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1. Einleitung und Zielstellung

Biologische Membranen stellen eine zentrale Grundlage zellularer Organisation und
Kommunikation dat:? Als hochkomplexe, dynamische Systeme bestimmen sie nicht nur die
strukturelle Abgrenzung von Kompartimenten, sondern Ubernehmen auch essentielle
Aufgaben wie Signalweiterleitung, Transporgange und molekulare Erkennung.
Insbesondere in spezialisierten Geweben wie dem peripheren Nervensystem (PNS) sind
Membranarchitektur und Membranassoziierte Proteine eng aufeinander abgestimmt. Die
Myelinscheide, die von SchwaiZiellen gebildet wirdsorgt hier durch ihre kompakt&ruktur

fur eine salvatorische Reizweiterleitung.Ein Protein welches zentral am Aufbau der
Myelinscheide beteiligt ist, ist dageriphere Myelinprotein P2R2, PMR2), auch bekannt als

Fatty Acid Binding ProteB (FABP8Y®

P2 dbernimmt hier zwei physiologische Aufgalbe Es fungiert zum einen als
Fettsaurebindungsprotein (FABP), das langkettige Fettsauren transpprsiert anderen

interagiert es direkt mitder Myelinmembran undkann diesedurch seine Bindungn die

lipidreiche Membrandomanestabilisieen. Mutationen im P25enkdnnenmit pathogenen

Prozessen einhergeheq insbesondere mit hereditaren Neuropathiesuch bekannt als
CharcotMarie-Tooth-Erkranking Typ 1G (CMT1G) 9 ELISNRA YSy (i St tz&8ez{ ( dzZRA S
Motley’) konnten belegen, dass Mutantgie 143N oder 152Fen Aufbau der Myelinscheide

und der Nervenstruktuam Beispiel von Zebrafisch@m vivo deutlich beeinflussen, was die

strukturelle und funktionelle Relevanz des-Piteins unterstreicht.

Ein zentrales Ziel dieser Arbeit besteht darin, die funktionellen Eigenschaften des P2 in
molekularer Auflésung zu uetsuchen. Hierzu wurden ERPBektroskopische Methoden,
insbesondere diecontinuos waveEPR (cwWEPR), eingesetzt, um die Ligandenbindadg
Rotationsdynamik des Proteins zu charakterisieren. Die Ergebnisse zeigen, dass selbst
tdzy {GYdzi A2ySy Iy &adNHzl GdzNBff LISNARALKSNBY t 2
Ligandenbindung und Membraninteraktion haben kdnmesbwohl! diese Mutatioen formal

nicht direkt in die Bindungstaschzw. an der Bindunigpvolviert sind.

Zur Analyse der Plembranwechselwirkungen wurde eine zytoplasmatische -R\Y8lin-
Monoschicht auf Basis naturlichétirnlipide (PC, PE, PS, PIl, SM, Cholesterol) verwendet.

Mittels Filmwaage und Epifluoreszenzmikroskopie konnte gezeigt werden, dgsdbRangig
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von seiner Variante unterschiedliche Affinitaten zuratirlichenLipidmembran aufweist. Der
maximale Insertionsdruck (MIP) und Synergieparameter lieferten quanttaiierte zur
Adsorptonsfahigkeit, wahrend Zweifasbluoreszenzexperimente die Lokalisation an
Phasengrenzen innerhalb dsfonoschichtaufzeigen. Hervorzuhebenst, dass WildtygP2 in
der Lage ist, Domanenstrukturan der Membran zu vernetzeein mdoglicler Hinweis auf

seine Rolle bei der Membranstapelung in vivo.

Ein zweiter Fokus der Dissertation liegt auf polymerbasierten Nanodiscs als
Modellmembranen. Diese ermdglichen die solubilisierte Reprasentation nativer
Lipidumgebungen unter Erhalt fun&heller Membraneigenschaften, ohne Einsatz
schadlicher Detergenzielie Untersuchungen fokagrten sich auf diewEPR Analyse der
Polymer gegeilber eine Variation aus sowohl geladenen, als auch nicht geladdfieR
aktiven Sonden z.BCATL, CarboxyTEMPQ4-Oxo-TEMPQ TEMPODie hier verwendeten
Polymere SMA, DIBMA und SMAB unterscheiden sich in ihrer Ladungsverteilung,
Hydrophilie und Interaktionsmuster mitden Spinsonden.Die cwEPR und dynamische
Lichtstreuung (DLS) zeigen, dass insbesondereSB/durchein zwitterionisches Design eine
geringere Aggregationstendenz aufweist und dennowie die Literatur aufzeigtstabile
NanodscStrukturen erzeugn kann Diese Beobachtungen sind redex fUr zuklnftige
Studien zur solubilisierterDarstellung von Membrgroteinen wie den P2 oder dem

TransmembrandreRyanodinrezeptoProteinRyR.

Das dritteThema dieser Arbeit ist die Entwicklung neuartiger -BRi#er XanthirDerivate.

Ziel war es, Sonden herzustellen, die nicht nur stabil und spektral charakterisgnoir
sondern auch eine Affinitat zu physiologisch relevanten Zielstrukturen wie dem
Ryanodinrezeptor (RyR) aufweisen. Aufbauend auf der pharmakologischen Wirksamkeit
Y6 GNNI A OKSNJ - | yThéophyli§ wuddendvier Derivate? syrEhstisigft>und i
Glycerolgradienten spektroskopisch untersucht. Die Resultate liefern Informationen utber
Spacerabhangigkeitefidnge und Position am XantiBrundgerist) Rotationsmodi und die
Sensitivitdt gegenuber molekularer Umgebung. Besonders TdeophylinDerivat RYR?
zeigtezwei spektrale Komponenten guwfelche sensitiv auf die GlycerdlasserClustef der

wassrigen Umgebung waren.

Die vorliegende Arbeit integriert damit verschiedene disziplinare Zugange:
biophysikalische Proteinanalyse (P#)e Charakterisierung von Lipblanodisk bildeden

Polymererunddie synthetische Sondenentwicklung (ERRtive XanthirDerivate. Ziel ist es,
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durch dieses interdisziplindre Design ein besseres Verstandnis von Hrigigin
Wechselwirkungen und StruktfunktionsKorrelationen in biologischen Membrarsgemen
zu ermd@glichen. Dies kann nicht nur zur AufklarungiekularerMechanismen beitragen,
sondern auch potenzielle Plattformen fur zukinftige pharmakologische oder diagnostische

Anwendungen schaffen.
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2. TheoretischeGrundlagen

2.1. Hektronenparamagnetische Resonanz

Die elektroparamagnetische ResonafizPR)beruht auf der Interaktion zwischen einem
Elektronenspin’Yin einem paramagnetischen Zentrum und einem externen Magnetfeld B
Ungepaarte Elektronen sind mit einem intrinsischemS8pid folglich einem magnetischen
Moment ausgestattet, der mit einem externen Magnetfeld interagiert. Aufgrund der nicht
entarteten magnetischen Spinzustande ist die Energie des Elektrons innerhalb des
Magnetfeldes empfindlich gegeniiber der magnetischeai@enzahk .° Die Aufspaltung der
Energie eines freien Elektronenspins in zwei diskrete Energieeigenwererhalb eines
Magnetfeld By wird als Zeemaikffekt bezeichnet. Die GroRRe der Aufspaltung ist dabei

proportional zur Starke des duBeren Magnetfelde¢A®bildung3).1° Die Energieeigenwerte
‘O mit der Spinquantenzahd -und & -kdnnen mithilfe von Gleiaing 1

berechnet werdert! Dabei reprasentiert ‘Q den Lané-Faktor des ungepaarten
Elektronenpins und A das Bohr'sche MagnetorDie Energiedifferenz zwischen den
Spinquantenzustanden kann mithilfe von Gleichubg(Resonanzbedingunghperechnet

werden.

O Azo a z°C2A 20 1

YO Oy O "AzZH RO 2

"Qist das Planclsche Wirkungsquantum unal die Freuenz der absorbierten Strahlung mit
denen die Ubergéange zwischen den Eneriyieausnduziet werden. Diese Strahlung lilei
Magnetfeldstarken deEPR im Mikrowellenbereiqlz.B. XBand: 9,4 GHB, 320430 mT
Band: 34 GHB,1200¢ 2500 m7. Die Reonanzbedingung wird erfullt, wenn die Energie der
elektromagnetischen Strahlung der Energiedéfezzwischen den Spinzustanden entspricht.
Die Resonanzposition desektronengpins wird durch die Wechselwirkumgit nahegelegenen

Kernspinsund derenlokalen Magnetfelden beeinflusst:®'? Folgend beschreibt der Spin
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HamiltonOperator diese energesche Wechselwirkung des Elektronenspin mit seiner

Umgebung nahet314
2.1.1.Spin Hamilton Operator

SpinrHamiltonOperator.
© O °O o 0 O O 3
Der SpirHamiliton-Operator besteht aus:

ElektronZeemanEffekt (O ), der Nulleldaufspaltung Zerofield splitting (O ), der
ElektronElektronWechselwirkung (Heisenbefgffekt und DipolDipotWechselwirkuny
('O ), der KerrZeemanEffekt {O ) und der KerrQuadrupolWechselwirkung© ).

Die fur die vorliegede Arkeit relevantesten Bestanidile werden folgend kurz naher

beleuchtet:

Die ElektronZeemanEffekt, auch Zeema#ufspaltung (O ) gerannt, beschreibt die
Wechselwirking der Spinzustande mit dem externen magnetischen Moment und wird durch

den SpinoperatorYdefiniert.
O A zZQ zY 4

Der Landéaktor"Qhat hier im dreidimensionalen Raum eine 3M3atrix und kann mittels
der EulefWinkelTransformation des Magnetfeldvektors in  das moleke
Koordinatensystem gewandelt werden. Die vereinfachte diagonalisMeagix, welche die
symmetrischen Tensorer{Q RQ RQ ) und die drei EuleWwinkd (" = ) énthék,

beschreiben die Orientierung im riekularen Koordinatensystem.

Q Q Q "Q T T 5
NN N o B o B SO |
Q Q Q T T T

Bei isotropen, schnellen Rotationen kann der isotrope LaRdktor als gemittelte

"Q ¢ Wert herangezogen werden

9 P.vo o 0
(o)
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Die Eulerwinke{" X~ )itransformieren lUber die,zx-Achsevom x,y,ZKoordinatensystem in

das A,B,&oordinatensystem®>16

Abbildungl schematische Darstellung der Euldiinkel und ihre Wirkung bei der Transformation der Koordinatensystem

Die Ekktronen-ElektronenWechselwrkung, (O ), besteht aus der DipeDipot
Wechselwirkung und der Austaus@techselwirkung HeisenbereEffekt), definiert die
Interaktion mehrerer ungepaarter 8ktronenspins, die sich in unterschiedlich&tomen (v.a.
Molekilen) aufhalten. Diese Wechseélkung kann in DipeDipot und Austausch
Wechselwirkung unterteilt werden. Die fir diese Arbeit relevante Ausstia\Wechselwirkung
tritt auf, wenn sich die Spins in unmittelbarer N&ahe befinden (endliche
Aufenthaltswahrscheinlichkeit im gleichen Orbitahjdues zu einem quantenmechanischen

Austausch der Spinzustande komiht

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

Die Aufspaltung (2F 1) mit‘Gals Kernspinquantenzahl, im ERBsorptionsspektrum ist bei

a -unda p (**N)bei Nitroxid-Radikalen einénzahl vordrei Linien zu sehen.

0 Y24 20 !

Die Hyperfeinkopplung kann ebenfalls Uber dekernspinoperator 'O und den
Hyperfeink@plungstensoi® beschrieben werden. Hier nimnit wieder eine3x3Matrix an
und kann mit den diagonalen Hauptkomponentén 6 [ analog zurQbeschrieben
werden. Fur schnelle ungehindert rotierele Systeme ergibsich die richtungsnabhangige
Hyperfeinkopplungskonstant® , die ebenfalls dwhdie Abstande der Nulldtchgénge ds

Resomnzsignals beschaben werden kand31°
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2.1.2.continuouswave EPRcwWEPR)

Die cwEPRIist neben der PulEPRMethode eire wichtige Technik imGebiet der EPR
Spektroskopie Bei der cwEPRRIethode wird bei konstanter Mikrowellenfrequenz, das
Magnetfeld B in einem bestimmten Bereichariert. Fir den in dieser Arbeit verwendeten
Frequenzbereich von 9,4 GHzRxnd) wird typischeveise ein Magnetfeld von circa 320 mT
bis 450 mT gefahren, wahrend das ebenfalls verwendete FrequenzbaBadn@) von 34 GHz
ein Magnetfeld von 1200 bis 2500 mT erfordert, um die hier verwendeten NitRadikale

zu detektierent®

Nitroxid-Radikale eignen sich aufgrurider Stabilitatund des geringen Molekulargewichtes
fur die Messung abzw.in biologischen Sysmen. Das ungepa&e Elektronhalt sich wie in
der folgenden Abildung verdeutlicht vorwiegerd mittig zwischenden Sauerstoff und
Stickstofforbitalen auf. Dabei verlauft dieAchsedefinitionsgemal®ntlang der NEBindung,

die zAchse entlang der 2frbitale und yAchse senkrecht zur s&bene.

0.

Abbildung2 Grundstruktur eines Ublichen Nitroxf8ipinlabels mit dem Rest R (TEMPO, R=H) mit eingezeichneten
Haupttensorachsen underen taumelnderRotation entlarg der Achse#?:2t

Die Verwendung von NitroxiRadikden ermdglicht ebenfalleine vereinfachte Anwendung

der SpinHamiltonOperatoren auf die Operatoren: O, O, O . Die
Kernspinquantenzahlen fi*N-Isotope sind bekannt@*N)=1;& phrth p), was eine
Unterteilung des ZeematkEnergieniveaus des Spins durch die HypefW@echselwirkung
ermdglicht. Bei schnellen, isotropen Rotationen in Losungen fiihrt dies zu drei Resonanzlinien

im Spektrum der NitroxidMlessungen, die durctd separiert sind1-22
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Generell befindet sich das uepaarte Elektron bei Nitroxid/ RA 1 | £ SyBindung RS NJ
zwischen dem Sticksteffind SauerstoffatomDie Elektronendichte kann durch die Umgebung

der Spinsonde beeinflusst werden. In einer polaren Umgebung, wie sie durch
Wasserstoffbriickenbindungen und @i-DipotWechselwirkungen charakterisiert ist, wird

ein polarer Mesomeriezustand des Nitrostitblekils mit auftretenden Formalladungen
energetisch bevorzugt und dabdie Elektronendichte desngepaarterElektrons in Richtung

des Stickstoffatoms verschobgewas zu einer erhohten Hyperfeikopplung fiihré!1? Die

HyperfeinKopplungskonstante a nimmt somit in hydrophilerer Umgebung zu.

Das EP®pektrum reagiertnicht nur sensitiv auf die molekulare Umgebung sondern
besondes auf die otationsdynamischen Umstéande. Die molekulare Dynamik der Spinsonde
kanndurch dieRotationskorrelationszeit  |j dzl y viekd@nAHFirisBdgdiBewegungen von
Spnsonden kann dieRotationskorredtionszeit durch die Brownsche Rotationsdiffusion,
basierend auf der StokesinsteinGleichung mit dem Rotationsdiffusionkoeffiziemm,

beschrieben werden.

