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1 Einleitung und Motivation

Lipide und Proteine sind die Hauptkomponenten aus denen alle Zellmembranen
bestehen. Dabei dienen Proteine dazu die vielfdltigen Funktionen einer Zellmembran
wahrzunehmen und Lipide bilden die dazu benétigte Grundstruktur der
Lipiddoppelschichten. Beide Komponenten werden bendtigt, um funktionsfihige
biologische Zellmembranen zu bilden. Je nach Struktur und Funktion interagieren
Membranproteine dabei unterschiedlich mit der Membran und oberflachengebundene
Membranproteine kénnen in intrinsische (hydrophobe Anhaftung) und periphere
(elektrostatische Wechselwirkung oder Wasserstoffbriickenbindung) Proteine eingeteilt
werden. [1]

Eine besondere Art der Membranproteine stellen die intrinsisch ungeordneten Proteine
(intrinsically disordered proteins; |DPs) dar. Diese konnen nach Funktion, Struktur,
Sequenz, Evolution, Eigenschaften und Regulierungen klassifiziert werden (siehe van der
Lee et al. [2] fir detaillierte Informationen). Mit den Jahren hat man sich auf die
allgemeine Bedeutung verstandigt, dass ,intrinsisch ungeordnet” definiert ist als ein
entsprechendes Protein (oder eine Proteinregion), dass biologisch aktiv ist, jedoch als
kollabiertes oder erweitertes, dynamisch mobiles Konformationsensemble existiert,
entweder auf der Ebene der Sekundar- oder Tertiarstruktur [3—5]. Das klassische Struktur-
Funktions-Paradigma impliziert, dass die Proteinsequenz die Struktur definiert, die
wiederum die Funktion bestimmt. IDPs wiederlegen jedoch diese strikte Einteilung der
Proteine, denn ungeordnete Regionen der Proteine, die wahrscheinlich keine definierte
dreidimensionale Struktur bilden, kdnnen ebenfalls eine bestimmte Funktion ausfiihren
[4-9]. Die Konformation von IDPs hangt von deren Umgebung oder von der Assoziation
mit Bindungspartnern ab und spielt eine wichtige Rolle bei Funktionen wie der
Signaltubertragung[10], der Zellsignalisierung[10,11] oder der Chaperonaktivitat[12].

Eines dieser intrinsisch ungeordneten Proteine ist das basische Myelin-Protein (MBP), das
ein grolRer Bestandteil des Myelins im zentralen Nervensystem ist. MBP zeigt fast alle
phdanomenologischen Eigenschaften von IDPs: fuzzy-Protein-Protein-Komplexe[13],
Wechselwirkung mit vielen Interaktionspartnern[14,15], multiple Funktionen
(moonlighting) und cross-talk von Interaktionssegmenten[16], und Stérungen von IDP-
Interaktionsnetzwerken bei Erkrankungen des Menschen[17,18]. Das basische Myelin-
Protein ist von Interesse bei der Erforschung der Aufklarung von demyelinisierenden
Erkrankungen (wie Multiple Sklerose (MS), Neuromyelitis Optica (NMO), akute
demyelinisierende Enzephalomyelitis (ADEM)) [19,20]. Bei Multipler Sklerose, kbnnte es
insbesondere fir das Fortschreiten dieser stark schwachenden, demyelinisierenden
Autoimmunerkrankung relevant sein. MBP wirkt als ,, molekularer Klebstoff” zwischen
zwei gegeniiberliegenden Seiten der Oligodendrozytenmembran und ist hauptsachlich fir
die Verdichtung der Myelinscheide verantwortlich (mehr Informationen sind in Kapitel 2.1



zu finden). Die genaue Reihenfolge der Ereignisse beziglich der Konformation,
Orientierung und Selbstorganisation von MBP auf einer einzelnen Membranoberflache ist
jedoch nicht bekannt.

Wie bereits in mehreren Studien beschrieben, ist die Membran in der Myelinscheide
anfillig fur Anderungen im umgebenden System [21,22]. Anderungen der
biophysikalischen Eigenschaften der Myelinmembran werden als Schllsselfaktoren fir
die Entwicklung demyelinisierender Erkrankungen wie Multiple Sklerose (MS) vermutet.
Die Nahe der Membran zur strukturellen Phaseniibergangsgrenze der Lipide macht sie
anfallig fur geringfliigige lokale Umgebungsveranderungen. Es ist von grolRem Interesse
derartige Bedingungen zu bestimmen, welche die Struktur verdndern, da die Anfalligkeit
der Membrane eine mogliche Ursache fiir die Erkrankung von MS Patienten ist.

Man hofft durch das Verstdandnis der MBP-Lipid-Wechselwirkung Multiple Sklerose besser
zu verstehen. Deshalb wurde in dieser Arbeit der Einfluss von sowohl Cholesterol als auch
von divalenten Metallionen (Zink, Kupfer) auf Lipidmembranmodelle in Abwesenheit und
Prasenz von MBP untersucht. Dazu wurden unter anderem Lipidmonoschichten als
Membranmodell verwendet und deren Kompressionsverhalten an der Luft/Wasser-
Grenzflache in Kombination mit Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Weiterhin wurden
grofRe unilamellare Vesikel als Lipiddoppelschichtmodell hergestellt und mittels Kryo-
Transmissionselektronenmikroskopie, dynamischer Lichtstreuung, elektrophoretischer
Lichtstreuung und Elektronenspinresonanz-Spektroskopie beleuchtet. Diese Methoden
lieferten Einblicke auf verschiedene Eigenschaften der Vesikel und deren Interaktion mit
MBP. Alle Messtechniken und Basiswissen Gber MBP und die Lipide werden zundchst in
den Grundlagenkapiteln erldutert. AnschlieRend werden die Ergebnisse und
dazugehorigen Diskussionen dargestellt.



2 Theoretische Grundlagen

Im Folgenden werden die Eigenschaften von basischem Myelin-Protein und die
allgemeinen Grundlagen von Lipiden beschrieben. Anschlieend werden die Beziehungen
zwischen MBP, Lipiden und divalenten Metallionen dargestellt und eine Einflihrung in die
verwendeten Methoden gegeben.

2.1 Das basische Myelin-Protein

Myelin ist ein lipidreiches, multilamellares Konstrukt von Membranprozessen, die sich von
Oligodendrozyten bis Schwann-Zellen erstrecken und bildet eine isolierende Hille um
Nervenaxone im zentralen und peripheren Nervensystem. [23] Die Myelin-Hille
kommuniziert sowohl mit dem darunterliegenden Axon, als auch mit der externen
Umgebung und ermoglicht durch Salzleitungen die schnelle Ubertragung von
Nervenimpulsen. Im zentralen Nervensystem (ZNS), das sich im Gehirn und Riickenmark
befindet, ist hauptsachlich das basische Myelin-Protein (MBP) dafiir verantwortlich, dass
die zytoplasmatischen Oberflachen des multilamellaren, kompakten Myelins verbunden
werden (siehe Abbildung 1 fiir Aminosauresequenz). Neben dem Proteolipid-Protein (PLP)
ist MBP das am haufigsten auftretende Protein im ZNS. [23-25]

10 20 30 40 50
AAQKRPSQRS KYLASASTMD HARHGFLP DTGILDSLG RFFGSDRGAP
60 70 80 90 100
GSGKEDG AARTTHYGSL PQKAQGHRPQ DENPVVHFFK NIVTPRTPPP
110 120 130 140 150
SQGKGRGLSL SRFSWGAEGQ XPGFGYGGRFA SDYKSAHKGL KGHDAQGTLS
160

IFKLGGRDS RSGSPMA

Abbildung 1: Aminosduresequenz von bovinem MBP mit a-helikalen Bereichen (rot, gestrichelt). Histidin: griin, positive
Aminosauren (Lys, Arg): orange, negative Aminosauren (Asp, Glu): blau.

MBP ist ein intrinsisch ungeordnetes Protein (IDP)[14,25,26] und entsteht aus dem Gen in
der Oligodendrozyten-Linie in differenzierten Oligodendrozyten [24]. IDPs sind Proteine,
die intrinsisch mit der Membran wechselwirken, das heiBt im Gegensatz zu peripheren
Proteinen, die mehr oder weniger eng mit der Oberflache der Membran assoziieren
(lonen- oder Wasserstoffbriickenbindung) und dort tber lipophile Ketten verankert sind,
reichen diese in die Membran hinein oder sogar hindurch [27,28]. Des Weiteren besitzen
IDPs im Allgemeinen eine hohere Nettoladung und einen niedrigeren Anteil hydrophober
Aminosauren im Vergleich zu klassisch gefalteten Proteinen [29]. Sie interagieren mit



einer Vielzahl von Bindungspartnern, sind hochflexibel und ausgedehnt in ihrer
raumlichen Struktur, konnen aber auch kompaktere Zustdnde annehmen, z. B. durch
elektrostatische Wechselwirkungen [3,30-32].

Die verschiedenen Isoformen von MBP reichen im Molmassenbereich von 14-21,5 kDa.
Die 18,5 kDa Splei-Isoform ist das hdufigste MBP im erwachsenen menschlichen Gehirn.
Es weist bei neutralem pH 19 positive Ladungen und Dimensionen von 55x47x40 A3 auf,
wenn an eine Membran gebunden [33]. Im Fall von MBP treten viele Protein-Lipid- oder
Protein-Protein-Wechselwirkungen (mit Fyn Kinase, zytoskeletalen Elementen,
Calmodulin) auf [34]. In wassriger Losung nimmt MBP eine ausgedehnte Konformation an,
in der Gegenwart von Lipiden bildet MBP jedoch Sekundirstrukturen aus. Beim Ubergang
von einer wassrigen zu einer membranassoziierten Umgebung unterzieht sich die
18,5 kDa Isoform einem ungeordnet-zu-a-helikalen-Ubergang (Abbildung 2). Dabei
werden drei amphipathische, a-helikale Segmente gebildet, die in den N- und C-Termini
anzutreffen sind (Abbildung 1), welche mit der Lipiddoppelschicht in Wechselwirkung
treten. [14,21,35,36]
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Abbildung 2: Vorgeschlagener Mechanismus des ungeordnet-zu-a-helikalen-Ubergangs von 18,5-kDa-MBP nach
Vassall et al. [21].

Die Interaktion zwischen MBP und Lipiden beruht auf Wechselwirkungen zwischen
basischen, positiv geladenen MBP-Resten und den aziden, negativ geladenen
Kopfgruppen der Lipide [37]. Allerdings ist auch die Lipidzusammensetzung der Membran,
die Anwesenheit von Metallionen (z. B. Ca?*, Zn?*), die daraus resultierende lonenstirke
und die MBP-Variante von Bedeutung. Die Wechselwirkung von MBP mit der



phospholipidreichen, zytoplasmatischen Seite der Myelin-Membran fihrt zu
Ladungsneutralisation, Protein-Faltung und partieller Insertion in die Membran [21].
Raasakka et al. [22] haben erst kiirzlich einen plausiblen Stapel-Mechanismus beschrieben
(Abbildung 3), in dem freies MBP (rot, Abschnitt 1 Abb. 3) durch die negativen Ladungen
der Lipide angezogen wird, die Ladungen neutralisiert, sich teilweise faltet und an diese
bindet (Abschnitt 2 Abb. 3). Diese intermediate Form, die nun als Oberflache einen
verlangerten MBP-Abschnitt aufweist, reichert sich mit einseitig integriertem MBP an und
bildet eine stark positiv geladene, biirstendahnliche Anordnung (Abschnitt 3 Abb. 3). Wenn
eine kritische Proteinkonzentration (gebunden an die Membran) erreicht ist, interagieren
die bdirstendhnlichen ,Proteintentakeln” mit einer gegenliberliegenden Membran
(Abschnitt 4 Abb. 3). Die kompakt gestapelten Membranen entstehen durch eine
Phasenumwandlung von MBP (abhangig von zwei doppel-Phe-Mustern), in der MBP die
finale C-Form annimmt und die Membranen wie ein Kleber zusammenhalt. Der Abstand
zwischen den durch MBP verknlipften Membranen bildet die major dense line und liegt
im Bereich von 3 nm.
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Abbildung 3: Schema der Assoziierung von MBP mit Myelin-Membran. Es wird eine Moglichkeit dargestellt, wie das
kompakte Myelin, bestehend aus major dense line (MDL), intraperiod line (IPL) und den Lipidmembranen, durch die
Wechselwirkung mit MBP (rot) gebildet werden kann. Grafik aus Raasakka et al. [22]. Weitere Beschreibung der
Abbildung siehe vorherigen Textabschnitt.



Es gibt verschiedene Ladungsvarianten von MBP, die normalerweise mit einer
abnehmenden positiven Nettoladung von C1 bis C8 bezeichnet werden, die durch
posttranslationale Modifikationen (PTMs) wie Deiminierung, Phosphorylierung,
Desamidierung, Methylierung oder N-terminale Acylierung gebildet werden [38,39]. Die
C1 Komponente reprasentiert dabei die am wenigsten modifiziert Variante mit einer
Nettoladung von +19 (pH 7). C2 bis C8 unterscheiden sich im sukzessiven Verlust einer
weiteren positiven Ladung. Vermehrte, irreversible Deiminierung von MBP ist verkniipft
sowohl mit der natirlichen Entwicklung des Myelins, als auch mit Merkmalen der
Multiplen Sklerose [38,40].

Multiple Sklerose (MS) ist eine neurodegenerative Erkrankung in Form einer
entzindlichen Erkrankung des Zentralnervensystems, die durch einen Autoimmunangriff
verursacht wird. Charakteristisch sind das Auftreten von Lasionen, Verlust der Membran-
Adhasion, das Anschwellen der Wasserllicken, Vakuolisierung, Vesikulation und Zerfall
der Myelinstruktur. [41] Ein Zeichen ist der allmahliche Abbau der Myelinscheide durch
Demyelinisierung. Der Verlust der elektrischen Isolation des Axons flihrt zu einer
fehlerhaften Signallibertragung, die zum Verlust der motorischen und sensorischen
Fahigkeiten fihrt. Viele Myelinproteine bilden Antigene, die mit MS verbunden sind. In
schweren Fadllen von MS und in Tiermodellen wie EAE (experimentelle Autoimmun-
Enzephalomyelitis) sind die modifizierten, ladungsreduzierten Varianten, insbesondere
bis C8 (Nettoladung von +13 bei pH 7) viel haufiger anzutreffen [42,43]. Die
Demyelinisierung ist unter anderem abhangig von der MBP-Konzentration[22], der
Menge der Varianten, der Lipidzusammensetzung und dem lonengehalt [44,45]. Alles in
Allem gibt es sehr viele Parameter in Bezug auf MBP zu beachten, die MS ausldsen
konnten. Es wurde bisher kein pathologischer Mechanismus bestatigt, allerdings ist man
sich einig, dass es vermutlich nicht einen Ausléser (wie genetische Pradisposition) gibt,
sondern mehrere Faktoren (wie unterschiedliche Umweltfaktoren) den Ausbruch
beglinstigen. Beispielhafte Mechanismen haben Raasakka et al. [34] beschrieben
(Abbildung 4). Ausgehend von freiem, maximal positiv geladenem MBP wiirde
normalerweise dieses mit Membranen assoziieren, einen Vorstapelzustand bilden und
sich weiter ansammeln, bis sich stabile Membranstapel bilden (wie bereits oben in
Abbildung 3 beschrieben). Durch ladungsreduzierende Modifikationen entstehen die
Varianten C2-C8, die sich anders falten und an Membranen binden. Dadurch kommt es zu
einem suboptimalen Vorstapelzustand, der auch durch eine Veranderung in der Lipid-
oder lonenkomposition herbeigefiihrt werden kdnnte. Der suboptimale Zustand kénnte
dann, genauso wie die ladungsreduzierten Varianten, einer Proteolyse unterzogen
werden. Ein in eine Membran eingebautes, gefaltetes MBP-Molekiil ist ein schlechteres
Substrat fiir Proteasen oder andere modifizierende Enzyme im Vergleich zu dem einseitig,
membran-interagierenden MBP (wie im Vorstapelzustand). Das abgebaute Protein
kénnte dann durch molekulare mimicry eine Autoimmunreaktion herbei oder zu einer
geringeren  Mpyelinisierung fiihren, welche in Demyelinisierung bzw. MS
resultieren. [22,34]
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Abbildung 4: Moglicher pathologischer Mechanismus fiir die Bildung von gesundem und erkranktem Myelin nach
Raasakka et al. [34]. Anderungen der Membranlipidzusammensetzung, der Konzentration intrazelluldrer lonen oder
Proteolyse kénnen zum Verlust von gesundem MBP (rot) fihren. Weiterfiihrend kénnte eine Immunantwort zu der
Entwicklung von MS fiihren. Grafik entnommen aus Raasakka et al. [34]. Weitere Beschreibung der Abbildung siehe
vorherigen Textabschnitt.
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Das hier verwendete bovine MBP ist ein kommerziell erworbenes Gehirnextrakt des
Rindes und ist deshalb eine Mischung aus MBP-Ladungsvarianten. Die Hauptspezies ist
jedoch die 18,5 kDa Isoform. Die Mischung aus verschiedenen Ladungsvarianten simuliert
das natirliche Auftreten von MBP im ZNS.

