4 MHz statt bei 2,7 MHz. Dies ist ein Hinweis auf eine 

veränderte Protalregion der P2. Ein höherer Heisenberg-Effekt beschreibt einen größeren 

Spin-Spin-Austausch, welcher nur zustande kommt, wenn die DSA Moleküle näher aneinander 



 peripheres Myelinprotein P2 41  

liegen und sich die -̄Orbitale der NOx-Radikale überlappen können. Diese räumliche Nähe 

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

Stark: Diese spektrale Komponente entsteht durch DSA-Moleküle, welche sich in starker, 

nicht-kovalenter Wechselwirkung mit dem Protein befinden, vermutlich im Inneren der 

Fassstruktur. Die Rotation ist deutlich verlangsamt gegenüber der intermediären und freien 

Spektralkomponente. Wie in Majava5 für Fettsäuren beschrieben ist das 5-DSA Molekül 

höchstwahrscheinlich in der Bindungstasche alleinig lokalisiert, wodurch kein Heisenberg-

Effekt auftreten sollte. Der aiso-Wert dient als Sensor für die Hydrophilie in der Umgebung der 

Sonde,10,19 (Kapitel: 2.1.1). Diese sind den Werten der intermediären Spektralkomponenten 

ähnlich. Dies spricht ebenfalls für eine Bindung am bzw. im Protein. Die Bindungstasche ist mit 

Wassermoleküle gefüllt5,126 wodurch die aiso-Werte denen von 5-DSA im wässrigen Medium 

ähneln. Wasserfreie Bindungstaschen würden hier zu deutlich reduzierteren aiso-Werten der 

DSA-Moleküle führen. Die Darstellung der Tensor-Werte und Grundlagen der Simulationen 

sind im Anhang ersichtlich. Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass zwar alle 

identifizierten Bindungsmodi prinzipiell in den untersuchten Varianten vorkommen, jedoch 

nicht in jedem System (Protein, Temperatur, Ligand-Protein-Verhältnis) gleichermaßen 

sichtbar sind. Dies kann auf Überlagerungseffekte oder konzentrationsabhängige 

Unterschiede zurückzuführen sein. Jedoch unterscheiden sich die P2-Varianten deutlich in 

Ihrer Affinität bzw. Ihrer Dynamik von intermediär zu stark gebunden. 

Beispielsweise ist bei den P2 Varianten I52T und P38G bereits bei 37°C die stark gebundene 

Spektralkomponente sichtbar, während diese bei dem Wildtyp und der Variante I43N erst bei 

höheren Temperaturen (siehe Temperaturkapitel, Abbildung 25) erkennbar wird. Bei Wildtyp 

und I43N dominieren im Temperaturbereich von 37°C alleinig die freie und die intermediäre 

Spektralkomponente. Dies lässt sich als höhere Affinität des Variante I52T und P38G zur 

Fettsäure 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 intermediäre Komponente, rote Rauten die stark gebunden Spektralkomponente. Die schraffierten 

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

Die Abbildung 25 zeigt die Gewichtung der einzelnen Bindungsmodi und den Gesamtanteil an 

gebundenen DSA-Molekülen an. So hat der Wildtyp keine messbare stark gebundene 

Spektralkomponente, jedoch zwei Intermediäre; Intermediär I und Intermediär II. Intermediär 

II ist erst ab einer Ligandenkonzentration von 100 µM zu simulieren, dies entspricht einem 

Protein/Ligand-Verhältnis von 1 zu 5. Eine stark gebundene Komponente ist bei 37 °C nicht 

auszuschließen, detektierbar ist sie jedoch erst ab einer Temperatur von 60 °C (siehe 

Temperaturkapitel Kap.3.2.4.). Es ist durchaus möglich, dass die Wechsel des Bindungsmodus 

zwischen stark und intermediär gebundenem Zustand schneller ablaufen, als es mithilfe des 

verwendeten X-Band-EPR-Spektrometers zeitaufgelöst detektierbar ist. Es kann angenommen 

werden, dass der Wildtyp die physiologische Konformation und Ligandenaffinität 

wiederspiegelt.  
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I43N hat ebenfalls wie der Wildtyp keine stark gebundene Spektralkomponente, jedoch ist bei 

37°C ausschließlich die Intermediäre-Spektralkomponente II erkenntlich. Dies deutet auf eine 

veränderte Portalregion hin, welche die 5-DSA-Molekül beim Durchtritt näher an einander 

bringt. Diese Nähe spiegelt sich in einem messbaren und simulierbaren höheren Heisenberg-

Effekt wieder.  