P 9
¢z 0

Bei nicht spharischen Molekiledie anisotrop rotierenwird der Rotationsdiffusionstensor

0O ri  eingefuhrt. Die mitkere Rotationskorrelationszeit ist folgend das geometrische
Mittel der TensorfWerte. dafir muss wiederumiber die EuleWinkel h ~  idas !
Hauptsachsensyste des Rotationsdiffusionstensors in das Molekilkoordinatensystem

Uberfuhrt werden10.13

N B s

9z O O O
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Abbildung3 (A) Darstellung der Rotationsfreiheiten des Nitroxides, hier PROX¥HngB)eaufspaltung eines Spin (oben),

resultierendesAbsporptionsspektrum (mittig), Derivaes Absorptionssprektrums (unten); (C) Visualisierung des a Tensors

und der Rotationsdynaik eines NitroxieRadikals; Grafikon Bordignon, Bleicke#
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2.2. Lipide

2.2.1. Struktur der Selbstordnung der Lipide

Lipidegehoren zur Gruppe deamphiphilen Molekule, die in wassrigen Medien die Tendenz
zur Aggregation zeigen, um ihre hydrophoben Ketten von den Wassermolekilen zu isolieren
(hydrophober Effektj* Die Aggregation von Lipiden ist dabei abhangig von mehreren
Faktoren, darunter der WassergehalterdTemperatur, die longkonzentration sowie der
chemische Aufbau der Lipide (EsteEtherphosphotiide, Sphingolipide, Bolalipide). Die
Aggregan beginnt bei kgeformigen Lipiden (z. BDiPalmitylphosphatidylcholin (DPPC)
Kopfgruppe groRBer als Kettengruppe) mit d&usbidung einer Mizelle, mitsteigender
Konzentration kommt es zur Ausbildung von Lipiddoppelschichten, die in verschiedenen
Phasenzustanden vorliegen kénnebie am haufigsten in Membranen von Organismen
vorkommenden Lipide sind die Phospholipide, SphingaipiGlycolipide und Sterole.
Generell gesehen bestehen Lipide aus einer polaren Kopfgruppe, einem "Backbone" und einer
unpolaren Kettenregion. Fur die in dieser Arbeit am héaufigsten verwendeten
Phosphocholinlipide ware der Aufbau aus einer polaren Clikadoigruppe, verbunden mit

einem polaren PhosphorylverBliickgrat, zu zwei unpolaren Kohlenwasserstoffeketten zu

sehen?5.26

Abbildung4 Strukturformel vorDipalmitoylphosphatidylcholitDPPEund Visualisierungler Kegelform bzw. Kegelstumpf

Form (tydrodynamische Raumeinnahme eines Lipides)

Es ist bekannt, dass eine Variation von Lipid&ufig in der Kopfgrupperoder Kettenregion
stattfindet. Eine Kopfgruppenvariation kann zur Ladungsvariation oder zur Verdnderung der
hydrodynamischen Grol3e fuhren. Durch eine Verdnderung der Kettengruppen, wie
beispielsweise durch Verlangerung der Kettger die Einfihrung von Doppelbindungen
(Sattigungsgrad) oder anderweitige Modifikationen, kann eine Variation der Wechselwirkung
der Lipide innerhalb der Membran herbeigefihrt werden. In der Folge kann der

Zusammenhalt der Lipide im Hinblick &dno- oder Bilayermodifiziert werden.
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2.2.2.Lipide in Doppelschichtenmembranen

Die Aufgabe dekompartimentierungkann von Organismen auf unterschiedliche Weise erfullt
werden, wobei die Bildung von Membranen eine wesentliche Rolle spielt. Diese kdnnen als
ozweidimensionale Flissigkeiténbetrachtet werden. Membranen sind keine starren
Systeme, sondern hoch dynamisch und fluide. Das HivgssgikModell von Singer und
Nicolsort unterteilt die Membranen in viskose und fluide Schichten und beschreibt die Bildung
von Doméanen und Clustern unterschiedlichster Art und Zusammensetzung. Obwohl dieses
Modell bereits seitl972existiert, hat es seine Aktualitat bis heute nicht verloren. Dies ist auf
die kontinuierliche Uberarbeitung und Erweiterumgriickzufiihren, wie sie in aktualisierter

FormdurchNicolsort beschrieben worden.

Abbildungs DasFluid Mosaic Membran Modegbn 2014verdeutlich die Kmplexitat derMembranund ihrerVernetzheit

im Organismus. Ein aktuakiertes FluieMosaicMembranmodell, das Informationen iber Membrandomanenstrukturen
und membranassoziierte Zytoskeletind extrazellulare Strukturen enthalt. Verschiedene integrale Proteine,

Glykoproteine, Lipide und Oligosaccharide werden durch untédtibhe Farben dargestellt, und dort, wo die Membran
abgezogen wurde, um die innere Membran zu betrachten, ist die Oberflache des Zytoskeletts zu erkesméie, ldéerale

Diffusion einiger, aber nicht aller Transmembi@lykoproteine einschrankt.
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Natirliche, "lebende” Membranen stellen eine komplexe Struktur dar, die nichtals
Ansammlung von Lipiden zu betrachten tbei spielerProteine und Zucker entscheidende
Rdle im Aufbau dieser Membraneiks ist zu beachten, dass die Anordnung der Liprde
Proteine in den Membranen nicht Zidllig sonderngemald einer bestimmten Symmetrie
erfolgt. Zudem sind diese nicht in einem thermodynamischen Gleichgewicht. Die Diffusion der
Lipide und Proteine wird nicht nur durch die Fluiditat oder den ionischenhdédairkungn

der Lipide beeinflusst, sondern auch durch Proteinbarrieren oder Zuckerreste an der
Membranoberflache, die einen direkten und indirekten Einfluss ausibeanmechanischen
Eigenschaften wie Krimmung und Elastizitat werden hingegen vorwiegench die

Lipidzusammensetzung underteilung definiert2>2%2°

12

z

[ee]
———

Crystalline lipid phase (Le) Gel phase (L)

VI /111
ﬁ}{RRRR R{R — ﬂﬂr‘\ﬁﬂf{“ 1;5mzbmélo“‘2110““56“66“‘75“
Rm} RR}ZM %Z ﬂﬁﬂ{ Temperatur / °C

Abbildung6 rechts:Bilayerphasenschemadaptiert von artek3?; links: Schematische Darstellung eiflePPMSEKurve

P

DC /kcal -mol*-K™

samt Einzeichnung der Phasen,

Es lasst sich beobachten, dass mit fallender Temperatur in der Regel folgende Phasen mit
zunehmender Ordnung der Kette angezeigt werden, beginnend mitl.de® 5L aund Lc-
PhaseDer Begrifiic (liquid condensedbeschreibt eine kristalline Phase, in der alle Ketten in
der alttrans-Konformation angeordnet sind, vergleichbar mit den Kohlenwasserstoffen in
Paraffinen In der GePhaseli {solidordert) sind die Lipidketten weiterhin aitans, jedoch
besteht eine Neigung in der Membrannormalen, sowie ein erhdhtes Rotationsvermégen der

Ketten um ihre eigene Achse. Der Ubergandiguid-disordertl» wird durch die RippePhase
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(hexagones Gitter? } beschrieben. Diese Phase ist charakteristisch durch die Prasenz von
Wellen auf der Oberflache und die Anwesenheit von Doppelschichten, deren Zuordnung zu
oderL» moglich ist. Didiquid-disordertPhasd. stellt eine flissigkristalline Phase dar, dielu

als geschmolzene Phase bezeichnet wird. In dieser Phase sind die Lipidketten ungeordnet und
durch die Bildung von gauchksomeren gekennzeichnet, die eifehe Beweglichkeit

aufweisen.

Die Phasenulibergangstemperatur ist definiert als die Temperatuerébederlich ist, um eine
Anderung des physikalischen Lipidzustandes von geordneten Gelphase zur ungeordneten
flissigkristallinen Phase zu induzieren. Die Phasenibergangstemperatur wird dabei von
verschiedenen Faktoren beeinflusst, darunter die Art deuidei, die Kettenlange, der
Sattigungsgrad, die Kopfgruppenspezifik, mégliche Ladung am Lipid sowie Defektstellen, wie
beispidsweise EPRktive Sonden odeldoreszezmarkerte Lipice (z.B.RhodamirB-DHPI

Die erhohte Kettenldnge bedingt eine Starkung dander-WaalsWechselwirkungen, was
wiederum einen erhohten Energiebedarf zur Stérung der geordneten -Baghketierung
erfordert, somit zu einer Erhéhung der Phasenumwandlungstemperatur.fihet Einfihrung

einer Modifikation oder c¥Doppelbindung in @& Kettenregion fuhrt zu einer Instabilitat in

diesem Bereich und zu einErniedrigungler Phasenumwandlungstemperatgff2’.3%37

Lipide konnen auch lokale Domé&nen mit unterschiedlicher Lipidzusammensetzung und
Fluiditat bilden. Diese werden als Rafts (Lipidfl63e) bezeichnet und bestehen aus Cholesterol
und Sphingolipiden. Sigeisen im Vergleich zu ihrer Umgebung eine hohere Starré?&gif

Die Fluiditat einer Lipiddoppelschicht beeinflusst mehrere Funktionen auf einmal. So wird
nicht nur die laterale Diffusion (Verteilung der Lipide und Proteine in einer Kidrioht,
Bewegung, Rotation), sondern auch die Permeabilitét, die Elastizitat (Krimmung) und die
laterale Spannung davon dirigie¢ftDie Dicke der hydrophoben Lipidschichten kann variieren
und wird meist durch die Lange der gesattigten Fettsauren gesteuert. Die Verteilung von
Lipiden mit unterschiedlicheKettenlange ist nicht zuféllig und ermdglicht eine lokale
Einstellury der Membrandicke, wie es beafts benétigt wird.Lipiddoppelschichten kénnen
laterale Diffusion (Bewegung in der Ebene) und-Hagps (Austausch von Lipiden zwischen

beiden Einzelschiten) betreiben.



Theoretische Grundlagen 14

2.2.3.Lipid-Mix cytosolische Seite der Membraperipheren Nervensystem (PNS)

Um Myelint NR G SAY S Ay AKgdedschaitgfuntersubliert 2D kkényfem ist es
essentielRAS FNNJ RASaS tbanenat$rdaleSImgehungiz schakeDdn& ¢
wurdestatt der bekannten DMP®zw. DPP®embranen eine Lipidmembran verwendet, die
auf den Lipiden der cyswmlischeSeite der PN&embran beruhen. Diese Lipide sind das
Phosphatidylcholine  (PC),Phosphatidylserine (PS),Phosphatidylethanolamine RE),
Sphingomyelin (SMPhosphatidylinositol (Pnd Cholesterol (cl). Dieses Lipidemsemblet
einen bedeuteden Einfluss auf Wechselwirkungezum Protein und den folgenden

Messungen inkontext zumperipherenMyelinprotein 2 2. Somit wird an dieser Stelle naher

auf die Eigenschaften der Lipide dieser Membran eingegangen.

Abbildung7 Chemische Strukturen der typischen menschlichen-Fi@branlipide: Gehirn-i-Phosphatidylcholin (PC),
Schweinehirn 4 -Phosphatidylserin (PS), Schweinehin-Phosphatidylethanolamin (PE), Schweinet8ghingomyelin
(SM), Rinderleber-L.-Phosphatidylinaisol (P1) und Schafswollcholesterin (ch); R steht fiir eine variable
Lipidkettenzusammensetzung. Es handelt sich um natirliche Lipide in einer Mischung mit einer durchschnittlichen

Fettsaureverteilung.
Die verwendeten Lipide kbnnen in drei Kategorien eiatetverden: die neutralen Lipide (PC,

PE, SM), die geladenen Lipide (Pl, PS) und das Cholesterol. Phosphatidylserin (PS) und
Phosphatidylinositol (PI) gehéren zu degeladenen anionischen Lipiden, di@urch
elektrostatische Wechselwirkungen mit dem gelada Bereich der Proteine interagieréh®

Die Interaktion fuhrt zu einer verringerten Fludt, die vermutlich durc die
Lipidkondensation bedingt ist. Die anderen neutralen Lipide, PC und PE sind fur die

Gesamtwechselwirkung der Monoschicht verantwortlich, wobei eine elektrostatische
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Interaktion mit den Proteinen nicht zu beobachten ist. Stattdessen scheinen sie als
Abstandhalter zwischen den repulsiven Wechselwirkungen der geladenen Lipide zu fungieren
und die Lipidkondensation auszugleichen. Cholesterin weist eine strukturelle Ahnlichkeit zu
Membranlipiden auf, wobei sich jedoch eine differenzierte Struktur zeigthréfid 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 imdénmseémblem auf Héhe der
Kopfgruppen der Phospholipide positioniert, wahrend das plattenartige Rindsystem parallel
zu den Acylketten verlauft. Letzteres reicht bis zur Position C9, C10 der Phospholipide. Es
konnte nachgewiesen werdei*® dass Cholesterol die Kopplung der Kopfgruppen
unterbricht und die Bildung von LipidfloRRen begunstigt, die angereichert sin@maikesterol

und Sphingolipiden, wiesin den Studien zu Sphingomyelinen (SM) beschrietied.323341
DieseRaftssind hochgeordnet und starr, was zu einer Verringerung der Fliel3fahigkeit der
gesamten Membran fuhrt. Cholesterol reduziert die fur den d&@méibergang erforderliche
Bindungsenergie undrerringert folglich die Umwandlungstemperatur von Phospholipiden

Doppelsichten.