2.2 Die Lipide

2.2.1  Struktur und Selbstanordnung der Lipide

Lipide kommen in den verschiedensten Membranen der Lebewesen vor und verrichten
dort spezifische Aufgaben. In Zellmembranen fungieren sie als Separatoren zwischen der
inneren und duleren Umgebung, ermoglichen den regulierten Austausch/Transport von
Molekiilen und Information und tragen somit zur Organisation des Stoffwechselweges
bei. [1]

Membranen sind sehr dynamische Strukturen, die einer zweidimensionalen Flissigkeit
dhneln. Beschrieben werden sie meist durch das fliissig-Mosaik-Modell von S. J. Singer
und G. L. Nicolson [46], das Membranen als viskose und fluide Schichten beschreibt, die



die Bildung von Lipiddomanen und Protein-Clustern unterschiedlicher Zusammensetzung
ermoglicht. Zu beachten ist jedoch, dass die Verteilung von Lipiden und Proteinen in
Membranen asymmetrisch und nicht zufdllig ist und sich Strukturen nicht im
thermodynamischen Gleichgewicht befinden. Zusatzlich ist die Diffusion nicht nur von der
Fluiditdt, sondern auch von der Immobilisierung von Proteinbarrieren abhangig.
AuBerdem wird die Krimmung und Elastizitdit (mechanische Eigenschaften) von
Membranen durch die Lipidkomposition und -verteilung beeinflusst. [47,48]

Die gangigsten Lipidarten sind Phospholipide, Glycolipide und Sterole. Erstere Gruppe
enthalt unter anderem die Glycerophospholipide und Sphingomyeline, beide Arten
werden in dieser Arbeit, neben Cholesterol, verwendet. Generell bestehen
Glycerophospholipide aus einer polaren Kopfgruppe, einem polaren Phosphoglycerol-
Rickgrat und zwei unpolaren Kohlenwasserstoffketten (gesattigte oder ungesattigte
Fettsauren) (siehe Abbildung 5 und Abbildung 6 fiir Beispiele). Durch den Austausch der
Kopfgruppe kann deren Ladung und GrolRRe verdndert werden. Ebenso kdnnen die Anzahl
der Kettensegmente und Doppelbindungen (Sattigungsgrad) der
Kohlenwasserstoffketten variiert werden. Phospholipide sind gewéhnlich verantwortlich
flir den Aufbau einer Membranstruktur, indem diese zu geschlossenen, bimolekularen
Blattern organisiert werden [1,49]. Dabei wird eine Halfte der Lipiddoppelschicht
(einzelne Molekiilschicht) als Monoschicht bezeichnet (Abbildung 5). Lipide, als eine Art
von Amphiphilen, ordnen sich stets parallel zueinander an, so dass sich die polaren
Kopfgruppen in einer Monoschicht der wassrigen Phase zuwenden (siehe Abbildung 6).
Die unpolaren Acylketten weisen somit immer von der wassrigen Phase weg. Zwei
Lipidmonoschichten kénnen sich hydrophob (ber die unpolaren Kettenseiten zu einer
Doppelschicht koppeln. Durch die nach auBen zeigenden polaren Kopfgruppen sind
geschlossene Doppelschichten wasserloslich. Da die Phospholipide in dieser Arbeit
vorherrschend sind, wird fiur die Darstellung und Beschreibung von
Membranen/Doppelschichten die Grundanordnung der Phospholipide angenommen.

Die Lipidmonoschicht kann als Modell fiir eine halbe Schicht der Zellmembran
(Doppelschicht) verwendet werden. Es konnen physikalische Eigenschaften des
Lipidsystems wie Struktur und Phasenverhalten untersucht werden. An der Luft/Wasser-
Grenzflache ordnen sich die Lipide so an, dass die Kopfgruppe in Richtung der wassrigen
Subphase und die Ketten Richtung Luft ausgerichtet sind. Speziell bei Monoschichten auf
Wasser konnen laterale Eigenschaften wie Phasenseparation, Diffusion und
Packungsweise betrachtet werden. [27,49] Als vereinfachtes Modell fiir die innere
Myelinscheide wird in dieser Arbeit eine Monoschicht der oben genannten Lipidmischung
verwendet. Siehe weiter Informationen zu Monoschichten in Kapitel 2.4.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung einer Lipid-Monomereinheit (links) mit polarer Kopfgruppe und unpolaren
Kohlenwasserstoffketten, Mizellen aus Lipiden (Mitte) und eine Lipiddoppelschicht aus zwei entgegengesetzten
Monoschicht-Einheiten (rechts). Adaptiert von T. Heimburg, Thermal Biophysics of Membranes, S. 15 [49].

Aufgrund des amphiphilen Charakters von Lipiden neigen diese dazu, Aggregate zu bilden,
um die hydrophoben Ketten von Wassermolekiilen abzuschirmen (hydrophober
Effekt [50]). Dabei ist die Bildung von Lipid-Aggregaten konzentrations-, form- und
temperaturabhéangig. [1,27] Ab einer bestimmten kritischen
Mizellenbildungskonzentration aggregieren Lipide zu Mizellen (Abbildung 5). Dies betrifft
vorrangig Lipide mit einer Kegel-Form (meist mit einzelnen Fettsdureresten oder
Detergenzien). [51] Bei noch hoheren Konzentrationen werden Lipiddoppelschichten
(Mesophasen) gebildet, die sich in verschiedenen Phasenzustianden befinden kénnen. Mit
steigender Temperatur werden meist folgende Phasen, die eine abnehmende Ordnung
der Ketten anzeigen, durchlaufen: Lc-, Lg-, Pg- und Ly-Phase. [52] Als Lc beschreibt man
die kristalline Phase, in der die Lipidketten alle in der all-trans Konformation angeordnet
sind. In der Gel-Phase (quasi-hexagonales Gitter oder auch solid-ordered, Lg) sind die
Kohlenwasserstoffketten hauptsachlich in all-trans anzutreffen, aber mit einer Neigung
im Bezug zur Membrannormalen. Die Rippel-Phase[53] (hexagonales Gitter, Pg/)
beschreibt den Ubergang zwischen Lg- und Lo. In dieser Phase ist die Oberfliche gewellt
und die Doppelschicht besteht aus Bereichen die entweder Lg: oder Ly zuzuordnen sind. In
der flussigkristallinen Phase (geschmolzen, fliissig oder auch liquid-disordered; Ly) sind die
Lipidketten ungeordnet und durch die Bildung von gauche-Isomeren mit einer hohen
Beweglichkeit gekennzeichnet. [1,49]

Die Phasenlibergangstemperatur ist definiert als die Temperatur, die erforderlich ist, um
eine Anderung des physikalischen Lipidzustands von der geordneten Gelphase, in der die
Kohlenwasserstoffketten vollstdndig ausgedehnt und dicht gepackt sind, zur
ungeordneten flissigkristallinen Phase zu induzieren, in der die Kohlenwasserstoffketten
zufallig orientiert und flissig sind. Phasenlibergangstemperaturen kénnen beispielsweise
durch Kalorimetrie bestimmt werden [54]. Es gibt verschiedene Faktoren, die die
Phasenubergangstemperatur direkt beeinflussen, einschlieRlich
Kohlenwasserstoffkettenlange, Sattigungsgrad, Ladung und Kopfgruppenspezies. Wenn



die Kohlenwasserstoffanzahl erh6ht wird, werden die van-der-Waals-Wechselwirkungen
starker und erfordern mehr Energie, um die geordnete Packung zu stéren, wodurch die
Phasenlibergangstemperatur zunimmt. Ebenso fiihrt die Einfihrung einer cis-
Doppelbindung in die Acylgruppe zu einem Knick in der Kette, welcher viel niedrigere
Temperaturen erfordert, um eine geordnete Packungsanordnung zu induzieren.

Mit weiterer Temperaturerhéhung reihen sich noch die kubische (bikontinuierliche
Lipiddoppelschicht) und die invertiert hexagonale Phase (zylindrische Lipidrohren
angeordnet in einem hexagonalen Gitter, Hy) an. Wie sich Lipide in eine bestimmte
Mesophase anordnen, wird von vielen molekularen Details, einschliefllich der
Kopfgruppe, der Kopfgruppenladung, der Kohlenwasserstoffkettenlange und deren
Sattigungsgrad, beeinflusst. Invertierte Strukturen werden begiinstigt, wenn der
eingenommene Platz der Kohlenwasserstoffketten relativ den der Kopfgruppe tGbersteigt.
Deshalb bildet z. B. PE mit seinen zwei Ketten und der kleinen Kopfgruppe eine invertiert
hexagonale Phase. Umgekehrt bildet PC mit seiner groBen Kopfgruppe, ebenso wie Lipide
mit geladener Kopfgruppe (PS, Pl) zusammen mit divalenten Salzen, bevorzugt lamellare
Phasen. Die Hydratisierung der Kopfgruppen spielt auch eine wichtige Rolle in der
Anordnung der Lipide, so tendieren grof3e und stark hydratisierte Kopfgruppen dazu, die
Membran zu ebnen [55,56]. Die Tendenz einer Lipiddoppelschichthalfte sich zu kriimmen,
ist hingegen eine Antriebskraft der Phasenumwandlung von Ly zu Hy. Die Monoschicht
neigt dazu, eine negative Krimmung (zu den Kopfgruppen hin) auszubilden, wenn der
laterale Druck der Kohlenwasserstoffketten den der Kopfgruppen libersteigt. Dies fiihrt
dazu, dass beim Wechsel zur hexagonalen Phase die freie Energie des Systems verringert
wird. Die Strukturen der Lipid-Selbstorganisation werden auch von der Temperatur
beeinflusst. Der Beitrag der Entropie zur freien Energie wird bei héheren Temperaturen
zunehmend wichtiger. Dies beglinstigt die invertiert hexagonale Phase, in welcher die
Fluktuation der Kohlenwasserstoffketten groBer ist als in der lamellaren Phase. Die
spontane Krimmung, die die jeweiligen Phasen bendtigen, um geschlossene Strukturen
zu bilden, hdngt dabei unter anderem auch von der Form (eingenommenes Volumen) der
Lipide ab. Planare Doppelschichten kénnen durch zylindrische oder eine geeignete
Mischung aus zylindrischen und kegelstumpf-férmigen Lipiden gebildet werden. Durch
asymmetrisch angeordnete (umgekehrt) kegelstumpf-formige Lipide kann die Krimmung
unterstitzt werden. [1,27,49]

Zellmembranen bilden immer geschlossene Strukturen, deshalb werden als synthetische
Membranen haufig vesikuldre Formen verwendet. Diese bldschenartigen Aggregate, mit
einem physikalisch abgetrennten, inneren Abteil, kdnnen in GroRRe (small<100 nm, large
100-250 nm, giant>250 nm) und Lamillaritdt (Doppelschichtmenge; unilamellar,
multilamellar) variieren. Fur die Bildung von Vesikeln wird eine bestimmte
Krimmungsenergie benétigt [57]. Um diese zu reduzieren, werden die Lipide
asymmetrisch verteilt. Dass bedeutet, Lipide mit kleinen Kopfgruppen werden eher in die
innere Monoschicht mit groRerer Krimmung eingebaut, wahrend grolRere Kopfgruppen
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meist in der &duReren Monoschicht angeordnet werden. Lipidkonformation und
Packungsbeschrankungen in gekrimmten Lipiddoppelschichten entsprechen der
Membranform. Lipide konnen auch lokale Domdnen mit unterschiedlicher
Lipidzusammensetzung und Fluiditdt bilden. Diese werden als rafts (Lipidfl6Re)
bezeichnet, bestehen aus Cholesterol und Sphingolipiden und sind starrer im Vergleich zu
deren Umgebung [58,59]. Die Fluiditat einer Lipiddoppelschicht beeinflusst mehrere
Funktionen auf einmal. So wird nicht nur die laterale Diffusion (Verteilung der Lipide und
Proteine in einer Monoschicht, Bewegung, Rotation), sondern auch die Permeabilitat, die
Elastizitat (Krimmung) und die laterale Spannung davon dirigiert [1]. Die Dicke der
hydrophoben Lipidschichten kann variieren und wird meist durch die Lange der
gesattigten Fettsduren gesteuert. Die Verteilung von Lipiden mit unterschiedlicher
Kettenlange ist nicht zufallig und ermaoglicht lokale Einstellung der Membrandicke, wie es
bei rafts bendtigt wird. Lipiddoppelschichten kdnnen laterale Diffusion (Bewegung in der
Ebene) und flip-flops (Austausch von Lipiden zwischen beiden Einzelschichten) betreiben.

2.2.2 Relationen zwischen verwendeten Lipiden und MBP

Die hier verwendete myelinartige Lipidmischung (zytoplasmatische Seite) besteht aus PC,
PE, SM, PS, Pl und Cholesterol. Diese sechs Lipide kann man grob in drei Gruppen
einteilen: neutrale Lipide (PC, PE, SM), geladene Lipide (PI, PS) und Cholesterol
(Abbildung 6). Phosphatidylserin (PS) und Phosphatidylinositol (Pl) gehdéren zu den
geladenen anionischen Lipiden und interagieren durch elektrostatische
Wechselwirkungen mit positiv geladenem MBP [37]. Dabei tritt bei Interaktion eine
verringerte Fluiditat auf, die vermutlich durch Lipidkondensation hervorgerufen wird. Die
anderen neutralen Lipide, Phosphatidylcholin (PC) und Phosphatidylethanolamin (PE),
sind wichtig fir die Gesamtwechselwirkung der Monoschicht mit MBP, scheinen jedoch
nicht elektrostatisch mit MBP zu interagieren [37]. Diese dienen als Abstandshalter
zwischen den repulsiven Wechselwirkungen der geladenen Lipide und gleichen die
Lipidkondensation aus.
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Abbildung 6: Strukturformeln der Lipide PC, PS, PE, Cholesterol, SM und PI (von oben nach unten) nach dem
hauptsachlich enthaltenen Lipid im kommerziellen Extrakt (siehe Anhang A1 fur Lipidzusammensetzungen). Es ist die
ungefdhre Position der Lipidkopfgruppen in Bezug zur wassrigen Phase dargestellt.