Die P2 Varianten I52T und P38G zeigen bereits bei geringen Ligandenkonzentrationen (I52T 

ab 20µM; P38G 10µM) eine stark gebundene Komponente, dies ist ein Hinweis auf eine bereits 

hohe Affinität zum Liganden bei physiologischen Temperaturen. 

Um eine vollständigeres und energetisches Bild über die Bindungseigenschaften von P2 mit 

5/16-DSA-Molekül zu erhalten, werden folgend die Dissoziationskonstanten KD und die 

freiwerdenden Gibbs-Energien ɲG 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 

Intermediär I zu Intermediär II; KD,T,(fit) Werte aus Hill-Fits siehe Anhang; ɲGF-T freie Gibbs-Energie von Frei zu 

Totalgebunden, ɲGF-S freie Gibbs-Energie von Frei zu Starkgebunden, ɲGF-I freie Gibbs-Energie von Frei zu Intermediär 

gebunden, ɲGI-S freie Gibbs-Energie von Intermediär zu  Starkgebunden, F = freie Komponente, I = Intermediär, S = Stark 

gebunden, T = Total gebunden (T = S + I); 20/50/100 µM Konzentration des Liganden;125 

KD ŀƴŘ ɲG wt I43N I52T P38G 

Ligand 5-DSA 16-DSA 5-DSA 16-DSA 5-DSA 16-DSA 5-DSA 16-DSA 

╚Ἆȟ ἢȟ  (fit) 11,87 23,30 16,60 57,91 12,78 50,02 1,51 7,36 

╚ᴂἎȟ ἢȟ  (fit) 60,10 64,79 46,68 100,05 39,67 118,94 38,67 50,05 

╚Ἆȟ ἢȟ Ἑ 5,42 - 29,64 - 4,99 - 1,84 - 

╚Ἆȟ ἢȟ Ἑ  18,33 16,07 14,04 59,67 16,82 40 7,53 11,67 

╚Ἆȟ ἢȟ Ἑ  9,58 16,67 10,61 28,33 11,19 35,78 6,58 15,10 

╖ἐἢȟ Ἑ -29,80 -28,36 -29,53 -27,00 -29,39 -26,40 -30,77 -28,62 

╖ἐἡȟ Ἑ  -

23,25* 

- - - -15,95 - -16,82 - 

╖ἐἓȟ Ἑ  -

23,25* 

-28,36 -29,53 -27,00 -28,24 -26,40 -28,71 -28,62 

╖ἓἡȟ Ἑ  0* - - - 7,45 - 6,7 - 

 

Die Rangfolge der Bindungsaffinität anhand der berechneten KD,T,100µM,5-DSA zeigt P38G > 

Wildtyp > I43N > I52T. Diese deckt sich mit dem exergonischen Energietransfer des ɲG bei 
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Bindung des 5/16 DSA an die Proteine. Wie bereits dargestellt hat P38G hier den größten 

Anteil an stark gebundene Spektralkomponente und den höheren Anteil an gesamtem 

gebundenen Liganden. Daraus kann für P38G die stärkste Gesamtaffinität zum DSA abgeleitet 

werden. In dieser Untersuchung wurde die Thermodynamik zwischen den Bindungszuständen 

betrachtet. Die Bindung von Frei zu Intermediär scheint stark exergonischen Charakter zu 

haben und hat einen erheblichen Anteil an der Gesamtbindungsenergie. Diese ist ebenfalls 

exergonisch, jedoch bei höheren Protein-Ligand-Verhältnissen weniger ausgeprägt. Die 

Summe der Bindungsübergänge von Frei zu Total gebunden zeigt folglich niedrigere ɲG-

Werte. Der Übergang I-S liegt energetisch am Rand zwischen exergonisch und endergonisch 

und ist bei 37 °C für die gewählten Konzentrationen als endergonisch zu betrachten. Somit ist 

der Übergang von der intermediären Bindung zur stark gebunden Bindung bei 

Körpertemperatur thermodynamisch nicht begünstigt und sollte nicht spontan erfolgen. 

Jedoch wäre der Übergang S-I exergonisch. Diese Beobachtung unterstreicht die 

angenommene Rolle des intermediär gebundenen 5/16 DSA, welches möglicherweise einen 

aktiven Übergangzustand widerspiegelt. Der Übergang vom stark gebundenen zum 

intermediären Zustand kann dadurch ŀƭǎ α!ƪǘƛǾƛŜǊǳƴƎά ŘŜǎ [ƛƎŀƴŘŜƴ-Komplexes beschrieben 

werden.125 Daher wäre eine niedrigere Energiebarriere bei optimaler Arbeitstemperatur des 

Proteins als möglich zu erachten.  