Die Hypothese volVidder*” besagt, dasgs durch Adsorption voMembranproteina, wie
beispielsweiseMyelin Basic ProteinMBP), an die Membran egu einerVerringerung der
Linienspannung und einem Energiegewkummen kann Ein ahnlicher Effekt konnte in den
Studien zuP2 beobachtet werden.Des weiteren zeigte Tragé# auf, dass wahrend der
Adsorption des MPB an die myelinahnéchipidmonoschichten zwei energetische Eféekt
miteinander konkurrierenDas sind) die elektrostatische Aziehung undi) die Verringerung
der Linienspannung an der Phasengrenze zwischen pplobpidreichen und
cholesterinreichen Doménet? Ein ahnliches Phanomen konnte in den Studien d@%
ebenfalls beobachtet werden In Analogie zu MPB ist aud®? in der Lage, sich in die
Phasengrenze zwischen den Domanen zu positionieren und eine Interaktit den

geladenen Liplen Pl und’S aufzuzeigen.
2.2.4.Grundlagen der ldnodiscs

Nanodiscs(Lipodisls, Liponanodisks ND sind scheibenférmige Strukten die aus den
Doppellipidsysteran abgeleitet sind. Die beiden wichtigsten Methodear Darstellung von
NDssind entweder die Verwendung eines amphiphilen Proteins, déembran Scarford

Protein MSB #4446 oder Uber die Verwendung von amphiphilenpgdtymeren*’48 Bei der
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Verwendung von MBS stehen mehrere Proteine zur Verfigung, dialie
Doppelschichtmembran stabiiesen. lhr Vorteil ist ihre geringe Dispersitat und die breite
Anwerdbarkeit*® Die Hauptklasse der Proteine, die fur die Stabilisierung er Lipide verwendet
werden, sind Membrangeristpteine (MSP). Die MSP besteharsamphiphilen Helices, die
den Kern der Doppelschicht gurtelartig umgeben. Sie kénnen in ihrer Grof3e fur versemeden
Durchmesser derzu bildendenNanodisc optimiert werdeA*® Nachteile der auf MSP
basierenden Nanodissind, dass einige biochemische Methoden insbesordie NMR oder
IR Spektroskopie nicht in der Lage sind,solven MSP und den eingebautBnoteinen der zu
untersuchenderMembranproteinen, zu unterschéen. Ebenfalls ist zu erwédhngitass in den
Praparationsprotokben in der Regel Detergeien verwendet werden mussen. Hier steht
eine groRBe Gefahr labile énbranproteine zu denaturiereff<*® Diese oben geannten
Nachteile haben die aopolymerbasierenden Nanodisc nicht. Relymere sind in der Lage
ihre Zielproteinesamt Lipidumgebunglirekt aus der natlrtihen Doppelschichtmembran
herauszuldsen, dafir benotigen sie keine Detergen%iépSie sid in groRen Mengesowie

in groReer Polymervariatiorkommerziellverfigbarund stéren auf Grunédhrer Struktur in
den Ublicheweise verwendeten biochemischen Methoden niéht®>2 Die aktuellen
Hauptvertreter sind die auflas StyrotMaleinsdure $MA)bzw. DilsobutylenMaleinséaure
(DIBMA basieremlen Copolymere®® DerenNanodisc SMALB, DIBMALP s genannt wan.
Das hydrophile Monomer dieser Polymere ist in der Regel die MaleinsaurdiAmvigd die
Maleinsdure mit Styrol als hydrophobes Monomer polymerisiert. Dabei ist je nach
Anwendungsgebiet eine Variatioder Kettenlange und Monomerverhais moglich545¢
TrotzdasSMAnegativ geladen istvie die meisten natirlichen Lipitembranen, weist es eine
hohe Solubilisierungseffizienz atif®*>"Dies ist auf die Fahigkeit zurickiihren, dassseine
StyrotKorper wahrend de Solubilsierungsphase zwischen die ibigetten, eirschleugn zu
kénnen und so die Nanodiszu stabilieren®”%® Diese Enfligungen von Styrol in die
Lipiddoppelmembran kanjedoch aucteu $oreffekten in den Lipiden fihren und somit die
Doppelmembranstruktur verandert?:>° DIBMA, welches statt desty®ol eine Disobutyl-
Einheit als hydrophobe Einheit auig, hat keinenderartigen negativen Einfluss aufed
Lipidmembrart® Als Ableitung des SMA kann sdawiterionische Copolymer SMBB
angesehen werderkEstragt stat der MaleinsaureEinheiten eirBetaminsulforSaure Derivat
derer. Dies soll wiederrumfir eine verbessere Membranaffinitit und Nanodiscstabilitat

fuhren.
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SMA-sB ~ M DIBMA

Abbildung8 Darstellung de Struktur der Monomere von SMA, DIBMA und S8B\ samt Einzeichnung der der
Interaktionmit der Lipidmembrarbeteiligenfunktionellen Guppen, rot:positiv geladengell: negativ geladerblau:

lipophile Gruppe

2.3. Monoschichtexperimenteg Langmuir Filne

Biologische Systeme, wie etwa die Zellmembran, sind in der Grundlagenforschung komplex zu
modellieren. Abhangig vom jeweiligen Zelltyp bestehen sie aus einer Lipiddoppelschicht, die
mit adsorbierenden oder durchdringenden Proteinen undteren Komponenten kombiniert

ist. Um die Zellmembran fur Lab@&xperimente zu modellieren, ist es haufig erforderlich, das
Membransystem zu vereinfachen. In der Regel wird dazu eine Doppelschicht verwendet, die
eine reduzierte Yriation der Lipidarten emélt, beispielsweise eine reine
DimyristoylphosphatidylcholinDMPQ-Doppelschicht). Eine weitere gangige Praxis ist die
Bildung von Monoschichteneine halbe Doppelschichtfir Untersuchungen in einer
Grenzflachenumgeburf§®! da sich so Eigenschaften wie der Phasenzustand, der
Phasentiibergarfg und der Einfluss der Subphase oddie Lipidzusammensetzuf auf
Proteine untersuchen lasserDies ist insbesondere der Fall, wenn es sich nicht um

Transmembranproteine handeff?’
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2.3.1.PockelsLangmuirFilmwaagen

Die Bildung eines Langmiitiims setzt die Anordnung von amphiphilen Malken (Lipiden)
auf der Grenzflache zwischen Luft und Wasadrder wassrigen Phase voraud& diesem
Zweckwird zunachst einemperierbarenTeflontrog mit der wassrigen Phase beflllt, wobei
das Volumen bzw. die resultierende Oberflache(siehe Abbildung 10, linkg konstant

gehalten werden.

In Kombination mit der Flache eines Lipidmolekdls, die stoffspezifisch ist, wird auf diese Weise
die Spreitmenge des Lipidesreehnet. Die Monoschichtbildung fihrt zu einer Erniedrigung
der Oberflachenspannung, die sich nach der Oberflachenkonzentration bgmisst 70).

Der Oberflachendruck wird von einer WilhehRiattchenWaage detektierf3 Diese ermittelt

die Obeflachenspannung tber ein dinnes Plattchen (z. B. Filterpapier), das in die Subphase
eintaucht.Dabei wird die kompensierende Kraft gemessen, die das Plattchen durch Benetzung
nach unten zieht, welche durch eine Waage registriert wird. Der Oberflachendtwiniert

als der Abfall der Oberflachenspannunguf eineSubphasez.B.wenn eine Monoschicht an

der Luft/WasseiGrenzflache gespreitet und komprimiert wird. Dabei bezeichnetlie
Oberflachenspannung der Subphase ohne Lipidmonoschicht aielOberflachenspannung

der Subphase mit Monoschicheemafdessenwird die Oberflachenspannung als diejenige
Arbeit definiert, die aufgewendet werden muss, um die Oberflache der wéssrigen Phase zu

vergroRernt?.63

2.3.1.1.MIP (maximaler Insertionsdruckmaximum insertion presurke

Bei zeitabhangigen Filmwaagemessungen mit konstadbarflache (Adsorptionsfilmwaage,
siehe oben) kdnnen Adsorptionsvorgange von Proteinen oder Tensiden in der Monoschicht
beobachtet werden. Fir die Berechnung des MiRaXimum Insertion Pressuraverden
unterschiedliche Mengen der Lipidmischung je Messung auf die Grenzflache aufgebracht, um
eine bestimmte initiale Oberflachenspannutg zu erreichen. Die Differenz zwischen

der initialen Oberflachenspannung ufid der Oberflabenspannung nach Einstellungde
GleichgewichtegAdsorption des Tensides/Proteias Lipidmembranist w “. Wenn mary “

in eine lineare Funktion vori  setzt, so kann der maximale Eindringdruck MIP berechnet
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werden. Er ist definiert durch denl8uattpunkt der linearen Regression gegen didchse und
beschreibt den hochstmdglichen Oberflachendruck, bei dem das PradeinTensichoch in

die Lipidmonoschicht adsorbieren bzw. eindringen kann.

P2 wildtyp
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e
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5,86 mN/m
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Abbildung9 reprasentativeAbsorptionsmessumlinks und der Auswertung undBtellung des Mrrechts; fiir die Messung
P2Wildtyp auf einer PN$/onoschicht

2.3.1.2.Synergie

Wahrend der MIP die Wirkung des Proteins auf die Monoschicht beschreibt, kann die Synergie
als Wirkung der Monoschicht auf das Protein beschrieben werden. Die Synergie
veranschaulichtlie Wechselwirkung zwischen Protein und Lipid und gibt an, ob und avie st

die Lipidmischung in der Monoschicht die Adsorption an die Monoschicht untersttitzt oder
verhindert. Zwei Werte sindafiir von Bedeutungi) der Schnittpunkt der yAchse mit der
linearen Regression unildie Steigung der Regressionsgeraden. Der Sphnitt der yAchse

gibt den maximal mdglichen Druck an, bei dem das Protein in eine lipidfreie Grenzflache
eindringen kann (MIP in lipidfreier Grenzflach®)ie Steigung der Regressionsgerade
beschreibt die W¥chselwirkungzwischen Proteinen und Lipiden. liga ist die Synergie die

Steigungder Regressionsgeradgius eins.
[ 0w Q1 Dop 13

Ein Synergiewrt groRer als O deutet auf einen positiven Effekt hin, eine gegenseitige
Unterstlitzung, 8 kann also zu einem MIP kommesei Werten gleichO gibt es keinen

Synergieeffekt, es kommt eher zu einem stationdren Oberflachendruck irtigalen
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OberflachendruckBei Werten kleiner als Beutetesauf einen negativen Effekt hin, es kommt

zu einem Ausschluss bzWerdrangung des Proteittei erhdhteminitiale Oberflachendruck

protein

(] ﬂ:;'es;jzm\ ]gl ]
bl % WLE 1]

o 00 o 0
e o, subphase "o O Cn o, subphase “o %
o o

Abbildungl0links: Schematische Darstellung einer LangrRocketFilmwaage (ohne Barrieren zur Kompressioeghts:

Schematische Darstelluminer Kompressiornfdimwaage mit einenipifluoreszenzmikroskopéifbau

2.3.2. Kompressiongxperimente anPockelsLangmuir Filmwaagen

Je nach Versuchsaufbau bzw. Versucl®&f*befinden sich im Aufbau dd¥iimwaage an
beiden Enden bewegliche Barrier¢Abbildung10,rechty, mit denen der gespreitete Film
komprimiert werden kann, um das Kompressionsverhalten der Lipide zu untersuohéei
wird die Oberflache pro Molekil kontinuierlich verkleinert und d®@berflachendruck
gemessen. Das Kompressionsverhalten des  Monolayers widdirch  die

ho SNFf NOKSyY R NHzothekne f bbsEhiiedgh o Die Flachenpressustgigt bei
weiterer Kompession durch die Barriere der Filmwaage bis zu dem FRamkiem die gréi3te
Packungsdichte erreicht wird. Bei weiterer Kompression kollabiertSjasem und bildet
adzt GAf I @SN { 242K flsotherBidlhls+aldiIdéFdakollapsSsinibl tnter!
Gleichgevichtsbedingungen (niedriggompressionsgeschwindigkeit) charakteristisch fur die
die Monoschicht bildende Substarzs konnen Ruckschlusse auf die Anzahldiad\rt der
molekularen Wechselwirkungen, als auch die Massenorganisation in einer Phase und den
Ubergang zwischenerschiedenen Phasen getroffen werden. Die Isotherme ist ebenfalls
abhangig vorSBubphasenparametern wie pWert, lonenkonzentration und Temperatéf?’

In der Monoschicht liegen, obwohl quasi zweidimensional, verschiedgueegatzustande
vor (Abbildungl1l). Der Phasenzustand der Lipidmolekile ist vergleichbar mit diees

realen Gas. Allerdings ist in der Monoschicht der BewegungsspieldemMolekuile
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wesentlich eingeschréankt, da die Kopfgpe das Lipidmolekil an der Wasseroberflache
fixiert. In Abbildung 11 ist ein beispielhafter Verlauf einer
OberflachendruckFlachenisotherme mit den verschieden®mhasenibergéangen dargestellt.
Zunachst liegen auf einer expandiert@berflache die Lipide isoliert voneinander vor. Die
Molekile konnen sich auf deWasseroberflache bewegen, ohne sich gegenseitig zu
beeinflussen (nichhachweisbareDruckanstieg bei Kompression). Da sich die Monoschicht
(2D)wie ein ideales Gas in einem-3Mlumen verhalt, wird diese Phase als gasanaloge Phase
bezeichnet. Durch Verkleinerumges zur Verfigung stehenden Raumes wird die Lipiddichte
erhoht und die Wechdeirkungenzwischen den Lipiden dominierelas Phasenverhalten. Die
Molekdle "spuren” sich gegenseitig und setzen der Kompression einen messbaren Druck

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

Gaseous state USSi i ; :
lo-Le Sy flissigen Phase lassen sich drei verschiedene

e T zunehmend  dazu  gezwungen,  sich

£ \ . .

o (Li%,id condensed state aufzurichten, um dem verringerten

5 L

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

3

£

@

Zustande  unterscheiden:  die  flussig

Mean molecular area (A-mol)

expandierte (LE), die flussigordnete (Lo)
Abbildungl1theoretischephi-A isotherme; Kompressio

eines nicht I6kchen Lipidmonolayers auf einer Luft und die qu55|g<ondenS|erte Phase (LC)'

WasserGrenzflach&?samt schematischer Darstellung Phaseniibergange lassen sich an
der verschiedenen Zustande der Monoschicht Veranderungen in de Steigung der
Isothermen erkennen. Die Hehase (nicht
dargestellt) stellt eine Zwischenstufe zwischen derurte der L&Phase dar. In dieser Phase
sind die Lipide bereits orientiert, weisen jedoch noch nicht die hohe Packungsdichte der
folgenden L&Phae auf. Die Form des Isothermenanstieg liefert Informationen Uber die
Ordnung des Ubergangs. Horizontale Plateaus, bei denen keine Druckanderung auftritt,
deuten auf einen Phaseniibergang erster Ordnung hin, wahrend geneigte Ubergéange auf
Ubergange hoherer @nung schlieRen lassen. In der fliskidensierten Phase behalten

die starren Kohlenstoffketten noch eine gewisse Rotationsfreiheit und sind geneigt, um eine
dichtere Packung zu ermoéglichenMit zunehmendem Oberflachendruckist die
Packungdichte der Kdilenwasserstoffkettendes Filmesso dicht wie in vergleichbarem
kristallisierten Paraffinen. Es wird diegenanntdeste analoge Phase (S) erreicht, an die sich

der Filmkollaps mit irreversiblen Veranderungen anschie®t.Welches Phasenverhalten
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beobachtet werden kann, hangt von der Lipidstruktur bzw. dem LipidmiS@findet man in
sphingomyelineichen Mischungen, mit lange gesattigten Kohlenwasserstoffketten,
Uberwiegend feste Phasen. Ungesattigte PhospholigElgen meist nur flissig expandierte
Phasenzustande oder reichern sich in diesefP&benso ist di#emperatur entscheidend fur
die Beobachtung von Phasenlbergangen. Bei tief@mperaturen wird meist eine
kondensierte Phase induziert, wahrend hoh&emperaturen die flissigxpandierte Phase

beginstigerr’

2.3.3. EpifluoreszenFilmwaagen

Fluoreszenz beschreibt den Prozess, bei dem kurzwelliges Licht absorbiert und langwelliges
Licht emittiert®® Ein Elektroraus dem Grundzustand SO geht in einen angeregten Zu§&and
Uber, dem eine strahlungslose Schwingungsrelaxation in den niedrigatg@regten
Schwingungszustand in S1 folgt und schliel3lich eine Emission zum Grundzustand SO
stattfindet. Zu den Kkonkurriereen Reaktionen gehdren z. B. die strahlungslose
Totaldeaktivierung (IC: Intern&lonversion) und Phosphoreszenz. Dabei werden Elektronen
ausDoppelbindungen leichter angeregt, da didfektronen der Doppelbindung tber beide