Cholesterol ist wie andere Membranlipide amphiphil, weist aber eine andere Struktur auf.
Wahrend Phospholipide aus einer Kopfgruppe und zwei hydrophoben Acylketten
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bestehen, hat Cholesterol eine kurze Isooctylkette, ein starres planares Steroidringsystem
und eine kleine polare Hydroxylgruppe. Die Hydroxylgruppe befindet sich zwischen den
Kopfgruppen der Phospholipide und das plattenartige Ringsystem ist parallel zu den
Acylketten positioniert, das eine Tiefe bis zu den benachbarten C9-C10-Kohlenstoffatome
erreicht [60-62]. Die kurze Acylkette setzt sich ins Zentrum der Membran fort. Es ist
bekannt, dass Cholesterol die Kopfgruppen-Kopfgruppen-Wechselwirkungen unterbricht
und LipidfloRe bildet, die mit Cholesterol und Sphingolipiden angereichert sind [58,59,63].
Diese FI6Re sind hochgeordnet und starr, daher wird die FlieRfahigkeit der gesamten
Membran verringert. Cholesterol senkt die fir den Phasenilibergang erforderliche
Bindungsenergie und verbreitert somit die Umwandlungstemperatur von Phospholipid-
Doppelschichten. Cholesterol-Molekiile kdnnen auch von der lamellaren in die
hexagonale Phase segregieren. Dies verringert den Abstand zwischen den benachbarten
Roéhren in der hexagonalen Phase, da sich das Cholesterol zwischen den
Kohlenwasserstoffketten niederlasst. Die Packungsspannung der
Kohlenwasserstoffketten wird durch Flllen der Liicken zwischen den Zylindern gel6st. Es
resultieren starkere van-der-Waals Wechselwirkungen zwischen den
Kohlenwasserstoffketten, die den Abstand in der hexagonalen Phase reduzieren. [45,64]

Es wird angenommen, dass der Einbau von MBP in die Lipidmonoschicht nahe der
Doménengrenzen die Linienspannung verringert, was zu einem Energiegewinn fihrt.
Unter anderem hat die An- oder Abwesenheit von SM in einer Monoschicht-Studie
gezeigt, dass wahrend der Adsorption von MBP an myelindhnliche Lipidmonoschichten
anscheinend zwei energetische Effekte miteinander konkurrieren. Dies ist zum einen die
elektrostatische Anziehung und zum anderem die Verringerung der Linienspannung an
den Phasengrenzen von phospholipidreichen und cholesterolreichen Domanen. [65]

In Bezug auf MS wurde in friheren Studien bereits festgestellt, dass die
Lipidzusammensetzung von grofler Bedeutung ist [66—69]. Es wurden verschiedene
Lipidkompositionen fir gesunde und erkrankte Patienten gefunden. Die
Lipidstochiometrie fiir die zytoplasmatische Seite der gesunden und kranken Nagetiere ist
in Tabelle 1 dargestellt. Charakteristisch ist dabei eine Erhéhung der Konzentration von
PS, PE und Cholesterol und eine Erniedrigung des SM-, PI- und PC-Gehaltes [66]. In dieser
Arbeit wird stellenweise die Lipidzusammensetzung eines MS-Patienten mit den
Messungen eines hohen Cholesterolgehaltes verglichen.

Tabelle 1: Stochiometrie der Lipidzusammensetzungen von gesunden und kranken Patienten der zytoplasmatischen
Myelinmembran im ZNS in mol-%. *: Stochiometrie wurde aus den Daten von Ohler et al. [66] in Kombination mit den
ladungsausgleichenden Annahmen von Min et al. [67] konstruiert.

Lipide | PC | PS PE SM | PI Chol
Komposition
Gesund [68] 11 13 27 3 2 44
Krank* 81 125|289 | 1 0 49,6
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Die Myelin-Schadigung korrelierte mit dem strukturellen Phasenibergang von einem
Lamellenstapel zu einer invertierten hexagonalen Phase, infolge der verdnderten
Lipidstochiometrie und eines niedrigen MBP-Gehalts [44]. Der strukturelle
Phaseniibergang, induziert durch Anderungen der Lipidkomposition, kénnte auf die
Beziehung zwischen der Lipidsorte und der resultierenden Mesophase zurlickzufiihren
sein [44,55,56,70]. Die Phaseniiberginge haben verschiedene Ubergangstemperaturen,
die ionenspezifisch und abhangig von der Lipidzusammensetzung sind [45]. Des Weiteren
wurde gezeigt, dass die Verteilung der Lipide inhomogen ist, wenn Phasen koexistieren.
Unabhangig von der anwesenden lonenart, konkurriert MBP mit der hexagonalen Phase
der Lipide und verhindert bei physiologisch relevanten Temperaturen den Ubergang zur
Hi-Phase. Der Ubergang zur hexagonalen Phase kann durch Temperaturerhdhung
induziert werden. Die zusatzliche Mobilitdt der Kohlenwasserstoffketten bei erhdhter
Temperatur resultiert in einem thermotropen Phaseniibergang, der zu einer gréReren
spontanen Krimmung flihrt [71,72]. Dabei tritt die invertierte hexagonale Phase bei
gesunder Lipidkomposition auf, wenn eine Temperatur von 42 °C Uberschritten ist und
koexistiert mit der lamellaren Phase. Im Fall der veranderten Lipidzusammensetzung bei
Erkrankten koexistieren beide Phasen unterhalb von 42 °C und die hexagonale Phase
dominiert bei héheren Temperaturen. [45]

Die Initiierung der Faltung von MBP scheint dominiert von der Oberflachenladung der
Membran und weniger von der Fluiditdt oder den Kohlenwasserstoffketten der Lipide, da
keine Konformationsdanderung mit neutralen PC-Lipiden beobachte werden
konnten. [22,73] AuBerdem wird die Bindung von MBP an eine Membran hauptsachlich
durch Elektrostatik beeinflusst und vermutlich erfolgt die Insertion von MBP in die
Membran erst nach Ladungsneutralisation [22]. Obwohl die anféngliche Assoziation von
MBP auf der Membranoberflache hauptsachlich durch die Oberflaichenelektrostatik
bestimmt wird, beeinflussen die Lipid-Kohlenwasserstoffketten die Menge an MBP, die in
Vesikel eingebaut wird.

2.3 Divalente Metallionen

Neben Lipidmembranen und Proteinen sind Metallionen bei neuronalen Prozessen im
Gehirn von Bedeutung. So ist das divalente Zink-lon das am haufigsten anzutreffende
Metallion neben Eisen. Zink existiert in den synaptischen Vesikeln und hat im Allgemeinen
die Aufgabe, als endogener Neuromodulator die Nervensignale an den Synapsen zu
regulieren.

Zink-lonen kommen in natlrlicher Weise im Myelin vor (50 uM oder 1,4 pumol/g Myelin)
und interagieren bereitwillig mit MBP [32,74]. Dadurch wird die Fahigkeit von MBP,
Membranen zu verkniipfen, verbessert [74-78], allerdings wurde Zn?* auch mit
Demyelinisierung in Verbindung gebracht [79,80]. Vorzugsweise komplexiert Zink mit den
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Aminosauren Histidin, Aspartat, Glutamat und Cystein tetraedisch, um die Tertidrstruktur
zu stabilisieren [81,82]. Im Fall vom 18,5 kDa MBP stehen 10 Histidine fiir potentielle
Koordinationsstellen zur Verfigung. Es gibt Anzeichen fir 4 Histidine, die als
Bindungsstellen fur Zink dienen: His-Ala-Arg-His (21-24) und His-Pro-Ala-Arg-Thr-Ala-His
(60-66) (s. Abbildung 1) [76]. AuBerdem wurde gezeigt, dass Zink-lonen eine geordnete
Sekundarstruktur bei MBP induzieren, wenn dieses membranassoziiert ist [77]. In
Wechselwirkung mit Lipiden verdndern Zink-lonen das Phasenverhalten der Lipide. Dabei
kénne Metallionen an die negativ geladenen Lipide binden oder auch mit den Phosphat-
Gruppen der Kopfgruppen interagieren und dadurch eine Dehydrierung und Versteifung
der Membranoberflache bewirken [83,84]. In der Gegenwart von Zink kdnnen drei Phasen
koexistieren, sowohl in der Lipidkomposition eines gesunden Menschen als auch in der
eines MS-Patienten: die lamellare (L,), die invertierte hexagonale (Hi) und die dichte
lamellare Phase [45]. Wobei letztere vermutlich durch die Wellenbildung der Membran
und lon-lon-Korrelationseffekte, die die Anziehung zwischen gleichartig geladenen
Membranen bewirken, angetrieben wird [85-87]. Des Weiteren wurde gezeigt, dass mit
steigender Zinkkonzentration die Lange der Einheitszelle abnimmt, sowohl in der
lamellaren als auch in der invertierten hexagonalen Phase. Die entscheidende
Konzentration fiur das Vorhandensein der jeweiligen Phasen ist dabei die
Ubergangskonzentration, die bei divalenten Metallsalzen (ZnCl,, MgCl,, CaCl,) zwischen
5-9 mM liegt. Die Zink- und Phosphat-abhangige Aggregation von MBP ist ein moglicher
Mechanismus bei der Myelinverdichtung und der Aufrechterhaltung seiner Integritat [88].
AuBerdem wird vermutet, dass die Kationen-Konzentration sich im erkrankten Zustand
andert und lokal entweder sehr hoch oder sehr gering sein kann [45,89,90]. Diese lokalen
Veranderungen kénnen dazu flhren, dass strukturelle Verdanderungen auftreten, die die
Integritat und Stabilitdt der Membran beeinflussen [45].

Da Zink-lonen fur die Untersuchung mit EPR-Spektroskopie (electron paramagnetic
resonance) nicht verwendet werden kénnen, wurden in anderen Publikationen Kupfer-
lonen eingesetzt, da sie den Zink-lonen in Struktur und Verhalten chemisch sehr dhnlich
sind. [32] Dabei wurde, in Kombination mit DLS-Messungen, festgestellt, dass drei Kupfer-
lonen-Interaktionsspezies mit MBP wechselwirken (in Phosphat-Puffer), in Abhdngigkeit
von der Konzentration. Bei geringen Konzentrationen sind isolierte MBP-Molekiile mit
gebundenem Kupfer vertreten, die zwei mogliche, spezifische Bindungsstellen
reprasentieren. Mit einem deutlichen Uberschuss an Kupfer-lonen tritt eine dritte Spezies
hervor, die sich vermutlich an der Grenzflache zwischen interagierenden MBP-Molekilen
befindet und so die Bildung von stabilisierten MBP Aggregaten beglinstigt. In
aufsteigender Affinitdtsordnung bindet MBP Co?'<Cd**<Mg?*<Zn?*<Cu?*<Hg?*. [91] Die
Kupferbindung wird somit beglinstigt im Vergleich zu Zink. MBP kann statistisch
2,13 Kupfer-lonen [92] aufnehmen und ist im Myelin mit ca. einem Drittel der Menge
(0,4 umol/g Myelin)[74] im Vergleich zu Zink vertreten.
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Um die Ergebnisse mit der Literatur zu vergleichen, wurden in dieser Arbeit
Untersuchungen an Zink- und Kupfer-lonen durchgefiihrt.

2.4  Methoden zur Untersuchung von Lipidmonoschichten

Biologische Systeme wie die Zellmembran sind in der Grundlagenforschung komplex zu
modellieren. Je nach Zelltyp bestehen sie aus einer Lipiddoppelschicht mit
adsorbierenden oder durchdringenden Proteinen. Um die Zellmembran fiir Experimente
zu modellieren, ist es haufig erforderlich, das Membransystem zu vereinfachen. Dies ist
moglich, indem eine Doppelschicht mit einer reduzierten Menge an verschiedenen
Lipidsorten verwendet wird. Die Bildung von Monoschichten (eine halbe Doppelschicht)
in einer Grenzflachenumgebung [93,94] ist ebenfalls eine gdngige Praxis, da Eigenschaften
wie der Phasenzustand, der Phasenibergang[95] und der Einfluss der Subphase oder
Lipidzusammensetzung[93] auf Proteine untersucht werden kénnen, insbesondere wenn
es sich nicht um Transmembranproteine handelt.

2.4.1 Langmuir-Filmwaagen

Zur Bildung eines Langmuir-Films muissen die amphiphilen Molekiile (Lipide) auf der
Luft/Wasser-Grenzflache der wassrigen Subphase angeordnet werden. Dazu wird
zunachst in einem temperierbaren Teflontrog die wassrige Subphase eingefillt, mit einem
bestimmten Volumen bzw. einer resultierenden bestimmten Oberflache A (Abbildung 7).
Daraus wird in Kombination mit der benoétigten Flache eines Lipidmolekils die
Spreitmenge des Lipides berechnet. Monoschichtbildung fiihrt zu einer Erniedrigung der
Oberflachenspannung in Abhdngigkeit von der Oberflachenkonzentration I’ = n; /A. Das
wasserunldsliche Lipid wird auf die Oberflache gespreitet. Der Oberflachendruck wird von
einer  Wilhelmy-Plattchen-Waage  detektiert [96]. Diese  ermittelt die
Oberflachenspannung lber ein diinnes Plattchen (z. B. Filterpapier), das in die Subphase
eintaucht. Dabei wird die kompensierende Kraft gemessen, die das Plattchen durch
Benetzung nach unten zieht, welche durch eine Waage registriert wird. Der
Oberflachendruck ist der Abfall der Oberflaichenspannung y einer Wasser-Subphase,
wenn eine Monoschicht an der Luft/Wasser-Grenzflache gespreitet und komprimiert
wird:

T=Yy—V. (G1)

Wobei y, die Oberflachenspannung der Subphase ohne Lipidmonoschicht und y die
Oberflachenspannung der Subphase mit Monoschicht ist.
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Die Oberflachenspannung ist dabei definiert als die Arbeit, die aufgewendet werden muss,
um die Oberflache der wassrigen Phase zu vergroRern. [95,96]

Wilhelmy-Waage

Bewegliche

Barriere \

Lipid-Molekile

Teflon-Trog

Wassrige
Subphase

Abbildung 7: Schematische Darstellung einer Langmuir-Filmwaage. Bestehend aus einem mit wassriger Subphase
gefiillten Teflon-Trog, zwei beweglichen Barrieren und einer Wilhelmy-Waage als Oberflachendruckmesser.