3.2.4. Temperaturreihe 

 

Abbildung 26 X-Band cwEPR Messung im Temperaturbereich von 0°C bis 90°C, dargestellt in 10 K Abstand von P38G 200µM 

und 5-DSA 20µM; 
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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 können weitere 

Informationen über die Thermodynamik der Bindungsprozesse geben. Die Bindung von 

Fettsäuren unterliegt einer starken Temperaturabhängigkeit, 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 

vollständigeres Bild über 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- αRemobilisierungά im Zuge des Auftauprozesses, keine signifikante Differenzierung 

zwischen den P2 Varianten. Ab einer Temperatur von 5 °C, mit vollständig aufgetauten 

Komponenten differenzieren sich die Varianten (Abbildung 27). So ist die stark gebundene 

Komponente in I52T erst circa 30 °C erkenntlich, wohingegen P38G bereits bei 37 °C eine 

deutliche Ausprägung 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 für P38G 

und bei 50 °C für I43N 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 

spätesten bei 90°C die Proteine samt Liganden vollständig denaturiert sind. 

Die Temperaturanalyse zeigt deutlich, dass die P2-Varianten unterschiedliche 

Bindungsverhalten in Abhängigkeit von Temperatur und Konzentration aufweisen. Zudem 

wird ersichtlich, dass das Bindungsoptimum offenbar an die physiologische Körpertemperatur 

όот°C) angepasst ist. Insbesondere beim Wildtyp sind die Bindungen ς wie in Tabelle 1  

dargestellt ς zwar energetisch negative Werte, jedoch nur moderat ausgeprägt, während der 

dominante Bindungsmodus intermediär bleibt. Dies unterstützt die Annahme, dass im Wildtyp 

ōŜƛ от ϲ/ ŘƛŜ .ƛƴŘǳƴƎ ȊǿƛǎŎƘŜƴ tǊƻǘŜƛƴ ǳƴŘ [ƛƎŀƴŘ stark genug ist, um eine Fixierung des 

Liganden zu gewährleisten, gleichzeitig jedoch schwach genug, um eine kontrollierte 

Freisetzung am Zielkompartiment zu ermöglichen. 
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Im Gegensatz dazu zeigen die Varianten P38G und I52T bei erhöhten Temperaturen einen 

erhöhten Anteil stark gebundener spektraler Komponenten. Wie bereits in den Messungen 

bei 37°C beobachtet, weisen diese P2-Varianten eine stärkere ς möglicherweise zu starke ς 

Ligandenbindung auf, was die dynamische Übergabe an zelluläre Zielorte potenziell 

beeinträchtigen könnte. 
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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 µM, 5-DSA je 20µM; Signalverlust der EPR-Sonde Wildtyp: 90 °C; I43N: 

60°C; I52T: 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: Für den angefitteten Kd50-Wert(fit) 

wurden hierbei 11,87 µM ermittelt. Der Wildtyp besitzt keine stark gebundene 
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Spektralkomponente bei 37 °C, auch abseits der physiologischen Temperatur von 37 °C ist bei 

dem Wildtyp, anders als bei den Varianten, keine stark gebundene Spektralkomponente 

simulierbar. Erst bei höheren Protein-Ligand Verhältnissen (ab 100 µM zu 20 µM) ist die zweite 

Intermediäre Spektralkomponente die Intermediär II erkennbar, die auch bei Temperaturen 

abseits der physiologischen erkennbar bleibt. Diese gleicht der Hauptspezies der I43N-

Variation. Dies könnte ein Hinweis auf eine veränderte Portalregion sein, die die Liganden zu 

einer größeren Nähe zu einander zwingt. Das Auftreten der alleinigen Intermediären 

Spektralkomponente bei 37 °C und die im Mittelbereich des Vergleichs liegenden Kd- und 

Bindungsenergiewerte weisen auf die physiologische Funktion des P2 hin. Die Fettsäuren bei 

37 °C sind intermediär gebunden und die Bindung ist grundsätzlich exergonisch, jedoch bei 

mittleren Bindungsenergiewerten. Dies stützt die Aussage der Transportfunktion der Proteine, 

hierbei ist eine ausreichende Bindung der Fettsäure den Transport essenziell, während eine 

Freisetzung des Liganden am Zielkompartiment dennoch möglich bleibt. 