Atome verteilt und damit wenigestark gebunden sind. Deshalb werden meist Fluorochrome

Molekule mit konjugierten Doppelbindungen verwendét
C <:> In dieser Arbeit wurde mit einem Auflickipi-

)Fluoreszenzmikrosko@\bbildungl12) gearbeitet. In einem
E:] Auflichtmikroskop  trifit das kurzwellige Licht der

Lichtquelle, meist eine Quecksilbeder LEELampe, deren

® gewunschte Anregungswellenlange zuvor herausgefiltert

wurde, auf einen dichroitischen Spadgder das Licht durch

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

durchstrahlt den fir das Emissionslicht durchlassigen

Abbildungl2 Schematischer Aufbau un  gjchroitischen  Spiegel erneut. Nach Passieren  des

Prinzip einegpifluoreszenzmikroskagpl o ) ) ] ]

, I Emissionsfilters wirdlas Signal von einer EMG&Bmera
Lichtquelle, 2 Anregungslichtfilter, 3
dichroitischen Spiege# Objektiv, 5 detektiert.” Die Charakterisierung von Lipidmonoschichten

Emissionsfilter, 6 EMC@amera mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie V&n Vortei] da die

Probe nicht mechanisch belastet wird und die Sensitid&it Fluoreszenzmikroskopie sehr
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hoch ist®® Das hier dem Lipidgemisch zugegebene FluorophrRitodaminB-1,2-
Dihexadecanoy$nGlycerinr3-Phosphoethanolamin(RhodaminB-DHPE ist aufgrund der
unterschiedlicherLdslichkeit in den Phasen fur den HeiinkelKontrast in derBildgebung
verantwortlich. Dunkle Bereiche in der Abbildung bedeuten Abwesenheite Bereiche
zeigen eineAnreicherungdes Fluoreszenzfarbstoffs an. AuRerdem bevorRigbdaminB-
DHPE dieissigexpandierte Phase und lagert sich Hiepfgruppen der Lipidan 5° Mit dieser
Versuchsanordnung lassich vor allem die Bildung vdidomanen beobachte da diese eine

Phase hoherer Ordnung bilden undvilschungen eine andere Lipidzusammensetzaisghre
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Abbildungl3 EmissionsAbsorptionsspektren von Rhodamin B (RHBIBPE) und Alexa 488, jeweils bei
Emmissionswellenlange 486 nm (blauer Kanad) 547 nm (griiner Kan&#y, Bildfarben: blau: Emissionslicht, rot:

Detektionsbereiche; griin Emissionseffezienz, gelbeRienseffizienz

Umgebung annehmervergleichbar mit Rafts in Lipiddoppelschichten. Die Domanen kdnnen
jede Formannehmen.In Lipidmischen mit einem hdheren Cholesterolantéghnen die
Doménen bei niedrigen Oberflachendricken runde Formemebmen bei hohen

Obeflachendriicka konnenstreifenférmige Doméanegebildetwerden 7071
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Bei den in dieser Arbeit gezeigten ZwetFarbExperimenten auf der
epifluoreszenmikroskopischerrilmwaagewvurde neben dem bereits erwahnten Rhodamin
DHPE der Fluoreszenzfarbstoff Al&8&8 verwendet. Dieses RhodamiDerivat, als
Succinidylesterwurde an das Protein vorab konjugiert und ein entsprechender Anteil des
nativen Proteins gegen das Konjugat sublimidie Kombination von Alexa 488nd
RhodaminB-DHPE beruht auf der Uberlappung der Absorptiansl Immisionsbande des
RhodaminsdDHPEIm Bereich von Alexa 48®Bn blauen KanalAlexa 488: ~490 /518m
AnregunggEmissionsmaximuns; RheB-DHPE: D560/580nm Anregungs
/Emissionsmaximur). Diese Uberlapmg, die normalerweise als negativ angesehen wird,
ermdglicht in diesen Experimenten die Lokalisierung der gelabelten Proteine innerhalb der
Monoschicht. Dies ist notwendig, da Lihtbnolayer keine starren Systeme sind und eine

kontinuierliche Bewegung déslms innerhalb der Aufnahme stattfindet.

2.4. Dynamische Lichtstreuung

Die Dynamische Lichtstreuung (DLS) stellt ein frolasives und schnelles Verfahren zur
Bestimmung der GroRRe von Partikeln in einer Probe im Bereich von weniger als einem
Nanometer biszu mehreren Mikrometern dar. Die Messung der Geschwindigkeit der
Brownschen Molekularbewegung von Partikeln bildet die Grundlage fiur diese Analyse. Die
Brownsche Bewegung beschreibt die ungerichtete Bewegung von kleinen Partikeln in einer
Losung und resultrt aus Kollisionen mit Losungsmittelmolekilen. Dabei weisen kleine
Partikel eine hohere Diffusionsgeschwindigkeit auf als groRe Partikel. quantitative
Messung der Geschwindigkeit der Brownschen Bewegung erfolgt durch den
Translationsdiffusionskoefienten 0. Die Messung der Diffusionsgeschwindigkeiten erfolgt
mittels DLS durch die Beleuchtung (Laser) von Partikeln in einer DispddstoRartikel
streuen einen Teil des Laserlichtes und aufgrund der Eigenbewegung der Teilchen fluktuiert
die Intensitat des gestreuten Lichtes mit der Zeit. Die Kumulation vieler detektierter einzelner
dynamischer Lichtstreuungsintensitaten resultiert in einem fluktuierenden Intensitatssignal
(Abbildungl4). Die beobachteten Schwankungen werden durch die Interferenz des von jedem
einzelnen Teilchen gestreuten Lichts verursacht. Es ist zu erwarten, dass sich die Intensitat mit

der Zeit verandern wird, da die Partikel eine &fbn erfahrery47°
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Abbildungl4 Schema der Beziehungen zwischen gemessenen fluktuierenden Intensitatssignalen (lirshemad der
Beziehungen zwischen gemessefiiektuierenden Intensitétssignalen (links)undy G Sy & A G NG &1 2 NNBt I G A 2y & F dz
(rechts) fur groRe und kleine Partikel mit Basislinie C und Steigung B wie in Gleichung 7 véhwendet

Die Geschwindigkeit der Intensitatsfluktuationen ist abhangig von der Diffusionsrate der
Partikel, wobei kleinere Teilcheeine schnellere Diffusion aufweisen und dies zu rapiden
Schwankungen des gestreuten Lichtes fuhrt. Die zeitlichen Abstande zwischen den
Aufnahmen des Lichtstreusign&@+ 1) sind dabei in der Regel sehr gering, da die Messungen
in einem Bereich der Korrelationszditvon Nane oder Mikrosekunden erfolgen. Die so
gewonnenen Momentaufnahmen werden anschlielend miteinander verglichen. Bei
Betrachtung von Momentaufnahmen, dieitich weiter voneinander entfernt sind, nimmt die
Ahnlichkeit oder Korrelation jedoch ab, bis schlieRlich keine Korrelation mehr mit dem
urspringlichen Signdlesteht. Dieser Vorgang wird als Autokorrelation bezeichfzettliche
Entwicklung der IntengitssignaleDie Diffusbnsgeschwindigkeit der Partikel sowie die Dauer
bis zum vollstandigen Verlust des Korrelationssignals sind dabei signifikant korreliert. Die
GrolRe der Partikel hat einen direkten Einfluss auf die Diffusionsgeschwindigkeit sowie die

Dauer bis zum Verlust des Korrelationssignals{ldungl4). Kleine Partikel weisen demnach
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eine schnellere Diffusion auf, was wiederum eine schnellere Korrelatioasafre zur Folge

hat.74’75’77

';'QZ"Y 14
oz“z-z0

Die Erfassung der Grél3eninformationen erfolgt durch Umwandlung der Werte in den
hydrodynamischen Durchmesseé®y unter Anwendung der StokeBinsteinrGleichung
(Gleichungl4).787° Die Variablen Losungsmittelviskosigiind Temperatur'Ysind dabei zu
berucksichtigen, da sie die Diffusionsrate der Partikel beeinflussen. Die gemessene
GroRRenverteilung wird alslensitatsverteilung angezeigt und die Ergebnisse kdnnen unter
Verwendung verschiedener Annahmen in eine Volumeder Zahlengré3enverteilung
umgewandelt werden.Der angegebene hydrodynamische Durchmess@s) (ist der
Durchmesser einer harten Kugel, diét oher gleichen Geschwindigkeit diffundiert wie das zu
messende Partikel oder Molekul. Der Translationsdiffusionskoeffizient ist dabei abhangig von
der GroRRe des Partikelkerns sowie von der Oberflachenstruktur, der Konzentration und der
Art der lonen im Mdium. Sowohl die Ionen im Medium als auch die
Gesamtionenkonzentration koénnen die Partikeldiffusionsgeschwindigkeit beeinflussen,
indem sie die Dicke der elektrischen Doppelschicht &andern. Jede Anderung der
Partikeloberflache, die die Diffusionsgeschwikeity beeinflusst, fihrt zu einer
entsprechenden Anderung der scheinbaren PartikelgréRem Beispiel kann durchied
Proteinkonformation die Art der Partikeloberflache und des Proteins sowie durch die
lonenkonzentration des Mediums beeinflusst werden, wasderum eine Veranderung der
scheinbaren Partikelgrée um einige Nanometer zur Folge haben KaienBreite der
Partikelgréf3enverteilung wird durch den Polydispersitatsindex (PDI) beschrieben. Dieser wird
durch die kumulative Anpassung abgeleitet, wobeineei Abklingkonstante der

Intensitatskorrelationsfunktion berechnet wird-8°
2.5. zetaPotential und elektrophoretische Lichtstreuung

Das elektrische Potenzial ist ein Mal3 daflr, wie viel Energie benétigt wird,neneiezelne
Punktladung aus unendlich gro3er Entfernung zum Teilchen zu bewegen. Dé&oiEzttal
ist ein Mal3 fur die Oberflachenladung und ein Indikator fUr die Stabilitat des einzelnen
Partikels sowie seine Neigung zur Aggregation oder KoagulationistEsls das

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

steigender lonensgirke des umgebenden Mediums ab.

= @
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=] o @ = stemn Layer @
‘ y° 4 @ Slipping plan;
®// =
@ = ®

- Surface potential
Stern potential

T potential

Distance from particle surface

Abbildungl5 Schematische Darstellung der Oberflachenpotentiale eines Paftikels

Das ZetaPotenzial wird in der Regel Uber die elektrophoretische Lichtstreuung ermittelt.
Dabei wird die elektrophoré&tiche Beweglichkeit der sich in einer Losung befindlichen Teilchen
innerhalb eines elektrischen Feldes gemessen. Aus den ermittelten Werten der
elektrophoretischen Mobilitat (UE) kann nach Losen der Gleichung xxx daPdteteial

errechnet werden.

n G2-7=2Olzd 15
o211

Dabei sind’Y die elektrophoretische Mobilitat, die Permittivitat,—das ZetaPotential, p die

Viskositat undOll z ¢ die HenryFunktion mit aldl DebyLange undoals Teilchenradius

Eine moderne Messtechnik zur Bestimmung des -Peti@ntials ist die cmPALS. Sie beruht
grundsatzlich auf der ELS, jedoch wird die Phasenanderungsrate der gemessenen Interferenz

zwischen dem von der Probe gestreuten Licht und dem errechneten modulierten
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Rekrenzstrahl 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 Uberlagert shigse
Doppelmessung ermdoglicht es, proebexder messgeratbezogene Indikatoren in die
Berechnung des Zefdotentials einzubeziehen, z. B. Alterung, mperatur oder

Frequenzanderungp 8294
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3. peripheresMyelinprotein P2

3.1. EinfUhrung

Im folgenden Abschnitt wird das peripfeMyelinprotein 2(PMP2, P2haher beleuchtet,
dabei werden mitted cwEPRSpektroskopieind Filmwaagemethodik die beiden bekannten
physiologischen Funktionewles P2 experimentelbetrachtet Mutationen am P2 sind
nachweislich mitverantwortlich fir Entstehung vonneuronalen Erkrankungen u.ader
CharcotMarie-Tooth (CMT)Krankheitund des GuillairBarré SyndromyGBS) Dabeitreten
diese neurmalen Krankheiten bei eindPunktmutation des P2inher.”% P2 wird in der
Literatur auch Melin-Fatty Acid Binding Prote(iM-FABIP oderFAPB ®&ezeichnetDie Klasse
der FABPs sind-FassTransportproteine, welche fiir den intrazellularen Fettsauretransport
und den Aufbau der Zellmembwamitverantwortlich sind.Um zu verstehen in welchem
Rahmen P2 und neurologische Krankheiten assoziiert sind, missen beide Aufgaben des P2
naher betrachtet werden. Savird in den folgenden Kapiteln zun&chst die Funktion als
fettsaurebindendes ProteinFatty Aall Binding Protein FABP)analysiertund spater die
Funktion der Membranassoziationei der Verbindungvon PNSLipidmembranen inder

Myelinscheide.

3.1.1.neuronale Krankeiten, Chacot-Marie-Tooth Krankheit GuillainrBarre-Syndrom

fur Krankheitenund phanotypische, pathogen&/eranderungenvon Organisien haben
oftmals ihren Ursprung in Mutationen von ProteineBine Mutation von P2vurde in
Kausalitat mit neurnalen Krankeiten wie der der Garcot-Marie-Tooth (QMT) Krankheitoder
dem GuillainBarréSyndoms nachgewieserf®® Die CMT,auch hereditire mtorische
sersible Neurophatie Typ | genanrmst eine durch Gendefekte ausgeldste Neuropathie, die
mit der Demyelnisierung ds peripherenNervensystemginhergeht In deren Folgg&kommt

es zu einer Beeintrachtigung der NervenleitgeschwindigkBie mittlere motorische
Nervenleitgeschwindigkeiidgtje nach Auspragung der CMiiter 38 m/s°6 der anatomische
Normwert liegt bei A-Fasern (nach Eanger/Gasser) bei0-120 m/s% Diese verminderte
Nervereitgeschwindigkeithat motorische als auch sensible Ausfélle Eolge. Die CMT

manifestiert sich.d.R. in den ersten zwei Lebensjalivaen. Sie hat eine Pravalenon 206
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40 auf 100.000Die haufigste Ursachist die Dylikation denPeripheren Myelin Ritein 22
(PMP22-Gen (CMT1A)Die CMT1G (P2ssoziierteCMT) hat eine Pravalenz von 1 zu

1.000.000, trotz deren gerirerer Pravalenz ist sie nicht weniger klinisch relevati§!©

Gonzag® und Motley’ konntenin geretischen Studien zwei flidie CMTLGverantwottliche
Varianten (Mutanten) des P2identifizieren 143N und 32T stehen in bestatigen kaalem
Zusammenhangzur autosomal domimat vererbten CMIG Wie die Ergebnissevon
Gmzagd® zeigen haben dasvorhandenseinvon P2 als auchdie Mutation des P2 einen
groBen Einfluss auf das Nervensystewie es hier in Experimentenmit Zebrdischen
verdeutlicht wird. Abbildung16 zeigt die Aufnahmen deNervensgteme von Zebrafischen

und die Aiswirkungen vondhlendem P2 bzwder Zugabeder 143NMutante .