2.4.1.1 Kompressions-Experimente

Je nach Versuchsaufbau oder Art des Experiments[93,94,97] gibt es im Aufbau der
Filmwaagen noch bewegliche Barrieren an beiden Enden (Abbildung 7), mit denen der
gespreitete Film komprimiert werden kann, um das Kompressionsverhalten der Lipide zu
untersuchen. Dabei wird die Flache pro Molekil kontinuierlich verkleinert und der
Oberflachendruck gemessen. Das Kompressionsverhalten der Monoschicht wird
beschrieben durch die Oberflachendruck/Flachen(ri/A) -Isotherme. Der Oberflachendruck
nimmt bei weiterer Kompression mittels der Barriere der Filmwaage zu, bis zu dem Punkt
an dem die groRte Packungsdichte vorliegt. Bei weiterer Kompression kollabiert das
System und bildet Multischichten. Sowohl der Kurvenverlauf der ri/A-Isotherme als auch
der Filmkollaps sind unter Gleichgewichtsbedingungen (geringe
Kompressionsgeschwindigkeit) ein Charakteristikum der die Monoschicht bildenden
Substanz. Es konnen Rickschlisse Uber die Anzahl und Art der molekularen
Wechselwirkungen, die Massenorganisation in einer Phase und den Ubergang zwischen
verschiedenen Phasen gezogen werden. Die Isotherme ist auRerdem von
Subphasenparametern wie  pH-Wert, lonenkonzentration und Temperatur
abhangig. [1,49]

In der Monoschicht, obwohl quasi zweidimensional, liegen unterschiedliche
Aggregatzustande vor (Abbildung 8). Der Phasenzustand der Lipidmolekiile ist dabei mit
einem realen Gas vergleichbar. Jedoch ist in der Monoschicht der Bewegungsspielraum
der Molekiile wesentlich eingeschrankter, da die Kopfgruppe das Lipidmolekdl in der
Wasseroberflache fixiert.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der verschiedenen Zustdnde einer Monoschicht bei isothermer Kompression,
adaptiert von A. Kerth [98]. Mit Verringerung der verfigbaren Oberflache konnen verschiedene Ordnungszustidnde (G,
LE, LC, S) und Phasentiibergidnge (LE/LC) durchlaufen werden. Weitere Beschreibung der Abbildung siehe folgenden
Textabschnitt.

In Abbildung 8 ist ein beispielhafter Verlauf einer Oberflachendruck/Flache-lsotherme mit
den verschiedenen Phasenilibergdangen dargestellt. Zu Beginn auf einer expandierten
Oberflache existieren die Lipide isoliert voneinander. Die Molekiile kdnnen sich auf der
Wasseroberflache bewegen, ohne sich gegenseitig zu beeinflussen (nicht nachweisbarer
Druckanstieg bei Kompression). Da die Monoschicht sich wie ein ideales Gas in einem 3D-
Volumen verhalt, wird diese Phase als gasanaloge Phase bezeichnet. Durch Verkleinerung
des zur Verflgung stehenden Platzes, wird die Lipiddichte erhoht und die
Wechselwirkungen zwischen Lipiden dominieren das Phasenverhalten. Die Molekile
‘spiren’ einander und setzen der Kompression einen messbaren Druck entgegen (/ift off):
sie werden zunehmend gezwungen, sich z. B. aufzurichten. In der flissigen Phase konnen
zwei unterscheidbare Phasen beobachtet werden: die flissig-expandierte (LE) und die
flussig-kondensierte Phase (LC). Sie unterscheiden sich in ihrer Packungsdichte und
Fluiditat. Manchmal tritt ein Zweiphasengebiet (LE/LC) auf, in dem die Molekile aus dem
fluiden in den rigiden Zustand tibergehen. Phaseniiberginge sind durch die Anderung der
Steigung erkennbar und enthalten in ihrer Form Informationen Uber die Ordnung des
Uberganges. Horizontale Plateaus (keine Anderung des Drucks) weisen auf einen
Ubergang 1. Ordnung hin, wiahrend nicht horizontale Ubergénge héherer Ordnung sind.
In der anschlieBenden fllssig-kondensierten Phase besitzen die rigiden Ketten noch
Rotationsfreiheit und sind z. B. geneigt, um sich wesentlich dichter packen kénnen. Mit
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zunehmendem Oberflachendruck wird die Packung der Kohlenwasserstoffketten so dicht
wie in kristallisierten Paraffinen und es wird die festanaloge Phase erreicht (S), an die sich
der Filmkollaps, mit irreversiblen Veranderungen, anreiht. [1,27,49]

Welches Phasenverhalten beobachtet werden kann hdngt von der Lipidstruktur ab; so
findet man bei SM-reichen Mischungen, die lange, gesattigte Kohlenwasserstoffketten
besitzen, iberwiegend feste Phasen. Ungesattigte Phospholipide zeigen meist nur fllssig-
expandierte Phasenzustinde bzw. reichern sich in diesen an. [99] Ebenso ist die
Temperatur entscheidend fir die Beobachtung von Phasenlibergdngen. Bei geringen
Temperaturen wird meist eine kondensierte Phase induziert, wahrend hohe
Temperaturen die fllissig-expandierte Phase beglinstigen. [49]

2.4.1.2 Erweiterte Optionen zur Auswertung von Kompressionsisothermen

Aus den rt/A-Isothermen kdnnen noch weitere Informationen gezogen werden. So geben
sie Auskunft Uber die Kompressibilitait der Monoschichten, die Uberschiissige freie
Mischungsenergie und die theoretische ideale Oberflache von Lipidmischungen kann
bestimmt werden.

Fiir die Berechnung der theoretischen idealen Oberflache von Lipidmischungen werden
lediglich die Isothermen der reinen Komponenten einer bindren Mischung benétigt. Nach

A:xX*Ax+xy*Ay (GZ)

wobei Ay bzw. Ay die Oberflachen der Isothermen der reinen Substanz X bzw. Y sind,
kann die mittlere molekulare Flache der Monoschicht A bei einem bestimmten Druck
berechnet werden. xy and xy sind dabei die Molverhadltnisse der beiden Substanzen in
der Mischung. Je nachdem wie stark die theoretischen Werte fir die mittlere molekulare
Flache von den experimentellen abweichen, kann das ideale Mischungsverhalten der
Lipidmischung oder zum Beispiel ein kondensierender Effekt bestatigt werden. [100]

Die Uberschiissige freie Mischungsenergie AG,ycess Wird nach
Y
AGexcess = J- Apix — (xxAx + xyAy)dm (G3)
0

berechnet. Dabei sind xyx und xy die Molverhaltnisse der jeweiligen Lipide X und Y, Ayund
Ay sind die Oberflachen der reinen Lipid-Isothermen und A,,;, ist die Oberflache der
gemischten Monoschicht. [101-104] AG,yc.ss-Werte sind negativ, wenn die Monoschicht
kondensiert, was auf Anziehungskrafte zwischen verschiedenen Molekilen
zurlickzufiihren ist, und daher wird der Mischprozess thermodynamisch bevorzugt. Hohe
positive AGycess-Werte legen die Unmischbarkeit des Monoschichtgemisches mit einer
moglichen Phasentrennung nahe. [101-105]
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Die Kompressibilitdat x eines Lipidfilms ist in den Plateau-Regionen der Druck/Flachen-
Isotherme besonders hoch. Im Bereich der Kettenschmelze findet man in Abhangigkeit
vom Druck deutliche Maxima der Kompressibilitdt. Diese Maxima verschieben sich zu
hoheren Driicken, wenn die Temperatur erhoht wird, vergleichbar mit der Verschiebung
der Warmekapazitat-Maxima bei hoheren Driicken. Bestimmt wird die isotherme
Flachen-Kompressibilitdt K [27,49] nach

1dA
= ——= G4
K o (G4)

2.4.2  Fluoreszenzmikroskopie

Fluoreszenz beschreibt den Vorgang, kurzwelliges Licht zu absorbieren und langwelliges
Licht zu emittieren. Ein Elektron vom Grundzustand So geht in einen angeregten Zustand
S1 Uber, an den sich eine strahlungslose Schwingungsrelaxation in den niedrigsten
angeregten Schwingungszustand in S1 anschliel3t und letztlich eine Emission stattfindet.
Als Konkurrenzreaktionen sind z. B. totale strahlungslose Deaktivierung (IC: Internal
Conversion) und Phosphoreszenz moglich. Dabei werden Elektronen von
Doppelbindungen leichter angeregt, da die p-Elektronen der Doppelbindung liber beide
Atome verteilt und daher nicht so stark gebunden sind. Deshalb dienen als Fluorochrome
meist Molekiile mit konjugierten Doppelbindungen. [106]

6

1: Lichtquelle

2: Anregungsfilter

3: dichroitischer Spiegel
4: Objektiv

5: Emissionsfilter

6: Detektor/Kamera

Langmuir-Filmwaage

Abbildung 9: Schematische Darstellung des Aufbaus und Prinzips eines Fluoreszenzmikroskops Uber der
Lipidmonoschicht (adaptiert von N. Wollschlager[107]).

In dieser Arbeit ist mit einem Auflicht(-Epi)-Fluoreszenzmikroskop (Abbildung 9)
gearbeitet worden. Bei einem Auflicht-Mikroskop trifft das kurzwellige Licht der
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Lichtquelle,  meist  Quecksilber- oder LED-Lampen, deren gewinschte
Anregungswellenldnge zuvor herausgefiltert worden ist, auf einen dichroitischen Spiegel,
der das Licht durch ein Objektiv zur Probe reflektiert. Das langwelligere Fluoreszenzlicht
passiert wieder das Objektiv und durchstrahlt den flir Emissionslicht durchldssigen
dichroitischen Spiegel. Nach Passieren des Emissionsfilters wird das Signal mittels einer
EMCCD-Kamera detektiert. [108] Die Charakterisierung von Lipidmonoschichten mittels
Fluoreszenzmikroskopie ist moglich, da die Probe nicht mechanisch beansprucht wird und
die Sensitivitat der Fluoreszenzmikroskopie sehr hoch ist. [109]

Das hier zur Lipidmischung beigemischte Fluorophor, Rhodamin-DHPE, ist aufgrund der
unterschiedlichen Loslichkeit in den Phasen fir den Hell/Dunkel-Kontrast in der
Bildgebung verantwortlich. Dunkle Bereiche in der Abbildung zeigen eine Abwesenheit,
helle Bereiche stehen fiir eine hohe Konzentration des Fluoreszenzfarbstoffes. AuRerdem
bevorzugt Rhodamin-DHPE die flissig-expandierte Phase und lagert sich an den
Kopfgruppen der Lipide an [110]. Mit diesem Versuchsaufbau kann vor allem die Bildung
von Domanen beobachtet werden, da diese eine Phase héherer Ordnung bilden und in
Mischungen eine andere Lipidzusammensetzung als ihre Umgebung einnehmen,
vergleichbar mit rafts in Lipiddoppelschichten. Die Domadnen kdnnen jegliche Form
annehmen, in Kombination mit Cholesterol wurde jedoch in mehreren Studien
festgestellt, dass bei niedrigen Oberflachendriicken runde Doméanen und bei hohen
Oberflachendriicken streifenformige Domanen ausgebildet werden [111,112].

2.5 Methoden zur Untersuchung von Lipiddoppelschichten

2.5.1 Dynamische Lichtstreuung

Mittels Dynamischer Lichtstreuung (DLS) kann man schnell und nicht-invasiv die GroRe
aller Partikel in einer Probe im Bereich von weniger als einem Nanometer bis zu mehreren
Mikrometern bestimmen. Dazu wird die Geschwindigkeit der Brownschen
Molekularbewegung von Partikeln gemessen. Die Brownsche Bewegung ist die
ungerichtete Bewegung von kleinen Partikeln in Losung und resultiert aus Kollisionen mit
Losungsmittelmolekiilen. Dabei diffundieren kleine Partikel schneller als grolRe. Die
Geschwindigkeit der Brownschen Bewegung wird quantifiziert durch den
Translationsdiffusionskoeffizienten D. Diffusionsgeschwindigkeiten werden mittels DLS
durch die Beleuchtung (Laser) von Partikeln in einer Dispersion erhalten. Die Partikel
streuen einen Teil des Laserlichtes und durch die Eigenbewegung der Teilchen fluktuiert
die Intensitat des gestreuten Lichtes mit der Zeit. Die Kombination von vielen detektierten
einzelnen dynamischen Lichtstreuungsintensitaten fihrt zu einem fluktuierenden
Intensitatssignal (Abbildung 10). Die Schwankungen werden durch die Interferenz des von
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jedem einzelnen Teilchen gestreuten Lichts verursacht. Die Intensitat wird sich mit der
Zeit verandern, da die Partikel weiter diffundieren. [113,114]
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Abbildung 10: Schema der Beziehungen zwischen gemessenen fluktuierenden Intensitatssignalen (links) und
Intensitatskorrelationsfunktionen g,(t) (rechts) fir groRe und kleine Partikel mit Basislinie C und Steigung B wie in
Gleichung G7 verwendet.

Die Geschwindigkeit dieser Intensitatsfluktuationen ist abhangig von der Diffusionsrate
der Partikel. Je kleiner das Teilchen, desto schneller diffundiert es, was in rapideren
Schwankungen des gestreuten Lichtes resultiert. Momentaufnahmen des
Lichtstreusignals I(t + 7) werden schnell nacheinander aufgenommen, wobei diese mit
dem urspringlich gemessenen Signal I(t) verglichen werden. Zwischen
aufeinanderfolgenden Aufnahmen, die im Bereich der Korrelationszeit T von Nano- oder
Mikrosekunden liegen, sind die Intensitatssignale sehr dhnlich oder gut korreliert. Wenn
man jedoch Momentaufnahmen betrachtet, die zeitlich weiter voneinander entfernt sind,
nimmt die Ahnlichkeit oder Korrelation ab. SchlieRlich dndert sich das Intensititssignal
und es besteht keine Korrelation mehr mit dem urspriinglichen Signal. Der Vergleich der
verschiedenen Zeitpunkte wird als Autokorrelation bezeichnet. Je gréRer die zu
messenden Partikel sind, desto langsamer diffundieren sie und desto langer dauert es, bis
das Korrelationssignal vollstandig verloren geht (Abbildung 10). Bei kleinen Partikeln, die
eine schnelle Diffusion erfahren, nimmt die Korrelation des Signals schnell ab. [113—-115]
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Die bestehende normierte Intensitatskorrelationsfunktion

g0 = D (s)

ermoglicht es, die Translationsdiffusionskoeffizienten zu extrahieren. Dies ist tiber den
Zusammenhang mit der Siegert-Beziehung[116] der Streufeld-Zeitkorrelationsfunktion g1

92(0) =14 |g:(D|? G(6)

moglich, die eine exponentiell abfallende Funktion der Korrelationszeit fiir den Fall einer
idealen monodispersen Suspension in der Brownschen Bewegung darstellt, die

ausgedriickt werden kann als:
g2(t) = C[1 + Be™?7], G(7)

Wobei C die Basislinie, B die Steigung und I" die Abklingrate der Korrelationsfunktion ist,
4nn\ . 6 . . .
T) sin (E) , die den Streuwinkel 8, die

Anregungswellenlange A und den Brechungsindex n enthalten.

mit ' = D x g% und dem Wellenvektor q = (

Um die GroReninformationen zu erhalten, werden diese Werte mittels der Stokes-
Einstein-Gleichung[117]

kg *T

dy=———
H 3*7‘[*r1>kD

(G8)
in den hydrodynamischen Durchmesser dy umgewandelt (kz = Boltzmann-Konstante).
Variablen, wie Losungsmittelviskositdt 1 und Temperatur T, missen bekannt sein, da
diese die Diffusionsrate der Partikel beeinflussen. Die gemessene GroRRenverteilung wird
als Intensitatsverteilung angezeigt. Die Ergebnisse konnen, unter Verwendung
verschiedener Annahmen, in eine Volumen- oder ZahlengroRenverteilung umgewandelt
werden.