I43N  

Die I43N-Variation weist eine Punktmutation in Position 43 der Aminosäuresequenz auf, 

wobei ein Isoleucin gegen ein Asparagin ausgetauscht wurde. Die Mutation ist in der 

gefalteten Struktur im Bereich des -̡Faltblattfasses lokalisiert. Dabei ist die Seitenkette der 

ausgetauschten Aminosäure Asparagin zur äußeren Lösungsmittelphase hin orientiert und ist 

vermutlich nicht direkt an Interaktionen im Zuge der Ligandenbindung beteiligt.39,101,127 

Sowohl die Kd50-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 I43N nur die Spektralkomponente 

Intermediäre II zu simulieren, was auf eine veränderte Portalregion hindeutet.  Diese 

veränderte Portalregion könnte bereits bei 37 °C die Liganden in eine größere Nähe bringen, 

diese zeigt sich mit höheren Heisenberg-Austauschfrequenzen als auch einer 

eingeschränkteren Rotationsdynamik. Dieser Effekt zeigt sich, anders als im Wildtyp, bereits 

bei niedrigeren Protein-Ligand-Verhältnissen. Ebenfalls ist Die Zunahme an total gebundenen 

Molekülen beim I43N gegenüber dem Wildtyp differenziert. Bei hohen Protein-Ligand-

Verhältnissen ist der Wert an total gebundenen Liganden beider Proteine vergleichbar, bei 

niedriger Protein-Ligand-Verhältnissen (25µM zu 20 µM) sind bei I43N nur 33 % DSA gebunden 

(vgl. Wildtyp 60 %), ab einem Verhältnis von 33/20 nähern sich die Werte auf 73 % (I43N) zu 
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71 % (Wildtyp) an. Der numerische Kd-Wert bei 20µM ist mit 29,64 µM ebenfalls deutlich 

höher beim Wildtyp mit 5,42 µM. Dies zeigt bei I43N eine verringerte Ligandenaffinität bei 

niedrigeren Protein-Ligand-Verhältnissen auf. Dies kann sich hier die erste Ursache für das 

pathologische Krankheitsbild sein. Ein weiterer Unterschied bildete das Verhalten außerhalb 

der physiologischen Temperatur von 37°C ab, so ist bei der Variation I43N ab einer Temperatur 

von 50°C die stark gebundene Komponente stark ausgeprägt, während die intermediäre 

Spektralkomponente auf fast 0% absinkt. Möglichweise kommt es bei dieser Temperatur zur 

Denaturierung des Proteins und damit zu einer Aggregatbildung o.ä. die zu reduzierter 

Rotationskorrelationszeit, trotz erhöhter Temperatur, führt. 

I52T 

Die Variation I52T trägt die Punktmutation an Position 52, bei der eine Austausch von Isoleucin 

gegen Threonin vorgenommen wurde. Diese Mutation ist wie beim I43N in der -̡

Faltblattregion lokalisiert und ist ebenfalls nicht direkt an den Wechselwirkungen mit dem 

Liganden beteiligt.39,101,127 Die Kd50 Werte bei 5-DSA mit der I52T-Mutante sind vergleichbar zu 

den Werten bei I43N und beim Wildtyp zu sehen, auch die Bindungsenergie ist auf einem 

vergleichbaren Wert. Die Kd-Werte bei 16-DSA sind jedoch deutlich höher was mit einer 

niedrigeren Bindungsaffinität 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 αŦŜǎǘŜǊά als der Wildtyp. Da die 

16-DSA Simulationen bei 37°C keine stark gebundene Spektralkomponente ergaben, können 

diese Messungen keine weiteren Erkenntnisse liefern. Bei den Messungen mit 5-DSA 

außerhalb 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 intermediäre Komponente, den höheren Temperaturen die stark 

gebundene. 

 

P38G 

Die Variation P38G trägt 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 ̡-Faltblattfass und dem h-helikalen 

Deckel des P2. Daher war ursprünglich nicht davon auszugehen, dass ein messbarer Einfluss 
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der Punktmutation auf das Bindungsverhalten zu sehen wäre. Jedoch zeigt sich deutlich, dass 

P38G (siehe Abbildung 25) schon bei geringen Protein-Ligand Verhältnissen eine stark 

gebundene Spektralkomponente ausbildet und wie in Tabelle 1 dargestellt, den kleinsten Kd-

Wert im Variantenvergleich aufweist. Dies deutet auf eine deutlich höhere Affinität zum 

Liganden 5/16DSA hin und darauf, dass die Liganden stärker 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 veränderten Positionierung der 

Anionenbindungsstelle kommt.39,101,113 P38G vermag zwar nicht mehrere Liganden wie FAPB1 

zu binden ς was sich in deutlich erhöhten Heisenberg-Austauschfrequenzen aufzeigen würde, 

dennoch hat P38G eine hohe Affinität zum Liganden. 