Die Kontroljruppe Abbildung16 A) zeigt geordneteNervensystemeln der Morpholino-
Knockoutdown (ND) Variante(Abbildungl6 B) wurdedas P2Gen unterdriickt Eszeigensich
ein Motorneuronenphanotyp bei dem die Nervenstrdnge nichtlotochord herauswachsen
und die Axone nicht korrekt innervierenln Abbildung 16 C und D wurden den MO
Zebrafischen im Embogtation humanes R&Ben(Wildtyp bzw. 143N/ariante)injiziert. Zwar
konnte diese Genjektion den Wildtyp-Phanotyp nicht wieddrerstellen, es zgt sich
dennoch das das human@2wtGen-Injektion, bei der Phanotyp Auspragungah an der
Kontrollgruppe ist unddie Gruppe mit 143MGen Injektion weil3te weiterhineine deutliche
Anomalitat der Nervenstrange aufEbenfalls ist ausliesen Studierf® bekannt, dass die
Konzentration degxprimierten P2 im Organismusergleichen zi®PMP22, fir die korrekten

Aufbau der Nervenbahnen essenziel ist.



peripheres Myelinprotein P2 31

Control

pmp2 MO + PMP2 WT pmp2 MO + PMP2 143N

Abbildungl6 laterale Aufnahme des Zebrafischmensystems, A Kontrollgruppe; B Morpholi@auppe(MO-Gruppe) P2
Genunterdruckt; C M®&/ariante und Injektion von humanem wtizen; D: M@&Variante und Injektion von humanem 143N
Ger?s

143N und 152T sind Punktmutationen, welcederung von Aminsauren in der i -
Faltblattfassstruktur aufzeigen. 1434t einenAudausch eines Isoleucigegen ein Asparagin
und bei I52Teinen Austausch volsoleucin gegen Threonin. Obwohl die Mutation nicht an
einer Membranbindungsstelle bzw. an einer fur die Ligandbindung beteiligen Position liegt
noch indirekter Beziehung zu ddiir dieMembranadsorption verantwortlichen BereicHgat

diese Punktmutatiorsignifikante Auswirkungen auf die Funktion das P2 und das Outcome der
CMT.7:%

Als dritte hier aufgefiihrte Variante steht das P38G. Hier wurde Prolin gegen Glycin getauscht,
die Position 38 befindet sich in einem ungeordnet8trukturbereich zwischen de i -
Faltblattfass und dem an der Ligami#ndung involviertenh-helikalen Deckelregion.
Ebenfalls ist die Pdson 38 in groRer Nahe zu der Anionbindsstglle, welche an der
Konformatiorsanderungzur Ligandnaufnahme stark betdigt ist3%19% Bisher gibt es noch
keine Studien die eine Assoziation zwischen P38G und einer neuronalen Kréatbgén
Jedoch erlaubt diese Variante einen Vergleich und Aufschluss auf edieutBng der

Mutationsposition auflie Funktionbzw. Funktionseinschrankung des P2.
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3.1.2. Aufbauund Funktion degeripherenMyelinprotein 2

Nach Abé®ist P2unter anderenfiir den Transport und die asymetrische Verteilungextra-
lintrazellular)des Sphingomeglins (SM)in der Myelinmembranmit verantwortlich, mit dem
Lipid PIP2 zusammerEs regelt die asymmetrische Komertration der 34 auf den
Membranseiten Abet?? zeigt inKnodk-Out- und Ubeexpressionexperimenta die Rolle des
P2. Es wird verdeutlich, das® in derLage ist Mikromilieus aufzubauen wobei sicheine
Abhangigkeizwischen PXonzentration undHaufigkeit der Membranmikrotulbsowie defSM
Asymmetrieergibt.1? Die Erhaltung derAsymmetriegibt einen Hinweis auf die Begriindung
der Doppelfunktion deP2 i) alsFatty Acid Bindung Protei/APB flir den Lipidtransportc ob
noch nicht final geklart ist, wehes der endogene Ligand ddéz2 ist® und ii) die
Membranassoziation an die Myelinmemb@h 93104 Es ist bekanntdass die meisten
Myelinprateine (P2, PO, MBBmit neurologischen Krankheiteassoziier werden kdnnen
jedoch ist aktuell noch wenig Uber die Beziegurwischerdem pathogenen Bild unddem

Protein bekannt:105

P2 gehort zu den amphiphiléfransportprateinen, welche imGCytosol von Wirbeltieren die
Aufgabe des Fettsauretransportes tibernehnt&P2 das zur Familie der BRyehort, steht
hier in einer homtbgen Reihe vonh-Faltblattfassproteinen mit einem Molekulargewicht von
14-15 kDAY’ Aufgrund ihrer amphiphilerEigenschafternsind FAB® wasserloslich und
kénnenhydrophobeMolekile nicht kovalent bineh und transportierert® Es gibtmehrere
Isoforme der FABPdie wahrscheinlichdurch kavergente Evolution analoger Proteine
hervorgegangen sind und duréfnpassung an die jeweiligen Gewebekartpmente sich

dementsprechend starkequerriell unterscheiden unter Beilehaltung der Tertigstruktur.106
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Die Kristdbtruktur von FAPBs bestelaus z2hn antiparalletn i -Stréangen, diein zwei
funfstrangigen -sheetsorganisiert sind. Zusammen bildsie einel -Faltblattfassstruktur mit
einem HelixTurnHelix Motiv.Teile diess Motivesbilden denh -helikalen DeckeP-1%*Erbildet

die Portalregion die vermutlich als Eintritt fir die Ligandendient und zum nneren
hydrophoben Raum der i -FassStruktur fihrt.1® FABPs binden wnd transportieren
grundséatzlich nur einen Ligden''® , auRer FABPLiverFABP, welchesehrere Liganden
binden kanA'! und zu meinst alle gesattiten und ungesattigen langkettigen (ab C13)
Fettsauren''> Am direkten Bindungsprozess innerhalb der Bindungstasche ist das
Kompartimente beteiligt, welches die Amoisauren Arg108, Arg Thy126 und Arg8umfasst

(vgl. Abbildungl9).

Am Bindungsprozess ist ebenfalls danionbindungsstelle beteiligt, die durch die
Amidgruppen des Ruckgrats von Lys37 und Thr56 gehilcsstwelcheaufeinander zuweisen.
Bei einer Wechselwirkung mit der Membranoberflache kénnte die Bindung einer aciemi
Gruppe an diese Regiongine Konformationsanderung induzieren, die fur den
Fettsauretransfer erforderlichist.3%1°1 Méglicherweise gielt der benachbarteProlinrest
(Pro38 eine Rolle dabeidass dieAmide des Ruckgrats aufeinander zuzuweisen und die
Offnung des Deckels regulieréh®t In Anbetracht der moglichen Lgiransfermodi inder
FABPFamilie ¢ diffusiv oder kollisional ¢ ist FABP1 (LebétABF''3 das am besten
charakterisierte FABP mit einem diffusiven Mechanismus. Bei FABPs mit einem berichteten
oder vermuteten Kollisionsmechanismus und einer bekannten dreidimensionaigkti8tist
Pro38 konserviert und didmide desRuckgrats der Reste 37 und 56 sivid bei PZueinander
ausgerichtet Interessanterweise ist Pro38 in FABP1 nicht konserviert undhuliele des

Rickgrats, die die Anionenbindungsstelle in P2 bilden, sind nicht einander zugéwandt

Die zweite Aufgabe der P2 liegt in der MembranbinddegMyelinmembrar®® P2wird in den
Schwangellen in einer groRen Menge exmiert,!'> es interagiert direkt mit dem
Lipiddoppelschicht So sind es z.B. elektrostatisdgifte oder Kréfte hydrophober Gruppen
zwischen denh -helikalen Deckel und den Lipiden der Membedsauch aminische Regionen

in deni -Faltbléttern die fur die Adsorption adie Membran verantwotlich sind3%101.116Dje
physiologische Aufgabe des P2 ist Biedung an dieLipidmembranund das Stapeln zweier
aneinander liegender cytoplasmatischhe Membranbereiche zu einer kompakten
Myelinmembran (Abbildung 18).193117 Ebenfalls zeigt P2 einen direkten Einfluss auf die

Lipidzusammensetzung der Membrand ist in der Lage sich komilieus aufzubauenals
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auch die Asymetrie der SM aufrecht zu erhaltefi? jedoch ist der Grund fiir diesen Einfluss
bisher noch unbekannt® Winter''® publizierte 1982, dass in KnockOut-Mausen, die kein
MPB exprimieren P2die Aufgabe des MBP Ubernimniies zeigt dieVielseitigkeitund

multiple Funktionalitddieses doch rativ kleinen Proteins.

Um an die Myelinmembran zu binden, hat das FM2mbranbindungstellen an seiner
Oberflache ausgebildetind mit positiv gelagnen undoder hydrophoben Aminosauren
besetzt Besonders zu erwdhnersind die an gegenubkegenden Seiten des Protain
befindichenpositiv geladen Regionen, welche fur die Bindung anrdienegativgeladenen
Lipiden besetzte Myelinmembramitverantwortlich sind'°%1%Ruskamé&’* geht davon aus,
dass die Hauptmembranbindung auf dénielikalen Deckel liegt, welcheme hydrophobe
Spitze aus Leu27, Leu32, LBURit einer positiv geladesn Umrandung besitztDie zweite
Bindungsseite des P2 zegithimi -Loopi 5undi 6 bilden Arg88 und Arg78/Lys79//A¢ den
zweiten Anker zur Membranbinduri Dort wechselwirken die Aminosauren ndién positiv
geladen Lipiden deMlembran Wie in Abbildungl8gezeigt sind es PIP (griin) und POPS (rot).
Somit ist das P2 in der Lage die Aufgabe der Membranquerverneteuiigeznehmen und
bei der Bildung einer kompakten MyelinscheidemidglicherKooperation mitdem basischem
Myelinprotein (MPB, dem peripheren Myelinprotein 0 PO und dem peripheren
Myelinprotein 22 (PMB2), zuunterstitzen.

A

3nm

Abbildungl8 A MD-Simulation einer Membranbindungyildtyp (blau), P38G (orangbei der Membranbindung wird Arg
88 Uber PORfpide verankert (rot); roAnionenbindungsstellegriiner Kreis Mutation von P38G,; lila Fettsaligand wird
durch Offnung des8 -helikalenDeckels freigedeen.; B schematisches Model der gitteigen P2Anrodnung in der
Myelinscheide; C: integrale (PO und PR und periphere (P2 und MBP) Membranproteine im kompakten¥R{&hin 39
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3.2. EPRspektroskopische Aalyse der Fettsaurebindung von P2

3.2.1.Einfihrung

Fur den Aufbau und Umbau von Membranen sind Fettsauretranigpende Proteire, (FABP)
von groRer Bedeutun§?1041% |hre Aufgabebesteht u.a. darin, Fettsauren aus dem
endoplasmatischerRetikulum(ER) in die jeweigen Kompatimente zutransportieren Da
Fettsauren auch Signalinkioren sein konnerf 120 sollten sieerst anihrem Zielort an das
Zellorganell oder den Rezeptabgegeben werden. In seiner PrimarfunktiwansportiertP2
Fettsaurerf120.121p2 istaktiv am Aufbau der Myelinscheide beteiligt. Wie M@ in ihrer
Simulation zeign, nimmt P2 die Fettsaulaganden innerhallderi -Faltblatt-Fassstruktur auf.
Der Zgang wird Uberinenh-helikalen Deckel2-Helix) gesteuert. Diesd -helikale Deckel
ist ebenfallsan der zweiten Funkin des P2beteiligt ¢ dem Adsorbieren deBroteins an die
Myelinmembrari®! (sieheKapitel3.3.). Fettsaurdigandendie die Portalpassage tiberwunden
haben werdentiber ein mit Wassermolekilen besetztétanalin das Proteimneregeleitet®
dort werden die Fettsdure dber die Ard06, Argl26 und T@28 mittels
Wasserstoffbriickenbinghgen und elektrostatischre Wechselwirkungen (Salzbriicken)
arretiert. Dabeiinteragiert die CarbonkGruppe mit dem Argl26 und Thyl2géd die
Alkoholgruppe mit dem Afd6.1°* Somit befindet sich die Fettsaure mit dem Carbd«ypf
voraus in der ProteirbindungstaschéAbbildungl19). Im geschlosserzustand kommen dann
weitere Aminosauren hinzudie mit dem Liganden in Interaktion tretenB. Phe5aus de h -
helikalen DeckelregionUm eine EPRRnalyse dieses Proteins zu ermdglicten, war es
strategisch sinnvolEPRaktive Fettsaurenals ModellLigandenzu verwenden. Fudie
vorliegende Arbeit wurdedie 5-Doxylstearinsdure (§SAund de 16-Doxylstearinsaure (16
DSAyerwendet. Das®SA tragt die Doxylgrupa der Position 5 der Alkgette in der Nahe
der Carboxylgruppeind erméglicht somit einen Blick in digefe da Bindungstaschenter
der Annahme einer ahnlicimeKonformation der ModelLiganden zur nativen FettsaurBas
16-DSA tragt die Doxyruppe an der Posgion 16 somitam aliphatischen Endstiick des
Liganden und ermdglicheine Betrachtungder h -helikalen Dekelregion.Im Folgenderwird
zunachst ein Einblick in die Bindungschaegktika bei 37°C gegeben, anschlief@eerfolgt
die genauere Betrachtundes Bindungsmodus mittels spektraler Simulationd schlief3lich

die Untersuchling innerhalb vorTremperaturreihe.
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Abbildungl9 links:Konformationsunterschiede bei Reariation P38G mit und ale Ligand; grau: P38G mit Ligand
hellblau/blau ohne LigangP rechts: Ausrichtung der Carbolgyuppeder Fettsaurém P2. Verdeutlichung der
Wechselwirkung der Carbdgyuppe mit Arg126 und Tyr 128, als auch die Wechselwirkung\asser10 und Arg10&
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Abbildung20links Strukturformel von®SA und 14®SA; rechts.-Band EPR Spektrum von reiner®SA (blau), 2®SA
(rot)

Die cwEPR Spektren von isotrop, schnell rotiefen DSAMolekiilen zeigendie typischen
Charakteristila von Nitroxid-RadikalenNOx Radikalehauf. Mit ‘@*N)=1und Spini -

ergibt sich einDrei-LinienSpektrum (Abbildung20). Clarakteristisch fur die Spektren von
DSAMolekulen ist der leicht kleinere high field Peak. Dies begriindetsich aus der
Raationshemnung senkrecht zalen aliphatischerKetten. Die Rotationentlang der Kette,
mit dieser als Rotationsachse, ist nur schwach geheomd verlauft relativ schnelfenkrecht
zur Kette orientierte Rotationsachsen zeigeraufgrund der Molekulsterik deutlich

gehemmtere Rotationen.
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3.2.2.Qualitative Analyse decontinuoswave EPRSpektren

Fur die Messung der Affinéit des P2 Wildtyp und seiner Mutantengegerniber 5-
Doxylstearinsdure5(DSAund 16 DSA wurdein cwEPR XBand Spektrometer verwendet, die
Kapllarraumtemperatur betrug wahrend der Messung 37AQs spektroskopchen Grinden
wurde de Konzentration derSnde (5/16-DSA)bei 20uM konstant gehalten und die
Konzentration des Proteins wurde von 10 uM bis 200gavliert. Das daraus resultiereie
Ligandzu-ProteinVerhaltnis der Probemerandertsichsomit schrittweise wn 1zu0,5 auf 1
zu 10. Abbildung21 und Abbildung22 zeigen im Vergleich ziAbbildung20 den Einfluss der

Proteins auf die Rotationsdynamik der ERéhde.