Der angegebene hydrodynamische Durchmesser (dy) ist der Durchmesser einer harten
Kugel, die mit der gleichen Geschwindigkeit diffundiert wie das zu messende Partikel oder
Molekil. Der Translationsdiffusionskoeffizient hangt nicht nur von der GréRe des
Partikelkerns ab, sondern auch von jeder Oberflachenstruktur sowie von der
Konzentration und Art der lonen im Medium. Die lonen im Medium und die
Gesamtionenkonzentration kdnnen die Partikeldiffusionsgeschwindigkeit beeinflussen,
indem sie die Dicke der elektrischen Doppelschicht andern. Jede Anderung der Oberfliche
eines Partikels, die die Diffusionsgeschwindigkeit beeinflusst, dandert entsprechend die
scheinbare GroRe des Partikels. Die Art der Oberflaiche und des Proteins sowie die
lonenkonzentration des Mediums kénnen die Proteinkonformation beeinflussen, was
wiederum die scheinbare GréRe um einige Nanometer verandern kann.
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Fir Proben mit einer multimodalen GroRenverteilung muss die Summe aller
exponentiellen Abklingfunktionen gi(t) in der Korrelationsfunktion enthalten sein:

92(t) = C[1+ Bg,(1)?] (G9)

Die Breite der PartikelgroBenverteilung wird durch den Polydispersitatsindex (PDI)
beschrieben. Dieser wird durch die kumulative Anpassung, welche eine Abklingkonstante
der Intensitatskorrelationsfunktion berechnet, abgeleitet. [115,118]

Die Beschreibung der Datenanalyse ist in Kapitel 4.5 zu finden.

2.5.2 Elektrophoretische Lichtstreuung

Vesikel, die, wie in dieser Arbeit verwendet, aus einer Mischung von neutralen und
negativ geladenen Lipiden bestehen, bilden in der Summe eine negativ geladene
Oberflache, die man als eine feste oder starre Schicht aus geladenem Material betrachten
kann. In einer Elektrolytlosung herrscht eine gleichmaRige Verteilung der Anionen und
Kationen in der Masse. In der Ndhe des Partikels (LUV) werden Kationen zum Partikel
hingezogen, was zu einer héheren Konzentration an Kationen fihrt und in dhnlicher Weise
fihrt die AbstoRung von Anionen zu einer geringeren Konzentration von Anionen
(Abbildung 11). Dieser Bereich ist eine diffuse lonenschicht, die die Ladung auf dem
Teilchen ausgleicht. Es existiert somit eine starre Schicht, die mit der Partikeloberflache
und dem fest gebundenen Material (z. B. MBP) verbunden ist (Stern-Schicht) und eine
diffuse Schicht. Kombiniert erhdlt man die diffuse elektrische Doppelschicht. Die diffuse
Schicht ist durch einen Uberschuss an Gegenionen gekennzeichnet. Im Bulk dagegen sind
alle lonen gleichmaRig verteilt. Sehr nahe am Partikel wird das Material entweder
absorbiert oder ist stark mit dem Partikel verbunden, so dass es beim Partikel verbleibt,
wenn das geladene Teilchen sich relativ zur Flissigkeit bewegt. Der Ubergangspunkt
zwischen gebundener und freier Flussigkeit wird als Scher- oder Gleitebene
bezeichnet. [119]
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Abbildung 11: Schema einer elektrischen Doppelschicht, die ein Partikel in einem wassrigen Medium umgibt in
Beziehung zu einem Graphen des elektrischen Potentials als Funktion der Distanz zur Partikeloberflache. Das geladene
Partikel wird durch einen Querschnitt eines Vesikels dargestellt, bestehend aus einer Mischung aus negativ geladenen
Phospholipiden und Cholesterol.

Das elektrische Potential ist ein MaR daflr, wie viel Energie benétigt wird, um eine
einzelne Punktladung aus unendlich groBer Entfernung zum Teilchen hin zu bewegen.
Insgesamt wird das Oberflaichenpotential einer Lipiddoppelschicht durch vier
Komponenten innerhalb der Kopfgruppenschicht der Lipiddoppelschicht bestimmt: dem
molekularen Dipol der Esterbindungscarbonyle, die Ladungen und molekularen Dipole der
Kopfgruppe, die Ladung-Ladung-Wechselwirkungen zwischen benachbarten Kopfgruppen
(lonennetzwerk, Abschirmung) sowie die Wechselwirkung zwischen festen
Oberflachenladungen und mobilen Gegenionen (Abschirmung). [1]

Die Oberflachenladung wird durch das Vorhandensein von adsorbiertem Material mit
entgegengesetzter Ladung abgeschirmt. Das Potential nimmt somit zwischen der
Partikeloberflache und der Gleitebene ab (Abbildung 11). Das Potential in der Gleitebene
ist als das Zeta-Potential definiert [120,121]. Das Potential nimmt aufgrund des
Elektrolyten und der polaren Natur der Flissigkeit liber die Gleitebene hinaus weiter ab.
Die Distanz, tiber die sie abnimmt, hdangt von einer Reihe von Faktoren ab. Die Dicke der
elektrischen Doppelschicht ist definiert als der Abstand, bei dem das Potential auf 1/e
seines Anfangswertes abgefallen ist und dieser Abstand wird als k! (Debye-Linge)
beschrieben. k ist umgekehrt proportional zur Salzkonzentration. Mit steigender
lonenstarke nimmt diese Dicke also ab. [122]
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Die gebrauchlichste Methode zur Messung des Zeta-Potentials ist die Elektrophorese,
diese bestimmt die elektrophoretische Beweglichkeit der in Losung befindlichen Teilchen
auf dem Weg zur Elektrode entgegengesetzter Ladung, in Gegenwart eines elektrischen
Feldes [123]. Wenn ein elektrisches Feld mit zwei Elektroden angelegt wird, bewegt sich
ein Partikel in Richtung der entgegengesetzt geladenen Elektrode und es besteht ein
Gleichgewicht zwischen der Kraft, die versucht es in Richtung der Elektrode zu bewegen
(elektrostatische Kraft) und der Reibungskraft aufgrund der Viskositat der Fliissigkeit. Die
resultierende Endgeschwindigkeit ist proportional zum elektrischen Feld und die
Proportionalitatskonstante wird als elektrophoretische Mobilitdt (Ug) bezeichnet.
Gleichzeitig versucht die diffuse lonenschicht um das Partikel herum, sich in die
entgegengesetzte Richtung zur anderen Elektrode zu bewegen.

Das Verhaltnis des Teilchenradius zur Dicke der Doppelschicht ist k*a. Fiir kleine k*a-
Werte kann die Hickel-Gleichung verwendet werden, um das Zeta-Potential aus der
elektrophoretischen Mobilitdt zu berechnen. Das andere Extrem ist eine sehr diinne
Doppelschicht, hier wird die Helmholtz-Smoluchowski-Gleichung verwendet. Fehlt die
grofRe lonenwolke (bei geringen lonenstarken), die das Partikel verlangsamt, bewegt sich
das Partikel schneller. In Bereichen, in denen k*a =1 wird die Hiickel-Gleichung um einen
Multiplikator, der eine Funktion von k*a ist (Henry-Funktion), erweitert. Die Teilchen
bewegen sich mit einer Geschwindigkeit, die vom Zeta-Potential, der Feldstarke, der
Dielektrizitdtskonstante und der Viskositdat der Probe abhdngt. Nach der Henry-
Gleichung[124] steht das Zeta-Potential T in Verbindung mit der elektrophoretischen
Mobilitat:

_2xex{xF(kxa)
= T

E (G10)

wobei U die elektrophoretische Mobilitat, € die Permittivitat, { das Zeta-Potential,  die
Viskositat und F (k * a) die Henry-Funktion mit k! = Debye-Lange und a = Teilchenradius
ist.

Bei der elektrophoretischen Lichtstreuung (ELS)[120,125] wird ein elektrisches Feld in
einer flissigen Probe erzeugt, wodurch die Partikel in Bewegung gesetzt werden. Je
grofer die Ladung der Partikel, desto schneller bewegen sie sich. Wenn ein Laserstrahl
durch eine Partikelprobe geleitet wird, streut jedes Partikel das Licht und erzeugt eine
Doppler-Verschiebung, die von der Geschwindigkeit dieses Partikels abhdngt. Die Summe
aller Verschiebungen tragt zur Intensitat des gestreuten Lichts bei und variiert mit der
Zeit. Ein Spektrumanalysator kann verwendet werden, um die Frequenzkomponenten der
Doppler-Verschiebungsfrequenzen  des  gestreuten  Lichts anzuzeigen. Die
Frequenzverteilung kann in eine Geschwindigkeitsverteilung und diese weiter in eine
elektrophoretische Mobilitdtsverteilung transformiert werden, welche anschlieBend in
eine Zeta-Potential-Verteilung umgewandelt werden kann. Die Laser-Doppler-
Methode (LDV) hat eine Einschrdankung hinsichtlich der Menge an Elektrolyt, die in der
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Probe vorhanden sein kann. Diese wird mit der Phase-Analysis Light Scattering(PALS)-
Technik[126] Uberwunden, indem anstelle der gemessenen Frequenzverschiebung die
Phasenverschiebung bestimmt wird. Die gemessene Phasenanderung ist proportional zur
Anderung der Position der Partikel (Phase = Frequenz*Zeit). Somit wird die Messung von
Proben mit hoher Leitfdhigkeit und Proben mit geringer Partikelmobilitat
ermoglicht [121,127].

2.5.3 Elektronenspinresonanz-Spektroskopie

Die Elektronenspinresonanz (EPR)-Technik ist hier geeignet, da die EPR-Spektren nicht von
Lichtbeugung und Immobilisierung durch MBP-induzierte Vesikelaggregation beeinflusst
werden. Vesikelaggregation ist eine sehr gute Nachahmung der in vivo Funktion von MBP
in der Myelinhille und EPR von Spinmarkierungen bietet den Vorteil, dass
substituentenspezifische Interaktionen in dieser natirlichen Umgebung untersucht
werden kdnnen.

Diese spektroskopische Methode basiert auf der Wechselwirkung eines Elektronenspins
in einem paramagnetischen Zentrum mit einem externen Magnetfeld B,. Ungepaarte
Elektronen besitzen einen intrinsischen Spin und daher auch einen magnetischen Impuls,
der mit einem externen Magnetfeld interagiert. Aufgrund nicht entarteter magnetischer
Spinzustande wird die Energie des Elektrons innerhalb des Magnetfeldes empfindlich
gegeniliber der magnetischen Quantenzahl mg. [128]

Der Zeeman-Effekt bezeichnet die Aufspaltung der Energie eines freien Elektronenspins
in zwei diskrete Energieeigenwerte in einem Magnetfeld B,. Die GroRe der Aufspaltung
ist proportional zur Stérke des duBeren Magnetfeldes (siehe Abbildung 12).

A

Energie msg=+7

AE = hx*v

mS:—E

v

B, B

Abbildung 12: Schema einer Zeeman-Aufspaltung eines freien Elektrons in einem externen Magnetfeld B mit den beiden
Energieniveaus und die benotigte Energiedifferenz AE fiir einen Spinibergang (in Anlehnung an Referenz [129]).
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Die Energieeigenwerte E,,; mit den Spinquantenzahlen mg = +% und mg = —% kénnen

mithilfe von Gleichung 11 berechnet werden [130]:

Emg = mg *x g x ug * By (G11)

wobei g den Landé-Faktor des ungepaarten Spins und pp das Bohr'sche Magneton
reprasentiert.

Daraus ergibt sich fur die Energiedifferenz AE

AE =Eyyp—E 1 =g*up*By=hxv (G12)

Dabei ist h das Plancksche Wirkungsquantum und v die Frequenz der absorbierten
Strahlung, mit der Uberginge zwischen den Energieniveaus induziert werden. Diese
Strahlung liegt, flir EPR typische Magnetfeldstirken, im Mikrowellenbereich. Die
Resonanzbedingung (G12) ist erfillt, wenn die Energie der elektromagnetischen Strahlung
der Energiedifferenz zwischen den zwei Spinzustdnden entspricht, es kommt zur
Absorption und somit zum Ubergang zwischen den verschiedenen Energieniveaus. Die
Resonanzposition wird durch die Wechselwirkung des Elektronenspins mit dem
Magnetfeld spinnaher Atomkerne verdandert. [129,131]

Der  Spin-Hamilton-Operator ~ Hg  [132,133] beschreibt die  energetischen
Wechselwirkungen des Elektronenspins mit seiner Umgebung

ﬁS:HEZ+ﬁZFS+Hee+ﬁHF+ﬁNZ+HNQ' (G13)

Dieser besteht, in Bezug auf die Energiebeitrdge die den Spin betreffen, aus der Elektron-
Zeeman-Wechselwirkung (Hg), der Nullfeldaufspaltung (zero-field splitting; H,rs), der
Elektron-Elektron-Wechselwirkung (H,,), der Hyperfein-Wechselwirkung (Hyr), der Kern-
Zeeman-Wechselwirkung (ﬁNZ) und der Kern-Quadrupol-Wechselwirkung (ﬁNQ). Die
jeweiligen Bestandteile werden im Folgenden vorgestellt.

Die Elektron-Zeeman-Wechselwirkung (ﬁEZ) wurde schon im vorherigen Abschnitt der
Zeeman-Aufspaltung beschrieben und dominiert im Normalfall im Spin-Hamilton-
Operator. Dieser beruht auf der Wechselwirkung der Spinzustande mit dem externen
Magnetfeld und wird mittels des Spinoperator § definiert als:

ﬁEzzg*.uB*B*S‘- (G14)

Der g-Faktor hat nun die Form einer 3x3-Matrix und kann mittels der Euler-Winkel-
Transformation des Magnetfeldvektors in das molekulare Koordinatensystem des
Radikals vereinfacht werden. Dabei entsteht eine diagonalisierte Matrix, welche als
symmetrischer Tensor aus drei Hauptwerten (g, gyy, 9zz) und drei Euler-Winkeln (a, B,
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v), die deren Orientierung im molekularen Koordinatensystem beschreiben, formuliert
werden kann. [133]

Ixx YGxy YGxz Ixx 0 0 (G15)
g = (gyx Gyy gyz) = 0 Gyy 0
9zx YGzy Yzz 0 0 92z

Als isotroper Landé-Faktor g;s, wird der gemittelte g-Wert beschrieben, der bei schneller
isotroper Rotation (z. B. in Losung) Anwendung findet.