Dies würde ebenfalls eine Begründung für eine pathogene Auswirkung dieser Variante 

sprechen. P38G kann durch seine hohe Affinität und die im Vergleich negativeren ɲG-Werte 

in der stark gebundenen Komponente, den Liganden möglicherweise 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 ɲG 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 Fettsäure-

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 Aminosäuren, welche nach jetzigem Wissensstand nicht direkt an der 

Bindung von Fettsäuren beteiligt sind, einen deutlichen Einfluss auf den Mechanismus und die 

Affinität der Bindung haben können. So konnten drei Bindungsmodi simuliert und sinnvoll im 

Zusammenhang des angenommenen Bindungsmechanismus interpretiert werden. Für das 

weitere Verständnis sind Folgeexperimente nötig. Hierbei wären in silico-Untersuchungen z.B. 

Docking-Experimente und MD-Simulationen hilfreich. Unter zu Hilfenahme der EPR-Daten 
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könnten die Bindungsmodi genauer analysiert werden, ebenfalls würden 

Bindungsexperimente an bereits an die Membran assoziierten P2 einen weiteren Einblick auf 

die natürliche 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 

Temperatur und in Pufferlösung. Zusammen mit den bisherigen Simulationsdaten101 und 

Ergebnissen der Cryo-EM39 ergibt sich nun ein vollständigeres Bild der Fettsäurebindung durch 

P2. 
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3.3.  Messungen an der myelinartigen Monoschicht 

3.3.1. Einführung 

Die Frage des Zusammenhangs zwischen Variation des P2 und dessen Auswirkungen auf das 

Myelin kann neben der Frage des Fettsäuretransportes auch als Frage der Membranaffinität 

zum Myelin betrachtet werden.  

Diese Frage der Membranaffinität von komplexen Membranen soll nun im Folgenden durch 

drei Betrachtungsweisen untersucht werden. i) Der maximale Insertionsdruck (MIP, maximum 

insertion presure) ς der eine Aussage über die Membranaffinität des Proteins gegenüber der 

Monoschicht gibt. ii) Die Synergie, die eine Aussage über die positive Wechselwirkung oder 

Abstoßung der Lipide zum Protein gibt und schließlich iii) die Epifluoreszenzmikroskopie, die 

als Bildserie eine Aussage über 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 & Kirschner128 beschriebene 

Lipidmischung verwendet, ch:PE:PS:PC:SM:PI ς 37:22:19:9:9:4. Die zytoplasmatische 

Umgebung wurde mit dem HEPES/NaCl-Puffer (10 mM/150 mM) modelliert.104 Die 

Kombination aus Puffer und Lipidmix sollte die endogene Lokalisierung des Proteins 

reproduzieren. Zumindest ist dies der beste Weg, um Lipidmonoschichten als Modell der 

αwŜŀƭƛǘŅǘά ƛƳ aȅŜƭƛƴ ƴŀƘŜȊǳōǊƛƴƎŜƴ  

Es ist bekannt und in der Einführung beschreiben, dass P2 generell zwei mögliche 

Bindungsstellen für die Interaktion mit der Membran besitzt. i) die Spitze der h -helikale 

Deckelregion und ii) die Regionen am Loop 5̡ und 6̡ befindlich Membranbindungsstellen 

(siehe Kapitel 3.1.2). 
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Abbildung 28  Chemische Strukturen der typischen menschlichen PNS-Membranlipide: Schweinehirn L- -hPhosphatidylcholin 

(PC), Schweinehirn L- -hPhosphatidylserin (PS), Schweinehirn L- -hPhosphatidylethanolamin (PE), Schweinehirn-

Sphingomyelin (SM), Rinderleber L- -hPhosphatidylinositol (PI) und Schafswollcholesterin (ch); R steht für einer Lipidkette 

variabler Zusammensetzung. Es handelt sich um natürliche Lipide in einer Mischung mit einer durchschnittlichen 

Fettsäureverteilung. 

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 

durchgeführt.64,129 Der MIP beschreibt den maximalen Oberflächendruck “ , an dem das 

Protein in die Monoschichtmembran oder auf die Oberfläche eingebaut oder adsorbiert 

werden kann. 