Das Spktrum ausAbbildung20 zeigt ein fir DSMolekile typischexwEPRSpektrum mit
hoher Rotationsgeschwindigkeit und frei im Rawotierenden EPRSonda in Losung. Es
besteht ausscharf abgegrerien Low, Middle- und HighFieldPeak In Abbildung21 und
Abbildung22 sind nun dies Sonden im jewiligen Verhaltnizum PZyemischt wordenwobei

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

P2xx 200 pM 5DSA 20 pM by 37°C

( —P2wt

—P2I143N
P2152T

signal / a.u.

-0.2 -

-0.4 -

-0.6 -

-0.8 -

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

Abbildung21 cwEPR Messung bei 37°eBahd FrequenzeR2Varianten200uMmit 5-DSA20 uM

Dies kann anhand der nachiskch langsameren Rotation dedXsAMolekile, 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 Bdtrag de gebunden& Komponente mit steigender

Proteinkonzentratiorg Abbildung21zuAbbildung?2 (folglich Lignd-ProteinVerhaltnis) zu.
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Dieses Verhalten ist bei alle P2Varianten, wenn auch unterschidigh stark aisgepragtzu
sehen Die Annahme der langsamer rotierengegebunden Komponente wirdebenfalls
anhand derLinienverbreitungdes Spektrumsleutlich. Sie kann, wie bei Reichenwalitér
beschrieben, als Indikiar fir eine Rotatationsveéinderung/Rotationshemmung der EPR

Sonde interpretiert werden.

Die DSAVolekiile befinden sichan oder innerhalb der -Fassstrukturund treten, wie oben
beschriebenunter anderemuber Wasserstoffbriickenbinduran und van derWaalsKréafte
mit dem Protein ininteraktion. Diegeduziertdie Rotatiorsdynamikder Sonderdeutlich Ene
genauereBetractiung des Bindungsmodus lasst sich Uber die Simulation der spektralen
Komponentenrerzielen De Aufteilungund die Art der Bindungsmodverdenim Folgenden

beschrieben.

P2xx 100 uM 5DSA 20 uM by 37°C

—P2wt

—P2I43N
P2152T

—P2P38G

signal / a.u.
S o o o o
N o N) iN o o

N
~

e
o

o
™

331 332 333 334 335 336 337 338 339 340

Abbildung22 cwEPR Spektruimei 37°C XBandFrequenzerP2Varianten 200uM mit DSA 20 uM
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P2 I52T 200uM 5DSA 20pM P2 I52T with 20 uM 5-DSA

T T T T T T T
/\/ 0 uM P2 152T
10 uM P2 152T
12 uM P2 152T
14 pM P2 152T
333 334 335 336 337 338 339 340 341 342 20 M P2 152T
B/mT
. o [
— JH//)%__
200 pM P2 1527
333 334 335 336 337 338 339 340 341 342
B/mT
1 1 1 1 1 1 Il 1 Il Il

333 334 335 336 337 338 339 340 341 342
B/mT

Abbildung23 Simulationen der cwEPRessungX-Band) oben linksGegenuberstellung von Messung (blau) und Simulatior
(rot) bei 200 uM P2 152T und 20 pMDBA, links unten: Darstellung der spektralen Komponenten der Simulation, rot: freie
Komponente, blau: intermediare Komponente; griin: fest gebundene Komponente; r&dgsniberstellung von Messung
(blau) und Simulation (rot) P2 I52T Konzentrationsserie und 20-8/5

3.2.3.Quantitative Analyse der spektralen Bindungsmodi des P2

Um die Spektren quantitativ zu analyser wurden cwEPR-Smulationen unterZuhilfenahme
des ProgrammedMatlab samt derEasyspifT oolboxdurchgefiihrt.Diese ergben, dass ds
Spektrum der am Protein gebundenen Sondewus zwei bzw. diesich Uberlagernden
Spektrakomponenten besteht, welche b unterschiedlichen Rotationskorrelationstan _c,
A-Tensorenbzw. a-Werten und Heisenlerg-Austauschfrequenzerbeschrieben werden
kann Im mlgenden wird kurz auf die Unterschiede desgpektralen Komponenten
eingegangen. Nach Reichenwalliféwird angenommen, dassichdie Raationsdynamilkder
EPRaktiven Fettéure bei nteraktion mit Proteinen indirkt proportional zur Stéke der
intermolekularen Wechselwirkungzwischen der Fettsdure und eeProtein verhalt Daher
reprasentierendie fpektralen Komponenten die Bindungszustande defettsduresonde.
Hohere Rtationskorrdationszeiten signalisieren einemngere Ligandendynamilknd somit

eine hohere LiganéProteininteraktion. Die Spektrakomponenten in frei, ntermediar
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gebunden und stark gebundenLigandeninterpretiert werden. Vergleichbares wurden

bereitsvonJunk und Fourniéf*?4durchgefihrt.

—1.component
—2.component

| ‘ 3.component
“ \ ——4.component

Frei

Intermediar |

/\ Intermediar I

Stark

333 334 335 336 337 338 339 340 341 342
B/mT

Abbildung24 Links Abbildung der spektralaimulierten Komponenteim XBand Frequenzbereiciot freie Komponente,
blau intermediér I, turkis Intermediar I, gridtark gebundené&omponente Rechts: Isotrope

Hyperfeinkopplungskonstanten, Rotationskorrelationszeiten und Austauschfrequenzen deoi@mtgn

Frei: beschreibt diefreie Spektrallbmponente,welche in diesem Fall die im Raum sich frei
bewegenda 5-bzw. 16-DSAMolekiile sind Diese Moleldle spiren kaum bis keinen Einfluss
des Proteins undonnen sich somit isotrop undchnell rotieren(vgl. 5-DSA Spektremn
LésungAbbildung20).

Intermediér I: beschreibt @ Spektralkomponente bei der man von intermediar

angebunderm (attached 5-DSAsprechen kan.'?> Die 5-DSA Molekile sind in direkte
Wechselwirkung mit dem Protein, registrieren die geanderten raumlichen und
hydrostatischen Egenschaften. Es $t zu vermuten, dass diese Molekilsich in der

Portalregiondes Proteinsnahe derh -helikalen Deckels, aufhalten

Intermediar It ist wie intermedidr | einespektrale Kompoente der Molekile in der
Portalregiondes Proteinsnit ahnlicher Rotationsdynamik und Polaritaflerdngsliegendie

Werte des Heisenbergffektesbei 4 MHz stattbei 2,7 MHz. Dies ist eirHinweis auf eine
veranderte Protakgion der P2 Ein hoheer Heisenbereeffekt besdireibt einen groReren

SpinSpinAustausch, welcher nur zustande kommt, wenn die DS/AlNIE ndhermneinarder
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liegen und sich dié-Orbitale der NOsRadikale Uberlappen kdnnen. Diese raumlidtae

kénnte durch eine vereng bzw. adersgeformte Portalregion induziert werden.

Sark: Diee spektrale Komponententsteht durchDSAMolekiile, welche sich in starker,
nicht-kovalenter Wechselwirkungmit dem Protein befinden vermutlich im Inneren der
Fassstruktur Die Roation ist deutlichverlangsamigegentuberder intermedéaren und fréen
Spektralkomponente Wie in Majava fur Fettsduren beschriebeist das5-DSA Molekil
hochstwahrscheinlichn der Bindungstaschalleing lokalisiert, wdurch lein Heisenberg
Effektauftreten sollte.Deras-Wert dient als Sensor fur didydrophiliein der Umgebung der
Sonde'%*® (Kapitel:2.1.1). Diese sindden Werten derintermediaren Spektralkomponenten
ahnlich.Dies sprichebenfalls fur eine Bindung abzw.im Protein DieBindungstaschest mit
Wassermolekiile geftu#t?® wodurch dieais-Werte denen vorb-DSAIm wassrgen Medium
ahneln.Wassefreie Bindungstaschen wurdeier zu deutlichreduzierterenaisc-Werten der
DSAMolekule fuhren.Die Darstellung der Tens@verte und Grundlagen der Simulationen
sind im Anhang ersichtlichZusammenfassend lasst sich feststellergssd zwar alle
identifizierten Bindungsmodi prinzipiell in den untersuchten Varianten vorkommen, jedoch
nicht in jedem System (Protein, Temperatur, Lig&ndteinVerhaltnis) gleichermal3en
sichtbar sind. Dies kann auf Uberlagerungseffekte oder konzentsshringige
Unterschiede zurlckzufihren seidedochunterscheidensich die P2/ariantendeutlichin

Ihrer Affinitat bzw.lhrer Dynamik von intermediar zstark gebunden

Beispielsweisést bei denP2 Varianten 152Tind P38G bereits bei 37°C dsearkgebundene
Spektralkomponente sichtbar, wahrend deebei dem Wildtyp und der Varnte 143N ersbei
héheren Temperaturen (siehe Temperaturkapjt@bbildung25) erkenrbar wird. Bei Wildtyp

und 143N dominierenmh Temperaturbereich von 37@leinigdie freie und dieintermedi&e
SpektralkomponenteDieslasst sich als htéhere Affinitat des Variante 152T und P38G zur
Fettsdure interpretieren.Im Abschnitt zur Bindungseneng wird dieser Umstand aus

energetischer Sicldeutlicher.
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Abbildung25 Darstellung der gebundenen spektralenrponenten der P2(Wildtyp und Varianten)blaue Dreiecke
symbolisieren diégntermedidre Komponente, te Rauten diestark gebunderSpektralkomponente. Die schraffierten

Flache entsprechen der summierten Prozentwerdn gebundene5-DSA

Die Abbildung25 zeigtdie Gewichtung deeinzelnenBindungsmodi und den Gesamtanteil an
gebundenen DSAMolekilen an. So hat der Wildtyp keine messbastark gebundene
Spektralkomponente, jedoch zwei Intermediaraeimediér | und Intermediar lintermediar

Il ist erst abeiner Ligandnkonzentration von 10QuM zu simulieren, digentspricht einem
Protein/LigandVerhalnis von 1 zib. Einestark gebundené&omponente isbei 37°C nicht
auszuschlieRengetektierbar ist sie jedoch erst ab einer Temperatur von °@D(siehe
TemperaturkapiteKap3.2.4). Esist durchaus mdglich, dasdie Wechsel des Bindungsmodus
zwische starkund intermediargebunder®m Zustand schneller ablaufen, als es mithilfe des
verwendeten XBandEPRSpektrometers zeitaufgelost detektierbar iEs kann angenommen
werden, das der WIdtyp die physiologische Kéormation und Ligandnaffinitat

wiederspiegelt
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143N hat ebenfalls wieder Wildtyp keme stark gebundae Spektralkomponentgedoch ist bei
37°Causschlieflicldie IntermediareSpektralkomponentél erkenntlich Dies deutet auf eine
veranderte Portalregion hin, welche die-BSAMolekul beim Durchtritt ndher an einander
bringt. Diese Nahe spiegedich in einem messbaramd simulierbarenhéheren Heisenberg

Effekt wieder.

Die P2 Varianten I52T uRB8Gzeigen bereits bei geringen Ligamitonzentationen (152T
ab 20uM; P38G 10uM) eirsg¢ark gebunden&omponente, dies ist eidinweis auf eine bereits

hohe Affinitéat zum Ligandelmei physiologischen Temperaturen

Um einevollstandigeres und energetisch8dd Uber die Bindungsgenschaftervon P2 mit
5/16-DSAMolekil zu erhalten, werdenofgend die Dissoziationskonstanteo und die
freiwerdenden GibbsEnergi@ nG der Bindungsprozesse genauer analysiert, welche aus den
zuvor simulierten Komponentenanteilen berechnet wurden.

Tabellel Darstellung der Bindungsenergien des P2 und Variaritezine stark gebundene Kompamie, hier Wechsel vio
Intermediarl zu Intermediar |IKp 7(fit) Werte aus HilFits siehe AnhangnG=rfreie GibbsEnergievon Frei zu
Totalgdbunden,nGesfreie GibbsEnergie von Frei zu Starkgebundp@x, freie GibbsEnergie von Frei zu Intermediér

gebundennG.sfreie GibbsEnergie von Intermediar zu Starkgebund€rs freie Komponente, | = Intermediér, S = Stark

gebunden, T = Total gebunden<B +)| 20/50/100 uM Konzentration des Ligand&#;

1527 P38G
5DSA 16DSA 5DSA 16DSA
12,78 50,02 |

143N
5DSA 16DSA | 5-DSA  16-DSA °
' ' 5791 |

Die Rangfolge der Bidungsaffinitit anhand deberechneten Kt 100ums-Dsa zeigt P38G>
Wildtyp > 143N > I152T. Diese deckt sich mit mieexergonischen Energietransfer dggs bei
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Bindung des 5/16 DSA an die Proteildie bereitsdargestellthat P38G hier de gréfden
Anteil an stark gebundeneSpektralkomponerg und den hdheren Anteil an gastem
gebunderen Liganen. Darauskannfur P38CGdie starlste Gesamtaffinitazum DSAbgeleite
werden In diese Untersuchungvurdedie Thermodynamik zwischen den Bindungszustanden
betrachtet. Die Bindung vonFreizu Intermediarscheint stark exergonischen Charakter zu
haben und hatkinen erheblichen Anteil an deGesamtbindungsenergidie ist ebenfalls
exergonisch, jedoch bei hdheren ProtdilgandVerhaltnissen weniger ausgepragt. Die
Summe der Bindungsubergangen Frei zu Totalgebundenzeigt folglich niedrigere nG-
Werte. Der Ubergang$ liegt energtisch am Rand zwischen exerggeh undendergonisch
undist bei 37°C flr die gewahlten Konzentratienalsendergmischzu betrachtenSomit ist

der Ubergang vonder intermediaren Bindung zur stark gebundenBindung bei
Korpertemperatur thermodynamisch nicht begunstigt und sollte nicht spordenlgen.
Jedoch ware der Ubergang-l Sexergonisch. Diese Beobachtung unterstreicht die
angenommene Rolle dentermediar gebundean 5/16 DSAwelchesmdglicherweise einen
aktiven Ubergangzustand widerspiegelt. Der Ubergang vom stark gebumdzom
intermediaren Zustand kandadurchl f & a! { G A @A S NRktaylplesbéséhéiebdnA I Y R
werden1?® Daher ware eine niedrigerEnergiebarrierébei optimalerArbeitdemperatur des

Proteinsals mdglich zu erachten.