Jiso = (Gux + Gyy T 9z2)/3 (G16)

Die Nullfeldaufspaltung (ﬁZFS) beschreibt die Aufspaltung der Energiezustinde ohne
externes Magnetfeld durch mehrere ungepaarte Elektronen in einem Atom. Dabei wird
ein inneres Magnetfeld erzeugt, das mit den Elektronenspins wechselwirken kann. Dies
ist der Fall in Festkdrpern bzw. bei Systemen mit einem Gesamtspin von S>1. Fir
Spinsysteme mit kubischer Symmetrie und S<2 verschwindet dieser Term komplett. [134]

Die Elektron-Elektron-Wechselwirkung (H,,) ist definiert als die Interaktion mehrerer
ungepaarter Elektronenspins, die sich in unterschiedlichen Atomen aufhalten. Die
Wechselwirkung kann in die Dipol-Dipol- und Austausch-Wechselwirkungen eingeteilt
werden. Unter der Dipol-Dipol-Interaktion wird die Wechselwirkung von weit entfernten
Elektronen verstanden, die sich in ihrer Ausrichtung der Spinmomente nicht beeinflussen
und deren Energie proportional zur dritten negativen Potenz des Abstands r3 ist. Die
Spinaustausch-Interaktion tritt hingegen nur auf, wenn sich die ungepaarten Elektronen
in unmittelbarer Ndahe zueinander befinden (endliche Aufenthaltswahrscheinlichkeit im
gleichen Orbital) und es zu einem quantenmechanischen Austausch der Spinausrichtung
kommt. [135]

Die Hyperfein-Wechselwirkung (ﬁHF) stellt die Hyperfeinaufspaltung der Energieniveaus
aufgrund der Interaktion des Dipolmoments des Kerns mit dem Dipolmoment des
Elektrons, dar. Die 2I+1-fache Aufspaltung kann beobachtet werden, mit I als
Kernspinquantenzahl. Im EPR-Absorptionsspektrum sind gemaR dieser Spinmultiplizitat
und der quantenmechanischen Auswahlregeln Amg =11 und Am; =310 die
entsprechende Anzahl an Absorptionslinien zu sehen. Die Hyperfein-Wechselwirkung
kann in Analogie zur Elektron-Elektron-Wechselwirkung in eine Dipol-Kern- (ﬁDN) und
eine  Fermi-Kontakt-Wechselwirkung (ﬁF) aufgeteilt werden und ergibt
zusammengefasst:
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ﬁHFzﬁDN+ﬁF=Z§*Ak*i (G17)
K

wobei I der Kernspinoperator und A, der diagonale Hyperfeinkopplungstensor ist mit den
Hauptkomponenten Ay, Ay, und A,,. In Lésung und mit schnellen isotropen Rotationen
des Elektronenspins, wird die Hyperfein-Wechselwirkung komplett durch den Fermi-
Kontakt-Beitrag reprasentiert. Die richtungsabhangige Hyperfeinkopplungskonstante a;,
ergibt sich aus den Abstanden der Nulldurchgange der Resonanzsignale. [133,134]

Aiso = (Axx + Ayy +4,,)/3 (G18)

Im Allgemeinen basiert die isotrope Hyperfeinkopplung auf dem direkten Kontakt
zwischen dem ungepaarten Elektron und dem Kern, verursacht durch eine endliche
Aufenthaltswahrscheinlichkeit der Elektronen aus den s-Orbitalen am Kernort.

Die Kern-Zeeman-Wechselwirkung (Hy;) beschreibt den Einfluss eines externen
Magnetfeldes auf den Kernspin I, der mit dem Elektronenspin S Uber die Hyperfein-
Wechselwirkung gekoppelt ist. Hy, ist vor allem in Festkérpern oder
Doppelresonanzexperimenten von Bedeutung, da dort die anisotropen Anteile nicht
ausgemittelt werden. Im Fall von Flussigkeiten wird die Quantisierungsrichtung
ausschlieBlich durch die Kern-Zeeman-Interaktion bestimmt und parallel zur Richtung des
externen Magnetfeldes ausgerichtet. [133,134]

Die Kern-Quadrupol-Wechselwirkung (HNQ) tritt nur bei Kernspins 121 auf. Aufgrund der
nicht kugelformigen Symmetrie der Ladungsverteilung resultiert ein Quadrupolmoment.
Dieses wechselwirkt mit dem elektrischen Feldgradienten am Kernort. Der Beitrag dieser
Wechselwirkung ist jedoch meist vernachlassigbar klein. [133,136]

2.5.3.1 Continuous wave EPR-Spektroskopie

Bei der continuous wave (cw) EPR-Spektroskopie wird bei einer konstanten
Mikrowellenfrequenz das duBere Magnetfeld variiert und die Aufzeichnung der
reflektierten Mikrowellenleistung als Funktion des Magnetfelds ergibt das cw EPR-
Spektrum [129]. Die Analyse der EPR-Spektren wird im Folgenden anhand von Nitroxid-
Spektren ndher erklart.

Die paramagnetischen Zentren selbst kdnnen als Spinmarker in die EPR-Probe eingefiihrt
werden. Dies sind in den meisten Fallen Molekiile mit nur geringem Molekulargewicht,
einschlielRlich eines oder mehrerer paramagnetischer Zentren, die aufgrund sterischer
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Hinderung chemisch stabil sind. Die am haufigsten verwendeten paramagnetischen
Zentren sind Nitroxide, welche auch in dieser Arbeit verwendet wurden. In Abbildung 13
ist der allgemeine molekulare Rahmen fiir Nitroxidmolekule dargestellt, wobei sich die
ungepaarten Elektronen (iberwiegend in den Sauerstoff- und Stickstofforbitalen
aufhalten. Dabei verlauft die x-Achse entlang der NO-Bindung, die z-Achse entlang der
2p;-Orbitale und die y-Achse senkrecht zur xz-Ebene.

Abbildung 13: Grundstruktur eines Ublichen Nitroxid-Spinlabels mit dem Rest R (TEMPO, R=H) mit eingezeichneten
Tensorhauptachsen und deren taumelnden Rotationen entlang der Achsen.

2a

iso

332 334 336 338 340
B/ mT

Abbildung  14: EPR-Spektrum  (vereinfachte  Darstellung) fur die Beschreibung der isotropen
Hyperfeinkopplungskonstante a;s,. 2aiso ist gegeben durch den Abstand zwischen dem Punkt der Tieffeld-Linie und dem
Punkt der Hochfeld-Linie, die durch die blauen, gestrichelten Linien gekennzeichnet sind.

Ein Vorteil der Nitroxid-Radikale in Losung ist, dass der Hamilton-Operator vereinfacht
werden kann. Meist sind die Elektron-Zeeman- und die Hyperfein-Wechselwirkung
ausreichend, um das Spinsystem zu beschreiben [130,137]. Die magnetische
Kernspinquantenzahlen sind fur *N-Isotope m; = —1,0, +1, da I(}*N)=1. Daraus folgt,
dass jedes Zeeman-Energieniveau eines Elektrons in drei Unterebenen aufgeteilt ist, die
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durch Hyperfein-Wechselwirkungen verursacht werden. Fiir schnelle isotrope Rotationen
in Losung sind typischerweise deshalb drei Resonanzlinien im Spektrum von Nitroxiden zu
beobachten, die um a;,, separiert sind (Abbildung 14).

Generell befindet sich das ungepaarte Elektron bei Nitroxid-Radikalen in der m-Bindung
zwischen dem Stickstoff- und Sauerstoffatom. Durch die Umgebung der Spinsonde kann
die Elektronendichte des Elektrons beeinflusst werden. Die Elektronendichte des
ungepaarten Elektrons wird in einer polaren Umgebung (durch
Wasserstoffbriickenbindungen, Dipol-Dipol-Wechselwirkungen) hin zum Stickstoffatom
verschoben. Daraus resultiert eine groBere Hyperfein-Wechselwirkung zum
Stickstoffatom. [131,133] Mittels der isotropen Hyperfeinkopplungskonstante a;q, (G18)
kann die Umgebungspolaritat der Spinsonde bestimmt werden. Diese ist fir Nitroxid-
Radikale in guter Naherung axial (Ax=Ay) und kann vereinfacht dargestellt
werden [133,134]:

AisoNo = (2% Axx +A,,)/3 (G19)

Je hydrophober die Umgebung des Spins, desto kleiner wird die Kopplungskonstante.

Wie oben bereits angedeutet, ist die Rotation des Spinsystems von Bedeutung fiir die
Untersuchung der moglichen Wechselwirkungen. Das EPR-Spektrum ist hochsensibel fiir
die molekulare Dynamik der Spinsonde, welche mittels der Rotationskorrelationszeit t
charakterisiert wird. Fur die isotrope Bewegung von Spinsonden-Molekilen kann die
Rotationskorrelationszeit beschrieben werden durch Brownsche Rotationsdiffusion
zusammen mit Spezifikationen, basierend auf der Stokes-Einstein-Diffusion

B 1
T_6*D

(G20)

mit dem Rotationsdiffusionskoeffizienten D. Bei nicht spharischen Molekiilen, die eine
anisotrope Rotationsdiffusion austiben, wird der Rotationsdiffusionstensor D;(i=(xy.z)
eingefiihrt (siehe Abbildung 13 fiir Visualisierung) und aus dem geometrischen Mittel der
Tensorhauptwerte kann die mittlere Rotationskorrelationszeit

1
P — (G21)

63/DxxDyyDyy

berechnet werden. Dazu wird (iber die Euler-Winkel a, B und y das Hauptachsensystem
des Rotationsdiffusionstensors in das Molekilkoordinatensystem Gberfihrt. [133]
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2.5.3.2  Puls EPR-Spektroskopie

Nachteilig bei cw EPR-Messungen ist die Schwierigkeit der Unterscheidung zwischen den
einzelnen Wechselwirkungsbeitragen des Spin-Hamilton-Operators. Pulstechniken, bei
denen die Probe mit einer Sequenz von kurzen Mikrowellenpulsen bestrahlt wird und
anschliefend die zeitaufgelosten Reaktion gemessen wird, bieten die Moglichkeit eng
beieinanderliegende Linien aufzulésen und eignen sich gut zur Messung von
Relaxationseffekten [128,138]. Dadurch kénnen selektiv spezifische Wechselwirkungen
betrachtet werden, wie z. B. die Elektron-Kern-Wechselwirkung bei ESEEM-Experimenten
oder die dipolare Elektron-Elektron-Wechselwirkung in DEER-Experimenten. Zur
Beschreibung der Puls-Experimente mit der Bewegung der Magnetisierung eignet sich das
Vektorbild.

Die Pulse &ndern den Spinzustand, der als Anderung des Winkels des
Magnetisierungsvektors in Bezug auf das externe B,-Feld beschrieben werden kann.
Dabei spielen die Pulslange und die Magnetfeldamplitude des angewendeten Pulses eine
Rolle fir die Drehung des Magnetisierungsvektors. [139]

Hahn-Echo-Experimente

Eines der einfachsten Puls-Experimente ist die Detektion des Elektronenspin-Echos (ESE).
Dieses beschreibt das Wiederauftreten der Magnetisierung als Echo der anfanglichen
Magnetisierung nach einer Impulssequenz von m/2-t-n-t, welche als Primadrecho oder
auch Hahn-Echo bezeichnet wird [140]. t reprasentiert dabei die freie Evolutionszeit.

A an U§x e
NPANVAN A VRNY,

Abbildung 15: Schema der Hahn-Echo-Sequenz m/2-t-m-t (oben) mit den Positionen und Bewegungen der
Magnetisierungsvektoren zu bestimmten Zeitpunkten wahrend der Pulssequenz (unten). Die grauen Zahlen
kennzeichnen die zeitlichen Positionen (oben) und die entsprechenden Verktorbilder (unten) (in Anlehnung an
Referenz [139]).
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In  Abbildung 15 ist die Hahn-Echo-Sequenz, mit Verbildlichung der
Magnetisierungsvektoren zu verschiedenen Zeitpunkten, dargestellt.

Am Anfang ist der Magnetisierungsvektor entlang der z-Achse, parallel zum statischen
Magnetfeld ausgerichtet und befindet sich im thermischen Gleichgewicht (Position 1
Abb. 15). Aufgrund des m/2-Pulses (90°) in y-Richtung wird die Magnetisierung um die
y-Achse rotierend gekippt (Position 2 Abb. 15). Wahrend der Evolutionszeit beginnen die
Spinpakete mit ihrer jeweiligen Larmor-Frequenz zu prazedieren (Position 3 Abb. 15).
Daraus resultiert eine Defokussierung der transversalen Magnetisierung. Der zweite Puls
spiegelt mit einem Winkel von 180° () die Vektoren an der y-Achse, wobei die Richtung
der einzelnen Rotationen nicht verandert wird (Position 4 Abb. 15). Deshalb laufen in der
darauffolgenden Evolutionszeit die Spinpakete wieder aufeinander zu und bilden das
Elektronenspin-Echo (Position 5 Abb. 15). ESE-detektierte EPR ist eine Technik, bei der die
Pulsfolge mehrmals beim Durchlaufen des Magnetfeldes wiederholt wird, allerdings
werden nur die inhomogen verbreiterten Signale refokussiert [141].

Die endgiiltige Echointensitat ist stark abhangig von der Phasengedachtniszeit Tm. Diese
ist definiert als die Zeitkonstante des Abfalls der Echoamplitude und kann Gber ein 2-Puls-
Experiment gemessen werden. Dabei wird das Echo in Abhdngigkeit der Zeit bei einem
bestimmten Magnetfeld gemessen und der Zerfall mittels einer exponentiellen Funktion
angepasst. [142]

DEER-Experimente

Elektron-Elektron-Doppelresonanz (double electron-electron resonance, DEER)-EPR-
Spektroskopie dient der Untersuchung der schwachen dipolaren Kopplungen zwischen
zwei ungepaarten Elektronen, iber die der Abstand zwischen den Spins bestimmt werden
kann (r3-Abhangigkeit, im Bereich von ca. 1,5 -8,0 nm) [128,138]. Mittels Pulsen mit zwei
unterschiedlichen Frequenzen lasst sich die Elektron-Elektron-Wechselwirkung von
anderen Interaktionen trennen. In dieser Arbeit wurde eine 4-Puls-Abfolge ohne Totzeit
verwendet, die im Folgenden kurz erlautert wird.

Die verwendete 4-Puls-Sequenz, 1/2(0obs)-T1-Tl(Vobs)-t"-TU(Vpump)-(T1+T2-t")-Tt(Vobs)-T2-ECcho
[143,144], ist in Abbildung 16 dargestellt.
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Abbildung 16: Puls-Sequenz fiir 4-Puls-DEER-Experimente. Die Evolutionszeiten t; und T, der Beobachterfrequenz (vobs)
werden konstant gehalten, wahrend die Zeit t” zwischen dem ersten, unbeobachteten Echo (gestrichelte Linie) und dem
Pumppuls mit der Pumpfrequenz vpump variiert wird. Adaptiert von G. Jeschke [145].

Es wird angenommen, dass A-Spins nur durch die Beobachterpulse und B-Spins nur durch
den Pumppuls angeregt werden. Mittels der Beobachtersequenz wird ein refokussiertes
Echo erzeugt, dass aus drei Pulsen mit der Beobachterfrequenz vons besteht und konstante
Evolutionszeiten t1 und 12 aufweist. Der Pumppuls mit der Pumpfrequenz vpump invertiert
die Spinzustdnde, wobei die Bestrahlungszeit des Pumppulses zwischen der Position des
Primar-Echos (das nicht detektiert wird) und des m-Pulses der Pumpsequenz variiert wird.
Durch die Invertierung andert sich auch das lokale Feld der A-Spins, wodurch sich die
Prazissionsfrequenz der A-Spins um die Elektron-Elektron-Wechselwirkung andert. Es
entsteht ein Phasenunterschied der Magnetisierung von A® = v, * t". Anschliefend
wird die Echointensitdt des refokussierten Echos als Funktion des Pumppulses zur Zeit t’
aufgenommen.