Ў“  “ “  16 

5ƛŜ &ƴŘŜǊǳƴƎ ŘŜǊ hōŜǊŦƭŅŎƘŜƴǎǇŀƴƴǳƴƎ όɲ,̄ Gleichung 16) als Funktion von ̄INI zeigt die 

ƭƛƴŜŀǊŜ .ŜȊƛŜƘǳƴƎ ɲ(̄ īniύ ҐaҌb ẗ ̄ ini. Der MIP kann somit mit MIP = -a/b berechnet werden, 

ǿŀǎ ǎƛŎƘ ŀǳǎ ŘŜǊ 5ŜŦƛƴƛǘƛƻƴ Ǿƻƴ aLt ŜǊƎƛōǘΥ ɲ(̄ īniύ Ґ л Ƴb Ƴ-1Φ 5ŀƘŜǊ ƪŀƴƴ ōŜƛ ɲ ̄= 0, d. h. 

dem Schnittpunkt zwischen der Regressionsgeraden und der Abszisse, der MIP für lipidhaltige 

Oberflächen 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 Affinität zur Lipidmembran haben im Allgemeinen 

einen MIP von mindestens 30 mN/m, ein Wert, der üblicherweise als Monolayer-Bilayer-

Äquivalenzdruck bezeichnet wird. Das bovine myelin basic protein (bMBP) hat beispielsweise 
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einen MIP von 42 mN/m.130 Die Tabelle 2 fasst die MIPs und Synergien der P2-Varianten 

zusammen. Der Wildtyp hat mit einem MIP von ~ 31 mN/m den höchsten Wert der 

untersuchten Varianten und wird daher als membranaffiner als die drei anderen in dieser 

Studie getesteten Varianten angesehen. SPR-Studien (Oberflächenplasmonenresonanz) an 

immobilisierten, vereinfachten PC:PG-Membranmodellen zeigten das der Wildtyp im 

Vergleich zu anderen Varianten die schnellste und vollständigste Bindung an die Membranen 

hat, was sich in der hier gefundenen MIP-Reihenfolge widerspiegeln könnte.127 Innerhalb der 

Varianten  hat das P38G die geringste Membranaffinität131  gegenüber 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 möglicherweise für die 

Konformationsanpassung bei der Membranbindung erforderlich ist (siehe3.1.2). 39,131,132 Zwar 

würde diese höhere Flexibilität für eine bessere Bindung an die Membran sprechen, zeigen 

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

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

Konfidenzintervalle (CI) angegeben  

P2 WT I43N I52T P38G 

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 (±0,053) 0,39 (±0,07) 0,18 (±0,07) 

 

 

3.3.3. Synergie 

Die Synergie ist ein weiterer Indikator für die Aktivität der Protein-Oberflächen/Lipid-

Grenzflächen, die aus der linearen Regression der Messungen des Langmuir-

Adsorptionsfilmwaage gewonnen werden kann. Sie wird aus der Steigung der 

Regressionsgeraden όɲ̄( īniύ ҐaҌb ẗ īni) (Abbildung 29) abgeleitet und beschreibt die 

Wechselwirkungsintensität zwischen den Lipiden der Monoschicht und dem Protein. 

ίώὲὩὶὫώὦ ρ 17 

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

Synergie auf eine Abstoßung zwischen der Lipid-Monoschicht und dem Protein hinweist.133 

Wie zu erwarten, weist die Synergie zwischen den Lipiden und dem Wildtyp-Protein den 

höchsten Wert auf. Die CMT-Varianten I43N und I52T haben nur geringfügig niedrigere 

Synergiewerte, was zeigt, dass die Mutation zwar zu einer Affinitätsänderung führt, diese 

jedoch nur minimal ist und höchstens geringfügig über den Fehlermargen der Messung liegt 

(Synergien liegen alle bei etwa 0,40). Der Synergiewert für P38G ist mit 0,18 deutlich niedriger. 

Obwohl man immer noch von Synergie sprechen kann, ist dieser positive Effekt sehr gering. 

Die P38G-aǳǘŀǘƛƻƴ ƭƛŜƎǘ ȊǿƛǎŎƘŜƴ ŘŜƳ ʰ-Helix- α5ŜŎƪŜƭά ǳƴŘ ŘŜƳ ʲ-Fass. Prolin und Glycin 

sind weder ionische noch sehr lipophile Aminosäuren, sodass ein Lipophilieeffekt als Erklärung 

ausgeschlossen werden könnte. Prolin ist deutlich starrer als Glycin, und daher wirkt sich die 

Mutation höchstwahrscheinlich auf die funktionelle Dynamik von P2 aus, wie bereits zuvor 

festgestellt wurde.39,131,132 In einer früheren Studie wurde in vitro eine erhöhte Lipidmembran-