3.2.4. Temperatureihe

Abbildung26 X-Band cwEPR Messung im Temperaturbereich v@bid°90°C, dargestellt in 10 K Abstand von P38G 200uM
und 5DSA 20uM;
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Die im vorherigen Kapitenalysierten cwERRpektren bei 37°C zeigten das Verhalten der
Protein/LigandSysteme im physiologischen Temperaturbereich des menschlichen
Organismus Im folgenden Kapitel wird die Betrachtung durch Messungeneinem
Temperaturbereictvon 0°C bi®0 °Cerweitert. Untersuchungndes Bindungsverhaltens und
der Interaktionsdynamik abseits der physiologischen Temperatonnén weitere
Informationen Uber die Thermodynamik déBindungsprozessgeben. Die Bindung von
Fettsaduren unterliegeiner starkenTemperatirabhangigkeit, wie es iAbbildung26, in der
Temperaturreihe der Variante P38G undDSAzu sehenist. Die weiterenTemperaturreihen
und Temperaturreihensnulationen der verschiedenen Systengnd m Anhangdargestellt

Die Simulatioen und die daras abgeleiteten Bindungskurveim Abbildung27 liefern ein
vollstéandigeres Bildiber die Ligandenbindung von @ bis 90°C. Die Temperaturreihen
wurden in der Messserie zwar bel5 °C begonnerjedoch zeigte sich abgesem&on der
LigandenoRemobilisierungim Zugedes Auftauprozesss keine signifikante Differenzierung
zwischen da P2 Varianten. Aleiner Temperdaur von 5 °C, mit vollstdndig aufgetauten
Komponentendifferenzieen sich die VariantenApbildung27). Soist die stark gebundes
Komponente in I152T ergtirca 30°C erkenntlich wohingegenP38Gbereits bei 37 °Ceine
deutliche Auspréagng der stark gebunden Spekkkamponente aufveist

Eberfalls zeigt es sich in denMessungen deiP2Varianten, dass ebei einer bestimmten
Temperaturzu einem Wechsel delominierenden Bindungsmodk®mmt,bei 60°C fur P38G
und bei 50°C furl43N undI52T. Es kann dort zeiner Denaturierung der Proteine konam
oder zu einer Dimerisierung der DSAnde Messung bei 37°C nach Abschluss der
Temperaturreihe,zeigenkein messbares Signal meauf, dass davon auszugehen ist, dass

spatesen bei 90°C die Proteine samt Liganden vollstandig deretusind.

Die Temperaturanalyse zeigt deutlich, dass die -VB&anten unterschiedliche
Bindungsverhalten in Abh&ngigkeit von Temperatur und Konzentration aufweisen. Zudem
wird ersichtlich, dass das Bindungsoptimum offenbar an die physiologische Kérpertemperatur

0 0°C) angepasst ist. Inshesondere beim Wildtyp sind die Binduggeie in Tabellel
dargestelltq zwar energetisch negative Werte, jedoch nur moderasgepragt, wahrend der
dominante Bindungsmodus intermediar bleibt. Dies unterstitzt die Annahmejmassldtyp

0SA o1 ¢/ RAS . AyRdzy3 stirbgeru@ist,yh eibeNKiér@dey dzy R
Ligandenzu gewahrleisten, gleichzeitig jedoch schitvagenug, um eine kontrollierte

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

beeintrachtigen kénnte

AR I e PRSI
zEeo. 11 . emedar | = R o Inemedts
t De S ) 5 " Toasons

N §§ | b 40
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Abbildung27 Bindungskurveer Temperatureihen von P2; Darstellung der spektralen Komponenten aus den ewEPR
Simulationen von 0°C bis 90°C; P2 Variante je 200 {D&/5je QuM; Signalverlust der EPfonde Wildtyp: 90 °C; 143N:
60°C; 152T: 70 °C; P38G: 90 °C

3.2.5.Interpretation der EPRErgebnisse in Korrelation zur Mutation des P2
P2 Wildtyp

Der Wildtyp zeigtier die physiologischen Noraivarianteauf, welchedie Auswertung der
Daten der simulierten Spektren mittels Hillots ergab Fur den angefitteterKiso-Werti)

wurden hierbei 11,87 uM ermittelt. Der Wildtyp besitzt keinestark gebundene
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Spektralkomponente bei 37 @uch &seits der physiologischeFemperatur von 37C ist bei

dem Wildtyp, anders als bei den Varianten, kestark gebundeneSpektralkomponente
simulierbar Erst bei hoheren Protethigandverhaltnissen (att00 puMzu20 uM) ist die zweite
Intermediare Spektralkomponentgie Intermediérll erkennbaydie auch bei Temperaturen
abseits der physiologischen erkennbar bleibiese gleich der Hauptspezies del43N-
Variation.Dies kdnnte ein Hinweis auf eine veranderte Portalregion sein, die die Liganden zu
einer groBeren Nahe zu ander zwingt. Das Auftreten der alleinigen Intermediaren
Spektralkomponente bei 37 °C und die im Mittelbereich des Vergldiependen K- und
Bindungsenergiewerte weisen auf die physiologische Funktion des PRidiRettsdurerbei

37 °Csind intermediar gebundennd die Bindung ist grundsatzlich exergonisch, jedoch bei
mittleren Bindungsenergiewerte Dies stiutzt didussage der Transportfunktion der Proteine,
hierbei ist eineausreichende Bindung der Fettsdure den Transport essenziell, wahrend eine

Freisetzung ds Ligande am Zielkompartiment dennoch méglich bleibt.
143N

Die l143NVariation weist eine Punktmutationin Position 43 de Aminosauresquenz auf
wobei ein Isoleucin gegen ein Asparaginausgetauschtwurde. Die Mutation ist in der
gefalteten Strukturim Bereich dei -Faltblattfasses lokalisiert. Dabist die Seitenkette der
ausgetauschterminosdureAsparagin zur aul3eren Lésungsmittelphase hin orientiert und ist
vermutlich nicht direkt an Interaktionen im Zuge der Ligandenbindung betéifift12”
Sowohl dieKgso-Werte als auch die Bindungsenergigegenim gleichenBereichwie beim
Wildtyp bei 5DSA als auch bei IBSA. Ebenfalls gibt es bei den°8 Messungen innerhalb
der Konzentrationsreihe keine erkennbastark gebundeneSpektrdkomponente. Jedoch
ergeben sichzwei deutliche Unterschiede, so ibei 143N nur die Spektralkomponente
Intermediare Ilzu simulieren was auf eine veranderte oRalregion hindeutet. Diese
verénderte Portalregion konnte bereits bei 37 °C die Ligandemagrol3ereNéhebringen
diese zeigt sich mit héheren Heisenberdustauschfrequenzenals auch einer
eingeschrankteren RotationsdynamiBiese Effekt zeigt sich, anders als im Wildtyp, bereits
bei niedrigeren ProterLigand-VerhaltnissenEbenfalls isDie Zunahmeantotal gebundenen
Molekilen beim 143N gegentber de Wildtyp differenziert. Bei hohen Proteihigand
Verhéaltnissenst der Wert an total gebundenen Ligandbaider Proteine vergleichbar, bei
niedriger ProteiALigandVerhaltnissen (25uM zu 20M) sindbei 143Nnur 33% DSA gebunden
(vgl. Wildtyp 60%), ab einem Verhaltnis von 33/20 nahern sich die Werte auf 73 % (143N) zu
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71 % (Wildtyp) an. DarumerischeKs-Wert bei 20uM ist mit 29,64 uM ebenfalls deutlich
héher beim Wildtypmit 5,42 uM. Dies &gt bei 143Neine verringerte Ligarehaffinitat bei
niedrigeren ProteinLigandVerhaltnissen aufDies kann sih hier die erste Ursache fur das
pathologischeKrankheitsbildsein Ein weiterer Unterschied bildetead Verhalten aul3erhalb

der physiologischememperatur von 37°C ab, so ist bei der Variation 143N ab einer Temperatur
von 50°C diestark gebundeneKomponentestark ausgepragt, wahrend diatermediare
Sektralkomponete auf fast 0% absinkt. MAglichweise kommt es bei dieser Temperatur zur
Denaturieung des Proteins und dat zu einer Aggregatbildung o.&die zu reduzierter

Rotationskorrelationszeit, trotz erhdhter Temperattiihrt.
152T

Die Variation 152T tragt die Punktmutation an Position 52, bei derAiiséausclvonlisoleucin
gegen Threonin vgenommen wurde. Diese Mutation ist wie beim 143N in der
Faltblattregion lokalisiert und istbenfallsnicht direkt an den Wechselwirkungen mit dem
Liganden beteiligt®1°1.12Die kiso Werte bei 5DSAmit der I52FMutante sind vergleichbazu
den Wertenbei [43N undbeim Wildtyp zu sehen, auch die Bindungsenergie ist auf einem
vergleichbaren Wert. Die jkNerte bei 16DSA sind jedoch deutlich héheras mit einer
niedrigelen Bndungsaffinitat einhergeht. In den Simulationen debD5SARadikalsonde zeigt
sich, dass 152T bereits bei geringen Proteinkonzentrationen aitagk gebundene
Spektralkomponerd aufzeigt. 52T bindet somit den Ligandem ¥ S Zal$ §eNWildtyp. Da die
16-DSA Simulationebei 37°Ckeinestark gebundené&pektralkomponentergaben kbnnen
diese Messungen keine weiteren Erkenntnisse lieféddei den Messungemit 5-DSA
aulRerhalb der physiologischen Temperatur zeigt sich bei den @etysen um 50°C e
Umkehrung der dominieren spektralen Komponent&i den Temperatien unterhalb von
50°C dommiert die ntermediare Komponente, den hdheren Temperaturen diark

gebundene

P38G

Die Variation P38G tragt die Punktmutation aniBos 38, bei der ein Austausch dBsolins
gegen ein Gcinvorgenommen wurde. In der gefalteten Proteinstruktur lokalisiert sich die
Mutation in einer rigidenungefaltetenRegion zwischeh-Faltblattfass und derh-helikalen

Deckel des PDaherwar urspringlich nicht davon amsgehen dass ein messbarer Einfluss
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der Punktmutation auf das Bindungsverhaltansehen ware. Jedoch zeigt sich deutlich, dass
P38G (siehe Abbildung 25) schon bei geringen Proteihigand Verhaltnissen einstark
gebundene Spektralkomponengisbildet undwie in Tabellel dargestellt, den kleinsten Kd
Wert im Variantervergleich aufweis Dies deutet auf eine deutlich hohere Affinitat zum
Liganden 5/16DSA hin und daradass die Liganden starker im aktiven @em gebunden

sind.

Die Mutation ist vergleichbar mit deFABP4soform, hier ist ebenfalls diegide Region um
die Position 38 different, wodurch es zu einer verandertPositionierung der
Anionenbindungsstelle komni®19%113p38G vermag zwar nicht mehrere Ligandea FAPB1
zu bindeng was sich in deutlich erhéhten Heisenbekgstauschfrequenzeaufzeigen wirde,

dennoch hat P38G eine hohe AffiniitmLiganden.

Dies wurde ebenfalls eine Begrindufigr eine pathogene Auswirkung dieser Variante
sprechen. P38G kardurch seine bhe Affinitdt und die im VergleiahegativerennG-Werte

in derstark gebundene Komponente den Ligandn mdglicherweise nicheffizientam Zielort
abgebenDenktman diese Argumentation wielr und geht davon aus, dass die Freigabe des
Liganda am Zielort nueinenweniger negativeqnG Wert aufweis als die Bindungsenergie
Soaist, hypothetisch betrachtetP38G autheoretischer emergetischer Betrachtung nicht in der

Lage den Liganden am Zielort zu entladen.

3.2.6.Zusammenfassung und Ausblick

Zusanmenfassend haben die Untersuchungen das Modell ddsettsaure
Bindungsmechanismusgn P2 alsVertreter derFAPBs weiter verfeinert. Interessant ist hier
u.a. das Zusammenspigér Bindungsmod deren Anteil an der gesamten Komposition und
die Bindungsenergi zwischen Protein und Ligand. Es zeigte sich, dass bereits
Punktmutationen von Aminosauren, welchach jetzigem Wissensstamicht direkt an der
Bindungvon Fettsduren beteiligt sineéinen deutlichen Einfluss auf den Mechanismus und die
Affinitat der Bndung haben kénnen. So konnten drei Bindungsnsaduliert und sinnvoll im
Zusammenhang des angenommenen Bindungsmechanismus interpretiert wdfderdas
weitere Verstandnis sind Folgeexperimentatig. Hierbei waren in siliedntersuchungen z.B.

DockingExperimente undViD-Simulationenhilfreich. Unter zu Hilfenahme der EPRten
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kénnten die Bindungsmodi genauer analysiert werden, ebenfalls wirden
Bindungsexperimente an bereits an die Membran assoziierten P2 einen weiteren Einblick auf
die natlrliche Bindagscharakteristik eines membranassoziierten Transportproteins geben.
Die nun vorhandenen EHPaten geben einerHinweis auf das Platzangebot und die
Hydrophilie in der Brtalregion und in der Bindungstasche der P2 bei physiologische
Temperatur undin Pufferlosung Zusammen mit den bisherigegdimulationsaten'®* und
Ergebnissen deEryoEM® ergibt sich nun ein vollstandigeres Bilerr Fettsaurebindung durch

P2
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3.3. Messungen an der myelinartigen Monoschicht

3.3.1.Einfuhrung

Die Frage des Zusammenhangs zwischen Variation des RizssehAuswirkungen auf das
Myelin kann neben der Frage des Fettsauretransportes auch als Frage der Membranaffinitét

zum Myelin betrachtet werden.

Diese Frage der Membranaffinitia¢on komplexe Membranensoll nun im Folgendedurch

drei Betrachtungweisen untersucht werden. i) Defaximalelnsertionsdruck (MIBmaximum
insertion presureg der eine Aussage Uber die Membranaffinitdt des Proteins gegenuber der
Monoschichtgibt. ii) Die Synergiedie eine Aussage Uber die pos&iWechselwirkung oder
Abstol3ung der Lip&lzum Proteirgibt und schlief3lichii) die Epifluoreszenmikroskopie,die

als Bildserieeine Aussage Ubedie laterale Organisatiorder Lipidmonoschicht unter

Einflussnahme ddP2aufzeigt.

Um die Myelinmembran zftoplasmatische Seite des menschlichen RIN8ling zu
rekonstruieren (sieheAbbildung 28) wurde die von Inouye & Kirschnéf® beschriebene
Lipidmischung verwendet, ch:PE:PS:PC:SM:PB7:22:19:9:9:4. Die zytoplasmatische
Umgebung wurde mit dem HEPES/NRGifer (10 mM/150 mM) modellied** Die
Kombination aus Puffer und Lipidmix sollte die endogene Lokalisierung des Proteins
reproduzieren. Zumindest ist dies der beste Weg, um Lipidmonoschichten als Modell der
a®wl f AGNGG AY aéStAy yIKSIdzoNAyYy3SY

Es ist bekannt undn der Einfihrung beschreiben, dass P2 generell zwei maogliche
Bindungsstellen fur diénteraktion mit der Membran besitzt. i) die Spitze derh-helikale
Deckelregiorund ii) die Regionen am Loops undi 6 befindich Membranbindungsstellen

(siehe KapiteB.1.2).
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Abbildung28 Chemische Strukturen der typischen menschlichen-PE@branlipide:Schweinelrn L:-h -Phosphatidylcholin
(PC), Schweinehirnhl-Phosphatidylserin (PS), SchweinehimnBhosphatidylethanolamin (PE), Schweinehirn
Sphingomyelin (SM), Rinderlebef {Phosphaidylinositol (P1) und Schafswollcholesterin (ch); R steht furdiipdkette
variabler Zusammensetzungs handelt sich um natirliche Lipide in einer Mischung mit einer durchschnittlichen

Fettsaureverteilung.