Basierend auf

2
_Mo*gaxgp*pup 1
VoD = ot -y (G22)

konnen aus diesem Datensatz die Abstandsdaten extrahiert werden. [145] Weitere
Informationen zur Durchfliihrung und Datenanalyse der Puls-Experimente finden sich in
Kapitel 4.7.2.

2.5.4 Transmissionselektronenmikroskopie

Die  Transmissionselektronenmikroskopie = (TEM)  nutzt das  Prinzip  der
Elektronenmikroskopie (EM), die eine direkte Abbildung von Objekten mit Hilfe von
Elektronenstrahlen ermoglicht. Hierbei kénnen kleinere Strukturen (bis zu 0,1 nm)
erkannt werden, da die freien beschleunigten Elektronen eine kiirzere Wellenldnge
besitzen als z. B. das sichtbare Licht und somit eine hohere Auflosung ermoglichen. [146]
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Der klassische Aufbau eines TE-Mikroskops wird im Folgenden beschrieben. Der
Elektronenstrahl wird an einer elektronenliefernden Kathode (Wolframdraht, LaBsg,
Feldemission) erzeugt. Die Elektronen werden aus der Kathode mittels Spannung zu einer
Anode abgetrennt und die beschleunigten Elektronen treten durch das Anodenloch in den
Strahlengang des Mikroskops. Im Strahlengang herrscht ein Vakuum, damit die Elektronen
nicht von Molekilen aus der Luft abgelenkt werden. Die Beschleunigungsspannungen
liegen im Bereich von 80-400kV. Durch Spulen, die sich in einem elektromagnetischen Feld
befinden, wird der Elektronenstrahl gebilindelt und fokussiert, somit dienen diese als
Linsen. Beim Auftreffen auf die Probe wird der Strahl in Abhdngigkeit von der
Elektronendichte der Atome, die sich in der Probe befinden, gestreut. Eine hohe
Elektronendichte (hohere Ordnungszahl) resultiert in einer stirkeren Streuung nach
Rutherford [147]. Der Kontrast von organischen Prdparaten (niedrige Elektronendichte)
kann durch Verwendung von Schwermetallen erhoht werden [148,149]. Nach Passieren
der Probe, die ausreichend diinn sein muss, werden die gestreuten Elektronen von der
Objektivblende und Objektivlinse gesammelt. Durch das Projektiv-Linsensystem wird das
Zwischenbild weiter vergrofRert und kann auf einem mit fluoreszierendem Zinksulfid
beschichtetem Detektor direkt beobachtet werden oder Uber einen Szintillator in Licht
umgewandelt und mittels einer CCD-Kamera digital betrachtet werden. [150]

Fiir anorganische Proben wird z. B. durch Polieren oder lonendiinnung die Probe
abgetragen, sodass diese die erforderliche Transparenz aufweist [151-153]. Bei
biologischen Proben ist die Herausforderung meist, dass diese in wassrigem Medium
existieren. Durch die Entfernung von Wasser (Dehydratisierung mit Ethanol oder
Aceton)[154] oder eine Form der Fixierung (mittels Glutaraldehyd[155], Einbettung in
Acrylharze[154], Farbung[156], Kryo-Fixierung[157]) kann ein realistische Darstellung
erhalten werden.

Kryo-TEM ist eine Weiterentwicklung der standardmaRigen TEM, um das Problem der
empfindlichen wassrigen Proben zu 16sen. Dabei werden diese auf ein Kohlenstoff-grid
aufgebracht und die Uberschiissige Probe mit Hilfe eines Filterpapiers (blotting) entfernt.
Der dinne Probenfilm wird dann mittels flissigem Ethan (plunge-freezing)
schockgefroren. [157,158] Dabei kristallisiert das Wasser nicht, sondern bildet glasartiges
(vitrifiziertes) Eis. Die Probe wird anschliefend bei Temperaturen von flissigem Stickstoff
vermessen. Diese Methode ermdglicht Proben zu untersuchen, die sich sowohl nur in
wassrigem Medium bilden und existieren kénnen, als auch sensibel fir Farbe- und
Trocknungsprozesse sind. AuRerdem wird eine geringe Artefaktbildung ermoglicht.
Deshalb ist die Kryo-TEM gerade fiir Lipid-Vesikel und Proteine zu empfehlen. Der
teilweise geringe Kontrast kann dabei von Nachteil sein.
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3 Ergebnisse und Diskussion

Die Ergebnisse und die dazugehdrigen Diskussionen sind in dieser Arbeit in drei groRe
Abschnitte untergliedert:

1. Der Einfluss des Cholesterol- und MBP-Gehaltes auf Lipidmonoschichten an der
Luft/Wasser-Grenzflache

2. Der Einfluss des Gehaltes an Cholesterol und MBP auf unilamellare
Lipiddoppelschichten

3. Der Einfluss von divalenten Metallionen auf das Bindungsverhalten zwischen MBP
und Lipiddoppelschicht

Alle Lipid-Zusammensetzungen dhneln dabei der zytoplasmatischen Membran von
Myelin.

3.1 Einfluss des Cholesterolgehaltes in myelinartigen Monoschichten auf die
Interaktion mit MBP an der Luft/Wasser-Grenzflache

Dieser Abschnitt ist bereits veroffentlicht in:

Trager, J.; Widder, K.; Kerth, A.; Harauz, G.; Hinderberger, D. Effect of Cholesterol and
Myelin Basic Protein (MBP) Content on Lipid Monolayers Mimicking the Cytoplasmic
Membrane of Myelin. Cells 2020, 9 (3), 529. https://doi.org/10.3390/cells9030529.

Es gibt viele Studien mit Lipid-Modellsystemen, in denen die Wechselwirkung zwischen
MBP und Lipiden untersucht wurde, da die genaue Reihenfolge der Ereignisse und
Besonderheiten der Konformation, Orientierung und Selbstorganisation von MBP auf
einer einzelnen Membranoberflache nicht bekannt ist. Diese missen jedoch mit Vorsicht
interpretiert werden, da die Modellsysteme haufig unter Verwendung des gesamten
Myelins [159-161] zu komplex oder zu einfach sind, wenn nur Teile der
Lipidzusammensetzung der zytoplasmatischen Seite verwendet werden [162-164].
Studien haben gezeigt, dass die Zusammensetzung der Monoschicht und die Menge des
darin enthaltenen Proteins fiir das Ergebnis wichtig sind und ein guter Hinweis auf die
Rolle in Lipiddoppelschichten wie Myelin sein kdnnen [14,165]. In einer friheren Studie
wurde diese Wechselwirkung mit Monoschichtadsorptionsexperimenten untersucht,
indem die Zusammensetzung der Lipidmonoschicht variiert und Informationen Uber die
spezifische Rolle jedes Lipids geliefert wurden [37]. Dabei wurde festgestellt, dass
Cholesterol im Vergleich zu anderen Lipiden eine untergeordnete Rolle spielt.

Mit einem geringen Einfluss auf die Proteininsertion (zumindest auf MBP) scheint die
Cholesterolmenge von 44% der gesamten Lipidmenge in der natirlichen
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Zusammensetzung sehr hoch zu sein. Dies wirft die Frage auf, warum der
Cholesterolgehalt so hoch ist (in den meisten ZNS-Membranen liegt er unter/etwa bei
20%) und wie MBP-Myelin-Wechselwirkungen von diesem spezifischen Cholesterolgehalt
abhdngen. Generell stéoren Abweichungen vom normalen Cholesterolspiegel die
Membranfunktionen und fiihren zu einer Beeintrdchtigung der Immunantwort und
zahlreichen anderen gesundheitlichen Anomalien [166—168]. Im Rahmen dieses Kapitels
sollen nun die Wechselwirkungen zwischen einer Lipidmonoschicht mit der allgemeinen
Zusammensetzung der zytoplasmatischen Myelinmembran mit variierendem
Cholesterolgehalt und MBP untersucht werden.

Im Folgenden werden die Langmuir-Monoschichtergebnisse von myelindhnlichen
Lipidmonoschichten mit unterschiedlichem Cholesterolgehalt (0%, 10%, 20%, 30%, 35%,
40%, 44%, 50%, 60% und 100% Cholesterol) prasentiert, wobei das Molverhaltnis der
anderen Lipide in den Gemischen konstant gehalten wird. Zusatzlich wurde die
Luft/Wasser-Grenzflache derselben Proben durch Epifluoreszenzmikroskopie untersucht.
Alle Experimente wurden mit und ohne bovinem MBP durchgefihrt, um die
Wechselwirkung von MBP mit den Monoschichten in Abhangigkeit vom Cholesterolgehalt
zu untersuchen.

3.1.1 Kompressionsisothermen

Alle Monoschicht-Messungen wurden bei 20 °C mit einer Subphase von HEPES-NaCl-
Puffer (mit 100 nM MBP) durchgefiihrt. Die untersuchten Lipidmischungen waren eine
Kombination verschiedener natirlicher Lipide, dhnlich der zytoplasmatischen Seite von
Myelin [68,169]. Gemische von 0%, 10%, 20%, 30%, 35%, 40%, 44%, 50%, 60% und 100%
Cholesterol wurden vermessen, wobei die Molverhaltnisse der anderen Lipide konstant
gehalten wurden (PC/PS/PE/SM/Pl 11:13:27:3:2; Durchfiihrungsparameter siehe
Kapitel 4.2). Eine Wilhelmy-Plattenanordnung wurde zur Messung des Oberflachendrucks
verwendet und der Oberflaichendruck selbst liefert Informationen ({iber die
Wechselwirkung zwischen Protein und Lipidschicht an der Luft/Wasser-Grenzflache [170—
172].

Die  Kompressionsisothermen von Lipidmischungen mit unterschiedlichem
Cholesterolgehalt ohne MBP sind in Abbildung 17 dargestellt. Die lift off-Bereiche der
Isothermen werden im Allgemeinen mit steigendem Cholesterolgehalt zu niedrigeren
Oberflachen verschoben, dies weist auf den Aufbau einer kompakteren Monoschicht hin.
Die Isotherme von 100% Cholesterol steigt aufgrund der hohen Steifigkeit des Films in der
kondensierten Phase stark an und spiegelt die Ergebnisse von Berring et al. [100],
Demel et al. [173] und Rodriguez et al. [174] fir reines Cholesterol wieder. Die
Verschiebung zu héheren Oberflachen mit abnehmendem Cholesterolgehalt zeigt den
gleichen Trend wie in den Studien von Smaby et al. [175] und in den binaren
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Lipidsystemen von Berring et al. [100] und Kim et al. [176]. Die Gesamtform der Kurven
bleibt ahnlich: diese geht von einer gasanalogen Phase in eine flissig-expandierte Phase
Uber und kollabiert bei hohen Oberflachendriicken, wobei kein Phaseniibergang in der
flussig-expandierten Phase zu beobachten ist. Das Verhalten der 44%igen
Cholesterolisotherme (der nativen Zusammensetzung) scheint besonders zu sein. Es
beginnt dhnlich wie die Isothermen mit einem niedrigeren Cholesterolgehalt (30% —35%),
endet jedoch in den Oberflachen mit einem héheren Cholesterolgehalt (50% —60%). Dies
bedeutet, dass bei hoheren Oberflachendriicken die Monoschicht aus 44% Cholesterol
eine hohere Ordnung erreicht.
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Abbildung 17:  Vergleich der Kompressionsisothermen von Lipidmonoschichten mit unterschiedlichem
Cholesterolgehalt. Die Monoschichten haben eine dhnliche Zusammensetzung wie die zytoplasmatische Seite der
Myelinscheide mit unterschiedlichen Cholesterolmengen (0%, 10%, 20%, 30%, 35%, 40%, 44%, 50%, 60%, 100%) auf
einer N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N'-ethansulfonsdure (HEPES) -NaCl-Subphase. Die gestrichelten Linien bei 20 und
35 mN/m veranschaulichen die fir die weitere Analyse verwendeten Flachenwerte.

Fur Gemische mit 20%, 44% und 60% Cholesterol wurde die theoretische ideale mittlere
Molekiilflache nach der Additivregel berechnet, wie von Berring et al. [100] beschrieben
(siehe Gleichung G2, weitere Erlduterungen siehe A2). In allen drei Gemischen sind die
experimentellen Werte im Vergleich zu den theoretischen Werten bei niedrigeren
Oberflachen zu finden (Abbildung A2) und zeigen den Kondensations- und Ordnungseffekt
von Cholesterol. Dariiber hinaus wurden die liberschiissigen freien Mischungsenergien
AGexcess fur Oberflachendriicke von 10, 20 und 35 mN/m fiir jede Monoschicht berechnet
(nach G3, weitere Einzelheiten siehe A3) [101-104]. Die meist negativen AGexcess-Werte
der Monoschichten stammen aus Anziehungskraften zwischen Molekiilen, die zu einer
Kondensation des Films fihren [101,105]. Bei allen drei Oberflachendriicken liegen die

39



AGexcess-Werte der Monoschichten mit einem Cholesterolgehalt von 10% bis 40% relativ
nahe bei 0 klJ/mol. Bei einem Cholesterolgehalt von 44% sinkt der Wert auf negativere
AGexcess-Werte, die bei hoheren Oberflachendriicken sogar abnehmen. Mit hoherem
Cholesterolgehalt steigt die (iberschiissige freie Mischungsenergie wieder an.
Monoschichten mit 44% Cholesterolgehalt haben daher den hochsten
Kondensationseffekt und die starksten Anziehungskrafte, was zu Monoschichten mit der
hochsten thermodynamischen Stabilitat fiihrt [177].

Nach Evaluierung des Injektionsprozesses (Diskussion in Anhang A4) wurde das Verfahren
mit Injektion des Proteins in die gasanaloge Phase fiir die weiteren Experimente

ausgewahlt.
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Abbildung 18:  Vergleich der Kompressionsisothermen von Lipidmonoschichten mit unterschiedlichem
Cholesterolgehalt und basischem Myelin-Protein (MBP). Monoschichten haben eine dhnliche Zusammensetzung wie
die zytoplasmatische Seite der Myelinscheide mit unterschiedlicher Menge an Cholesterol (0%, 10%, 20%, 30%, 35%,
40%, 44%, 50%, 60%, 100%) auf einer HEPES-NaCl-Subphase. Das basische Myelin-Protein wurde in die Subphase
(100 nM) injiziert. Die gestrichelten Linien bei 20 und 35 mN/m teilen die Isothermen in die drei im Text diskutierten
Regionen und visualisieren die Flachenwerte, die fiir die weitere Analyse herangezogen wurden (siehe Abbildung 19).