Stapelkapazität von P38G sowie eine erhöhte Dynamik einzelner P38G-Proteine, insbesondere 
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auf der 1-ns-Skala (durch elastische inkohärente Neutronenstreuung, EINS), ermittelt.131 Da 

die Synergie bei der P38G-Variante viel näher an Null liegt, ist die Bindung an die 

Monoschichten deutlich weniger bevorzugt. Ob das bessere Stapelverhalten der 

Lipiddoppelschicht mit der erhöhten Dynamik der -hhelikalen Deckelregion zusammenhängt, 

die z. B. die laterale Clusterbildung verringern könnte, bleibt zum jetzigen Zeitpunkt 

unbeantwortet und muss in zukünftigen 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 Auflösung im 

Mikrometerbereich darzustellen. Der Versuchsaufbau enthält ein Fluoreszenzmikroskop, das 

über 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 

flüssig expandierten (LE) Phase an und dient somit der selektiven Kontrastierung dieser hell 

erscheinenden Bereiche in den Mikroskopaufnahmen.134 Vorversuche zeigt, dass das Rho-B-

DHPE keinen signifikanten Einfluss auf das Verhalten der Monoschicht hat (Abbildung 80). Im 

Folgenden werden zunächst die Bilder der Messungen des reinen zytoplasmatischen PNS-

Lipidgemischs mit 0,05 % Rho-B-DHPE und anschließend die Messungen in Gegenwart von P2 

gezeigt. 

Darüber hinaus zeigen die Experimente, bei denen zusätzlich 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 

Laut Inouye & Kirschner128 enthält die zytoplasmatische PNS-Myelinschicht 37 % Cholesterin. 

Dieser hohe Anteil wirkt sich verdichtend auf die Lipidmischung aus70,135 und beeinflusst die 

Bewegungsfreiheit der Phospholipid-Kohlenwasserstoffketten und damit die Gesamtfluidität 

der Membran. Die Phospholipide in einer solchen Monoschicht haben an der Grenzfläche eine 

geringere Oberfläche zur Verfügung, was zu einer Verringerung des Freiheitsgrads der 

Lipidbewegung führt.136,137 Cholesterin unterbricht auch die Kopfgruppen-Kopfgruppen-
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Wechselwirkungen zwischen Phospholipiden.41 Insgesamt wird daher angenommen, dass 

diese Kondensationseffekte die Bildung von Lipiddomänen erleichtern, was zu Domänen 

führt, die mit Cholesterin, gesättigten Phospholipiden und Sphingolipiden angereichert sind, 

sowie zu Domänen, die an diesen Molekülen verarmt sind. Die cholesterinreichen Domänen 

sind dichter gepackt, neigen zu einer geringeren Fluidität,32,33 welche dennoch zur fluiden-

geordneten Phase (Lo) gehören 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 Phasenübergang der Monoschichtsysteme ist druckabhängig. In den Übergangszuständen 

sind mehrere Domänenmuster möglich38,43,138 (Kap. 2.3.2). Bei niedrigeren 

Oberflächendrücken treten kreisförmige Domänen auf. Folgend Streifen oder eckige 

Domänen, die eher für höhere Oberflächendrücke innerhalb der LE-Phase typisch sind.70 Ab 

einem bestimmten Oberflächendruck, hier bei ~12 mN/m, löst sich die Domänengrenze 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 Domänen und zur Bildung einer grauen homogenen Oberfläche ersichtlich 

(Abbildung 30). Diese homogene Vermischung bleibt trotz eines weiteren Druckanstiegs 

aufgrund der Kompression bestehen, bis die Monoschicht kollabiert. 

5ŜǊ αCƭƛŎƪŜƴǘŜǇǇƛŎƘά όAbbildung 30) aus hochgeordneten, cholesterinreichen Domänen und 

den niedergeordneten phospholipidreichen Domänen sind keine Einzelbilder. Über den 

gesamten Film hinweg kann man Bereiche beobachten, in denen die Domänen angereichert 

auftreten, und Bereiche, in denen es kaum oder keine dunklen Domänen gibt. Dieses 

αtŀǘŎƘǿƻǊƪά ƛǎǘ ƴƛŎƘǘ ǸōŜǊǊŀǎŎƘŜƴŘΣ Řŀ ŘƛŜ ±ŜǊǘŜƛƭǳƴƎ Ǿƻƴ [ƛǇƛŘŜƴ ǳƴŘ 5ƻƳŅƴŜƴ ŀǳŎƘ ƛƴ ŘŜǊ 