3.3.2. Maximaler Insertionsdruck /Maximum Insertion Presure(MIP)

Um die Interaktion zwischen P2 und dem zytoplasmatischen Mygtandes PNS zu
untersuchen wurden Monoschichtexperimente  an Pocke$-LangmuirFilmwaagen
durchgefiihrt®412° Der MIP beschreibt demaximalen Oberflachendruck , an dem das
Protein in die Monoschichtmembran oder auf die Oberflache eingebaut oder adsorbiert

werden kann.
v “ “ 16

5AS &YRSNHzy3 RSN h o CleNdhundd @ &sSRrkticlh yoi dzedt dié p

f AYSIENB (S AabKds/ Fr MIP kann somit mit MIP sa/b berechnet werden,

gl a AAOK | dzaz RSNJ 5 SFMY NG m2dyy BA 2K/S Na L1£10yE/MNIBASOAG Y
dem Schnittpunkt zwischen der Regressionsgeraden undlezisseder MIP fir lipidhaltige
Oberflachen abgelesewerden ¢.B.in Abbildung29 die Werte von P38Galle weiteren
Druckkurven undibgeleiteten Diagramme sind im Anhaagrgestellt).

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

Aquivalenzdruck bezeichnet wird. Dasvine myelin basic prote{tpMBP) hat beispielssise
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einen MIP von 42 mN/t¥° Die Tabelle2 fasst die MIPs und Synergien deg\Varianten
zusammen. Der Wildtyghat mit einem MIP von~ 31 mN/m den héchsten Wert der
untersuchtenVarianten und wird daher als membranaffiner als die émilerenin dieser
Studie getesteteriVarianten angesehen. SF3tudien (Oberflachenplasmonenresonanz) an
immobilisierten, vereinfaden PC:P@/lembranmodellen zeigten dasder Wildtyp im
Vergleich zu anderewarianten die schnellste und vollstandigste Bindung an déenldranen
hat, was sich in der hier gefundenen MReihenfolge widerspiegeln kénnté’ Innerhalb der
Varianten hat das P38G die geringsMembranaffinitat3! gegeniber dem nativen Myehn
Membranmodel(MIP 28,5 mN/m). Bei P38G wurdas starre Prolin durch ein flées Glycin
an einem strukturellen Gelenksegment ersetzt, das mdglicherweise fur die
Konformationsanpassung bei der Membranbindung erforderlicfsishes.1.2). 3°.13L.132zwar
wirde diese hohere Flexibilitat flr eine bessere Bindung an die Membran sprexdigan

die Ergebnisse eine schlechtere Membranaffinitat
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Abbildung29 lineare Regression der Werte aus den Oberflackispartionsmessungen; P38G 200 nM, betischiedenen

initialen Oberflachendriicken.



peripheres Myelinprotein P2 54

Tabelle2 Werte der MIP (lipidhaltige Oberflache) und Synergie WerteR#and seiner Mutantenin Klammern sind die

Konfidenzintervalle (Cl) angegeben

P2

VIRGINGDI 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.Synerge

Die Synergie ist ein weiterer Indikator fur die Aktivitat der Protebrerflachen/Lipid
Grenzflachen, die aus der linearefiRegression der Messungen des Langmuir
Adsorptionsfilmvaage gewonnen werden kann. Sie wird aus der Steigudgr
Regressionsgeraded T im0 abb t “in) (Abbildung 29) abgeleitet und beschreibt die

Wechselwirkungsintensitat zwischen den Lipiden der Monoschicht und dem Protein.
[ 0E Qi Qop 17

Eine positive Synergie deutet auheiattraktive Wechselwirkung hin, wahrend eine negative

Synergie auf einBbstoRungzwischen der Lipidilonoschicht und dem Protein hinweist®

Wie zu erwarten weist die Synergie zwischen den Lipiden und dem WiBtypein den
hochsten Wert auf. Die CMMarianten 143N und I152T haben nur geringflgig ngte
Synergiewerte, was zeigt, dass die Mutation zwar zu einer Affinitadtsdnderung fuhrt, diese
jedoch nur minimal ist und héchstens geringfligig Uber den Fehlermargen der Messung liegt
(Synergien liegen alle bei etwa 0,40). Der Synergiewert fir P38G Gt deutlich niedriger.
Obwohl man immer noch von Synergie sprechen kann, ist dieser positive Effekt sehr gering.
DieP38@adzii A2y f ASIHelidos SODRE ¢ AR PriliS ond Glycin
sind weder ionische noch sehr lipophile Aminosé@isodass ein Lipophilieeffekt als Erklarung
ausgeschlossen werdeidnte. Prolin ist deutlich starrer als Glycin, und daher wirkt sich die
Mutation hochstwahrscheinlich auf die funktionelle Dynamik von P2 aus, wie bereits zuvor
festgestellt wurde®®131:139n einer friiheren Studie wurde in vitro eine erhohte Lipidmembran

Stapelkapazitat von P38G sowie eine erhdhte Dynamik einzelneriP@8&ne insbesondere
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auf der tns-Skala (durch elastische inkoharente Neutronenstreuung, E&d8)itelt.!3 Da

die Synergie bei der P38@ariante viel nBer an Null liegt, ist die Bindung an die
Monoschichten deutlich weniger bevorzugt. Ob das bessere Stapelverhalten der
Lipiddoppelschicht mit der erhéhten Dynamik dehelikalenDecketegionzusammenhangt,

die z. B. die laterale Clusterbildung verringeténnte, bleibt zum jetzigen Zeitpunkt

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

Die Epifluoreszenzmikroskopievurde verwendet, um die laterale Organisation von
myelinartigen Lipidmonoschichten mit und ohrfe2Varianten mit einer Auflosung im
Mikrometerbereich darzustellen. Der Versuchsaufbau enthélt einrEszenzmikroskop, das

Uber denLangmuifTrogeiner Kompressionsfilmwaage montiert ist. Als Fluoreszenzfarbstoff
wurde RheB-DHPE verwendet; dieses Phoaptlylethanolamin hat eine Kopfgruppe, die mit
dem Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin B markiertRétoB-DHPE reichert sich bevorzugt in der
flissig expandierten (LE) Phase an und dient somit der selektiven Kontrastierung dieser hell
erscheinenden Bereicha iden Mikroskopaufnahme#®* Vorversuche zeigt, dass desoB-
DHPEeinen signifikanten Einflusaif das Verhalten der Monoschichat (Abbildung80). Im
Folgenden werden zunachst die Bilder der Messungen des reinen zytoplasmatischen PNS
Lipidgemischs mit 0,05 %&B-DHPE und anschlieRend die Messungen in Gegenwart von P2
gezeigt.

Daruber hinaugeigen die Experimentédei denen zusatzlich auLipidfarbstoffRheB-DHPE
das P2 und seine Varianten mainem weiteren ProteinFarbstoff, dem Alexa488-NHS

markiert wuden, die Lokalisierung de P2 im MonoschicHEnsemble

Fluoreszenzmikroskopie der PNiBidmischung mit und ohne PRZarianten

Lautlnouye & Kirschnéf® enthalt die zytoplasmatische PNy/elinsdicht 37 % Cholesterin.
Dieser hohe Anteil wirkt sich verdichtend auf die Lipidmischund®atfaind beeinflusst die
Bewegungsfreiheit der Phospholigitbhlenwasserstoffketten und damit die Gesamtfluiditat

der Membran. Die Phospholipide in einer solchen Monoschicht habeer@renzflache eine
geringere Oberflache zur Verfigung, was zu einer Verringerung des Freiheitsgrads der

Lipidbewegung fuhrt36:137 Cholesterin unterbricht auch die Kopfgrupp&oepfgruppen
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Wechselwirkungen zwischen Phospholipidéninsgesamt wird daher angenommen, dass
diese Kondensationseffekte die Bilduwvon Lipiddoméanen erleichtern, was zu Domanen
fuhrt, die mit Cholesterin, gesattigten Phospholipiden und Sphingolipiden angereichert sind,
sowie zu Doméanen, die an diesen Molekulen verarmt sind. Die cholesterinreichen Doménen
sind dichter gepackt, neigeru einer geringeren Fluidit&#,33 welche dennoch zur fluiden
geordneten Phase (Lo) gehéremd sind in luoreszenzmikroskapchen Aifnahmen als
dunklere Bereiche zu erkenneAl{bildung30). Aufgrund seiner Molekularstruktur neigt Rho
B-DHPE dazuwsichin diesen b-Phasenkaumund in den Bereichen der {H#hasevermehrt

anzueichemn.

DerPhasentiergangder Monoschichtsystemist druckabhangig. In den Ubergangszustanden
sind mehrere Doméanenmuster mogl€H3138 (Kap. 2.32). Bei niedrigeren
Oberflachendricken treten kreisformige Doméanen atfolgend Streifen oder eckige
Domanen, die eher fur hohere Oberléendriickeinnerhalb der LEPhasetypisch sind® Ab
einem bestimmten Oberflachendruckier bei 42 mN/m, I6st sich die Domanengrenze auf
und die heterogene Monoschicht wandelt sich in eine homadgenoschicht um, welche sich
in der L@&Phase befindet Mikroskopisch ist dies durch da¥erschwinden der
cholesterinreichen Domanamnd zur Bildung einer grauen homogenen Oberflaetséchtlich
(Abbildung 30). Diese homogene Vermischung bleibt trotz einesiteren Duckanstiegs

aufgrund derKompression bestehen, bis die Monoschicht kollabiert.

5SNJ aCft A OpBiding30phails Bdkhigeomneten, cholesterinreichen Doménen und

den niedergeordneten phospholipidreichen Domanen sind keine Einzelbilder. Uber den
gesamten Film hinweg kann man Bereiche beobachten, menlelie Domanen angereichert

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

at FGOKg2N]l & Aad yAOKG NOoSNNI A30KSYyR>X RIF RAS #
Struktur der natiichen Zellmembran inhomogen ist wies beispielweise im 2014
aktualisierten FluidMosaicMembranModell (FMMM) von Nicolsoh oder in der

Veroffentlich von EscriB&im Jahr 2008 beschrieben isAkbildungs) 225
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Abbildung30 Reprasentativeepifluoreszenzmikroskopischékufnahmen des Kompressionsverhaltens der mit 51686
RhoDHPEersetztPNSMyelin-dhnlichen Monoschicht auf einer HERESCIPuffersubphase; 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; GnB&m; H: 40,52 mN/m

MonoschichtExperimente ahmeytrotz Laborbdingungendie Situation einer Doppelschicht

oder sogarin vivo nach. Dieses pseudobiniare Sysem RNHzO{ F 6 KNy 3A3Sa ayY
aSYuYAEZOKSYda RSN OK2f S&aidSNERfviutbe iefeits MilensSiv2 YNY Sy
untersucht3243 Experimente mit TopFlueCholesteol, einem fluoreszenzmarkierten
Cholesteol, stitzten diese Annahme und zeigten, dass Demé&nenuberwiegend mit

Cholesteol angereichert sindWie in Abbildung30 verdeutlicht kommt esab einem circa
Oberflachendruck von ~12 mN/m zu einem Auflésen der Domanestruktur hin zu einem

homogene Bild, welches sich bis zum Kollaps des Eilmasten bleibt

Nach Proteinnhjektion und Inkubation @Abbildung 31) kann einweiterer Effekt auf der

Monoschicht beobachtet werdeh® Die Proteininjektion erfolgte bei angehaltener
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Kompression bei 2N/m. Nach eineinkubationszeifcirca 30Minutenhaben sichaus der

zuvor homogenen Monoschichitelle (RheB-DHPEhaltige) und dunkle Bereicheebildet.

(Abbildung 31) Diese Bereiche sind oft niclgleichmaligin der Ebene verteilt, sondern

3SOf dzZAGSNI 2RSNJ YA G yodeld I fdigekteh SAgrglec @iKdeis A S NI/ «
Aufnahmen2 KyS twH 1IYyYy YIy FtoftSAGSYS RI&a RASA&S
Monoschichtsind, ahnlich wieesfiir bMBP beschrieben wurdeti14°Wie vorherige Studien

zeigen, kannP2 DMPC/DMP®Goppelschichten stapeln sowie dMerteilung der Lipide
beeinflussen und so ein Mikromilieu aufbaul®®171185 A § o INJI dzSy { OKf SA SNX
die geclusterten Proteine die RH®BDHPE Molekile lokal verdrangen und dardie
Fluoreszenzemission an diesen Stellen reduzieren. Da sich diese Aggregate oder Cluster
hauptsachlich an den Grenzewisclen cholesterinreichen undarmen Regionen befinden,

kann davon ausgegangen werden, dass P2 die Grenzflachenspannung auf ahnliche Weise
reduziert, wie dies fir MBPbeobachtet wurde. IiAbbildung31Gsind zwei dunkle Doméanen

an drei Ankerpunkten verbunden. Diese Ankerpunkte konnen im Licht der
Epifluoreszenzmikroskopie als Cluster von P2 identifiziert werden. Frihere Untersuchungen
103.117dje die Bindung von P2 an Vesikel und die Aggregation von Vesikeln sowie die Bildung
von Multilagen durch Zugabe von P2 zu Lipidvesikeln zeigen,tédnsomit durch

Epifluoreszeraufnahmenkomplexer Lipidgemischgestiitzt werden.

Ahnliche Ereignisse wieebdem Wildtyp sindauch bei derVariantenzu beobachter(P38G:
Abbildung32, 143N:Abbildung33, 152T:Abbildung34).
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Abbildung31 Reprasentativeepifluoreszenzmikroskopischéufnahmen des Kompressionsverhaltens der mit 51686
RhoDHPRersetztPNSmyelinartigen Monoschicht auf einer HERESCIPuffersubphase und nach Zugabe von Wileg
bei 20 mN/m und Inkubationjor Proteininjektion:A: 3,9 mN/m; B: 11,5 mN/m; C: 13,5 mN/m; D: 20 mNiach
Proteininjektion und Inkubatio: 22 mN/m FI: ~ 25 mN/mProteininjektion erfolgt bei 20 mN/m, Kompression wurde
angehalten, Druckanstieg erfolgt durch die Adsorption des Pro&feile zeigen Regionen mit verminderter RROHPE
Ct dz2NBail SyT 6 aDNIPEmalyKiCIBsteSMkaufihrghSindR A S | dzF
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Abbildung32 Reprasentativepifluoreszenzmikroskopisché&ufnahmen des Kompressionsverhaltens der-Riy8lin-

ahnlichen Monoschicht, gemischt mit 0/861%RheDHPE auf einer HERE&CIPuffersubphase und nach Zugabe der P2

P38GVariante bei 20 mN/m und Inkubatiowor Proteininjektion:A: 0,6 mN/m; B: 17,19 mN/mmach ProteininjektionG I:

~ 25 mN/m;Proteininjektion erfolgt bei 20 mN/m, Kompression wuitegehalten, Druckanstieg erfolgt durch die

Adsorption des ProteirRfeile zeigen Regionen mit verminderter RROHPEC £ dz2 NB &1 Sy T o6 a DNJIPEza OKf SA S NXK
haltigenCluster zuriickzufihren sinth G, H, | sind auch dunkle Bereiche zu sehen, die Bierdenkette dhneln. Diese

Bereiche sind vermutlich durch Cluster von P38G















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