Struktur der natürlichen Zellmembran inhomogen ist wie es beispielweise im 2014 

aktualisierten Fluid-Mosaic-Membran-Modell (F-MMM) von Nicolson1 oder in der 

Veröffentlich von Escriba139 im Jahr 2008 beschrieben ist. (Abbildung 5) 2,25 
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Abbildung 30 Repräsentative epifluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen des Kompressionsverhaltens der mit 0,05mol% 

Rho-DHPE ersetzt PNS-Myelin-ähnlichen 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 pseudobinäre SystemΣ ŘǊǳŎƪŀōƘŅƴƎƛƎŜǎ αƳƛǎŎƘŜƴά ǳƴŘ 

αŜƴǘƳƛǎŎƘŜƴά ŘŜǊ ŎƘƻƭŜǎǘŜǊƻƭǊŜƛŎƘŜǊ 5ƻƳŅƴŜƴ ŘŜǊ aƻƴƻǎŎƘƛŎƘǘΣ wurde bereits intensiv 

untersucht.32,43 Experimente mit TopFluor-Cholesterol, einem fluoreszenzmarkierten 

Cholesterol, stützten diese Annahme und zeigten, dass die Domänen überwiegend mit 

Cholesterol angereichert sind. Wie in Abbildung 30 verdeutlicht kommt es, ab einem circa 

Oberflächendruck von ~12 mN/m zu einem Auflösen der Domänestruktur 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.118 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 gleichmäßig in der Ebene verteilt, sondern 

ƎŜŎƭǳǎǘŜǊǘ ƻŘŜǊ Ƴƛǘ ƴǳǊ ƪƭŜƛƴŜƴ α{ŎƘƭŜƛŜǊƴά ǾŜǊōǳnden. Im direkten Vergleich mit den 

Aufnahmen ƻƘƴŜ tн ƪŀƴƴ Ƴŀƴ ŀōƭŜƛǘŜƴΣ Řŀǎǎ ŘƛŜǎŜ α{ŎƘƭŜƛŜǊά !ƎƎǊŜƎŀǘŜ Ǿƻƴ tн ŀǳŦ ŘŜǊ 

Monoschicht sind, ähnlich wie es für bMBP beschrieben wurden.43,140 Wie vorherige Studien 

zeigen, kann P2 DMPC/DMPG-Doppelschichten stapeln sowie die Verteilung der Lipide 

beeinflussen und so ein Mikromilieu aufbauen.103,117,118 5ƛŜ αƎǊŀǳŜƴ {ŎƘƭŜƛŜǊά ȊŜƛƎŜƴ ŀƴΣ Řŀǎǎ 

die geclusterten Proteine die Rho-B-DHPE Moleküle lokal verdrängen und damit die 

Fluoreszenzemission an diesen Stellen reduzieren. Da sich diese Aggregate oder Cluster 

hauptsächlich an den Grenzen zwischen cholesterinreichen und -armen Regionen befinden, 

kann davon ausgegangen werden, dass P2 die Grenzflächenspannung auf ähnliche Weise 

reduziert, wie dies für MBP25 beobachtet wurde. In Abbildung 31G sind zwei dunkle Domänen 

an drei Ankerpunkten verbunden. Diese Ankerpunkte können im Licht der 

Epifluoreszenzmikroskopie als Cluster von P2 identifiziert werden. Frühere 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, könnten somit durch 

Epifluoreszenzaufnahmen komplexer Lipidgemische gestützt werden. 

Ähnliche Ereignisse wie bei dem Wildtyp sind auch bei den Varianten zu beobachten (P38G: 

Abbildung 32, I43N: Abbildung 33, I52T: Abbildung 34). 
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Abbildung 31 Repräsentative 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-

CƭǳƻǊŜǎȊŜƴȊ όαDǊŀǳǎŎƘƭŜƛŜǊάύ ŀƴΣ ŘƛŜ ŀǳŦ P2-haltigen Cluster zurückzuführen sind. 
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Abbildung 32 Repräsentative epifluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen des Kompressionsverhaltens der PNS-Myelin-

ähnlichen 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-CƭǳƻǊŜǎȊŜƴȊ όαDǊŀǳǎŎƘƭŜƛŜǊάύ ŀƴΣ ŘƛŜ ŀǳŦ P2-

haltigen Cluster zurückzuführen sind. In G, H, I sind auch dunkle Bereiche zu sehen, die einer Perlenkette ähneln. Diese 

Bereiche sind vermutlich durch Cluster von P38G 
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