In Abbildung 18 sind die Isothermen der Monoschichten mit unterschiedlichem
Cholesterolgehalt und MBP dargestellt und weisen bereits auf den ersten Blick enorme
Unterschiede auf. Die Kurven nach der Injektion von MBP, welches unter die Monoschicht
injiziert wurde, weisen nicht nur einen lift off an einer viel groReren Oberflache auf,
sondern auch ihre Entwicklung unterscheidet sich stark von denen ohne MBP. Der friihere
lift off erklart sich durch den Einbau des Proteins in die Lipidmonoschicht, entweder durch
Wechselwirkung mit den Acylketten oder den Lipidkopfgruppen [178]. Durch den Einbau
des oberflachenaktiven Proteins steht weniger Flache zur Verfligung und dies resultiert in
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einer Zunahme des Oberflachendrucks. Die Oberflachendruckkurve kann in drei Bereiche
unterteilt werden, wie in Abbildung 18 durch gestrichelte horizontale Linien dargestellt.
Zu Beginn steigt die Kurve bei Kompression kontinuierlich auf ungefahr 20 mN/m an,
gefolgt von einem zweiten Bereich mit einem geringen Anstieg von 20 mN/m bis
ca. 35 mN/m, was auf ein Phaseniibergangsverhalten hinweist. Deutlich sichtbar ist dieser
Ubergang in den Kompressibilitatsgraphen fiir jede Monoschicht mit MBP (Abbildung A5).
Dort kann im gleichen Druck-Bereich eine starke Anderung der Kompressibilitat
beobachtet werden. Im dritten Abschnitt steigt der Oberflachendruck der Isothermen im
Bereich zwischen 30 und 35 mN/m steil an, bis die Monoschicht bei etwa 45 mN/m
zusammenbricht. Alle Isothermen haben die gleiche allgemeine Form. Das
Gesamtverhalten der Isothermen mit MBP zeigt in Bezug auf die Staffelung der
Monoschichten eine dhnliche Tendenz wie die Isothermen ohne MBP: In beiden Fallen
(Abbildungen 17 und 18) erreichen die Monoschichten eine héhere Lipidordnung mit
héherem Cholesterolgehalt.

Die mittleren Flachen pro Molekdl fir alle Monoschichtfilme in Prasenz und Abwesenheit
von MBP, die bei Driicken von 20 mN/m (Abb. 19a) und 35 mN/m (Abb. 19b, siehe auch
die horizontalen gestrichelten Linien in Abb. 17 und 18) bestimmt wurden, sind in
Abbildung 19 dargestellt. Der allgemeine Trend der Monoschichten, geordneter zu
werden, spiegelt sich in abnehmenden Flachen pro Molekiil mit zunehmendem
Cholesterolgehalt wider. Bei 20 mN/m betragt der Unterschied zwischen den Oberflachen
von Lipiden ohne MBP und Lipiden, die mit MBP interagieren, durchschnittlich
41 + 5,6 A2/Molekiil (Abbildung 19a). Dies weist stark darauf hin, dass MBP mit der
Lipidmonoschicht interagiert, da sonst fir schwache Wechselwirkungen die Flachenwerte
weitgehend identisch sein sollten. Der Unterschied in der Oberflache pro Molekil kann
mit ungefdhr 30-36 Lipiden pro MBP-Molekil berechnet werden (aus der Anzahl der
Lipide fiir die gesamte Monoschicht durch die Anzahl der Proteine mit einer Oberflache
von 1300 A? (Durchschnitt aus drei a-Helices), bei 20 mN/m). Durch chemische
Bindungsassays haben Sankaram et al. [179] ein Verhdltnis von 36:1 und
MacNaughtan et al. [180] durch Rontgenbeugung von 38:1 erhalten, welche mit dem hier
erhaltenen Wert Ubereinstimmen. Darliber hinaus wurde gezeigt, dass die Menge an
positiv geladenen Aminosaduren (31) mit der deduzierten Menge von 31 negativ geladenen
Lipiden korreliert [181], die im hier berechneten Umfang der Lipide liegt.

Des Weiteren ist bei der natlirlichen Zusammensetzung mit 44% Cholesterol in
Anwesenheit von MBP ein deutlicher Abfall in der ansonsten stetig abnehmenden Kurve
sichtbar. Die geraden Linien in Abbildung 19a und b zeigen die theoretischen idealen
mittleren molekularen Oberflachen und verdeutlichen, dass die Kondensationswirkung
von Cholesterol mit und ohne MBP mit 44% Cholesterolgehalt in der Monoschicht am
starksten ist. Ab einem Cholesterolgehalt von 50% und mit MBP im Film wird der
Kondensationseffekt abgeschwédcht. Das Erreichen einer héheren Ordnung durch
Kondensation, bereits in Abwesenheit des Proteins, scheint eine gute Voraussetzung fiir
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die Wechselwirkung mit MBP zu sein, da der Kondensationseffekt verstarkt wird. Eine
hohere Ordnung kann zu einem besseren Zugang fiir MBP zu den Interaktionsstellen, wie
z. B. negativ geladenen Lipiden, fuhren. Es ist bekannt, dass MBP als molekularer Klebstoff
wirkt, wodurch die Myelinscheide kompakter wird [21]. Es scheint, dass durch die
Wechselwirkung mit einer Membran auch die Monoschicht selbst verdichtet wird, indem
die negativ geladenen Lipide zusammengezogen werden. Maoglicherweise ist dies
notwendig, um die a-Helices (nicht kovalent) in der Membran zu verankern. Dies weist
darauf hin, dass die Lipidmischung mit 44% Cholesterol, wie sie auch in menschlichen
zytoplasmatischen Zellen vorkommt, eine noch kompaktere Membranschicht zu bilden
scheint (stark reduzierte Flache pro bendtigtem Molekil), die am besten mit MBP
interagiert.
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Abbildung 19: Mittlere Oberflache in Abhadngigkeit vom Cholesterolgehalt. Oberflachen von Lipidmonoschichten mit
(rot) und ohne MBP (schwarz) aus den Isothermen der Abbildungen 17 und 18 bei Oberfldchendriicken von (a) 20 mN/m
und (b) 35 mN/m. Gerade Linien geben die theoretisch idealen mittleren molekularen Oberflachen an.

Bei Oberflachendriicken von 35 mN/m (Abb. 19b) gibt es jedoch keinen signifikanten
Unterschied in den Oberflachen zu beobachten. Die Lipidmonoschicht verhalt sich so, als
ob keine Proteine vorhanden wiaren. Der Kondensationseffekt ist mit 44%
Cholesterolgehalt wieder am hochsten, aber die Intensivierung mit MBP fehlt. Kombiniert
flihren diese Ergebnisse zu der Schlussfolgerung, dass MBP stark mit der Lipidmonoschicht
interagiert und einen maximalen Oberflachendruck erreicht, bei dem die Interaktion am
effizientesten ist. Nach diesem Punkt wird der Druck in dem System zu hoch und MBP
wird wahrscheinlich aus der Monoschicht herausgedriickt (es kann immer noch z. B. von
der wassrigen Seite aus haften, aber mit einem fast vernachlassigbaren Beitrag zum
Druck). Wie aus den Isothermen ersichtlich, besteht bei hohen Oberflachendriicken tber
35 mN/m jedoch immer noch eine gewisse Wechselwirkung zwischen Protein und Lipiden.
Diese Vermutung wird auch durch die Ergebnisse von Rosetti et al. [182] gestltzt, die auch
das Oberflachenverhalten mit Langmuir-Filmen, jedoch des gesamten Myelins untersucht
haben. Ebenso ist der maximale Insertionsdruck (MIP) von MBP in myelindhnlichen
Monoschichten sehr hoch (42 mN/m) [37], was eher auf eine anhaltende Bindung von
MBP an die Monoschicht hinweist. Es konnte sein, dass sich MBP tatsachlich in einer
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Konformation ausrichtet, die nur minimal mit der Monoschicht interagiert und die von
MBP in der Grenzflachenschicht eingenommene Flache minimal ist. Dies kdnnte durch
Adhésion Uber elektrostatische Wechselwirkungen an den Lipidkopfgruppen der
Monoschicht oder Insertion einer kiirzeren Aminosauresequenz hervorgerufen werden.
Betrachtet man die Differenz zwischen den Oberflachen von 20 und 35 mN/m mit MBP in
verschiedenen Gemischen mit gleichem Cholesterolgehalt, so zeigt sich, dass mit 44%
Cholesterol in der Monoschicht der Unterschied am geringsten ist (36 A2/Molekiil, siehe
Anhang A6 Tabelle Al). Eine mogliche Interpretation dieses Ergebnisses ist, dass die
Monoschichten mit 44% Cholesterol und MBP bereits bei niedrigeren
Oberflachendriicken einen stabilen selbstorganisierten Zustand erreichen.

3.1.2 Analyse der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen

Um ein besseres Verstdandnis darlber zu erhalten, warum Lipidmonoschichten mit 44%
Cholesterol von den einfachen linearen Trends in Abbildung 19a abweichen, wurde die
Luft/Wasser-Grenzflache der Monoschicht mittels Epifluoreszenzmikroskopie untersucht.
Zu diesem Zweck wurde Gber dem Langmuir-Trog ein Fluoreszenzmikroskop montiert. Das
Lipid Rhodamin-DHPE wurde als Fluoreszenzfarbstoff verwendet. Dieses
Phosphatidylethanolamin besitzt eine Kopfgruppe, die mit Rhodamin markiert ist und
baut vorzugsweise in der flissig-expandierten Phase einer Monoschicht ein. Dabei wurde
vorab getestet, dass dieses keinen signifikanten Einfluss auf das Monoschichtverhalten
hat (siehe Druck/Flachen-Isothermen im Anhang, Abbildung A7). Es werden zuerst die
Aufnahmen von Filmen mit unterschiedlichem Cholesterolgehalt ohne MBP diskutiert und
anschlieRend werden die Anderungen, hervorgerufen durch die Prisenz von MBP,
analysiert und diskutiert.

Cholesterol hat eine kondensierende Wirkung [111,183], die auf der Bewegungsordnung
der Phospholipid-Kohlenwasserstoffketten beruht. Fir die Phospholipide in einer
Monoschicht an der Luft/Wasser-Grenzflache steht weniger Oberflache zur Verfligung,
dies fuihrt zu einer Verringerung der Freiheitsgrade der Lipidbewegung [184,185]. Dariber
hinaus unterbricht Cholesterol die Kopfgruppen-Kopfgruppen-Wechselwirkungen [63]. Es
wird angenommen, dass der Kondensationseffekt zu LipidfloRBen (rafts) fihrt: kleine
Domadnen, die mit Cholesterol, gesadttigten Phospholipiden und Sphingolipiden
angereichert sind. Diese sind dichter gepackt und weisen in einer ansonsten fliissigen
Umgebung eine verringerte FlieRfahigkeit auf, was als Koexistenz verschiedener
Lipidphasen beschrieben werden kann [58,59]. Der Ubergang zwischen einer
Zweiphasenregion (Entmischung) und einer Einphasenregion (Mischbarkeit) ist
druckabhangig und eine Funktion des Cholesterolgehalts [111,112]. Es sind mehrere
Domdnenmuster moglich. Streifen erscheinen nahe am oberen kritischen
Mischungsdruck, wahrend sich bei niedrigeren Oberflachendriicken kreisformige
Domanen bilden [111].
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Verdnderung des Cholesterolgehaltes ohne MBP

In Abbildung 20 sind die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen von Monoschichten
ohne MBP mit der natlirlichen Lipidzusammensetzung wahrend einer Kompression
dargestellt. Diese zeigen, dass bei 44% Cholesterol in der Monoschicht unterschiedliche
Lipiddomanen sichtbar sind. Die hellen Bereiche der Aufnahmen stellen die flissig-
expandierte Phase dar, in der sich der verwendete Farbstoff Rhodamin-DHPE bevorzugt
verteilt [186]. Die dunklen Domanen sind mit Cholesterol angereicherte Phasen, bei
denen es sich wahrscheinlich um fliissig-geordnete Phasen handelt (dhnlich wie bei
Doppelschichten) oder welche mit LipidfloRen zusammenhédngen [59,187]. In einer
vereinfachenden Ansicht bestehen diese Modellmembranen aus Cholesterol und
Phospholipiden (und Sphingomyelin), die man als pseudobindre Systeme beschreiben
kann, wie z. B. von Radhakrishnan et al. [58] vorgeschlagen, bei welchen eine Trennung in
eine phospholipidreiche und eine cholesterolreiche Mikrophase stattfindet. Um
sicherzugehen, dass die dunklen Domanen an Cholesterol angereichert sind, wurde das
gleiche Experiment mit einem fluoreszenzmarkierten Cholesterol (TopFluor® Cholesterol)
durchgefiihrt. Das Ergebnis zeigt ein inverses Fluoreszenzbild, das beweist, dass
Cholesterol in den dunklen Doméanen angereichert ist (siehe Abbildung A8).

Bei einem Cholesterolgehalt von 44% (siehe Abbildung 20) und héher haben die Doménen
die Form von ,Kreisen in Kreisen“ (zwei nicht mischbare Phasen; groRere isolierte
kreisformige Domadnen, die mit kleineren kreisformigen Domadnen dispergiert sind;
Abbildung 20A-C). Es kénnen helle Kreise in dunklen Kreisen sein oder umgekehrt. Es
bilden sich hauptsachlich kreisférmige Domanen, was fir flissig-flissig-Grenzflachen
erwartet wird. Die Krimmung der lateralen Grenzflaichen ergibt sich aus der
Linienspannung, die als Grenzflachenenergie am Domanenrand beschrieben wird und die
Anderungen in Wachstum, GroRe und Form von Dominen definiert [188,189]. Der
regelmalige Abstand zwischen hauptsachlich cholesterolreichen Phasen, die mit flissig-
expandierter Phase gefiillt sind, ist auf die dipolare AbstoBung zurlickzufiihren [112],
dhnlich den Gemischen aus Phospholipiden und Cholesterol in einem Molverhaltnis von
0,3-0,4 Cholesterol [112,190,191].
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Abbildung 20: Reprasentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen des Kompressionsverhaltens der
Lipidmonoschicht mit 44% Cholesterol und 0,05 mol-% 1,2-Dihexadecanoyl-sn-glycero-3-phosphoethanol-amin-N-
(lissamin rhodamin B sulfonyl) (Rh-DHPE) auf einer HEPES-NaCl-Puffer-Subphase bei ca. (A-B) 0 mN/m, (C) 5 mN/m, (D)
21 mN/m, (E) 25 mN/m, (F) 30 mN/m, (G) 35 mN/m, (H) 36 mN/m, und (1) 37 mN/m. Der MaRstabsbalken reprasentiert
20 um. (J) Kompressionsisotherme.
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Kleinere Domanen zeigen eine Brownsche Molekularbewegung und das
Doménenverhalten dndert sich aufgrund der Kompression (Abbildung 20B-H). Zunachst
werden die Domanen durch Komprimieren der Monoschicht zusammengeschoben, bis
zwischen ihnen nur noch eine geringfiigige flussig-expandierte Phase verbleibt (helle
Bereiche). Die Verringerung der Linienspannung fiihrt zu kreisférmigen Doméanen. Die
Tatsache, dass diese einen regelmaRigeren Abstand zueinander einhalten, kann auf
abstolRende Wechselwirkungen zwischen ihnen hinweisen [159]. Dann verschmelzen die
Domadnen mit einer divergierenden GroéRenverteilung zu Domadnen gleichmaRigerer
GroRe (Abbildung 20F). Wenn eine bestimmte GroRRe erreicht ist, wachsen die Domanen
nicht weiter, sondern werden deformiert. Die scharf abgegrenzten, kreisformigen,
kondensierten Domanen sind weniger regelmalig geformt, aber immer noch deutlich
voneinander getrennt. Zu diesem Zeitpunkt sind in der dunklen kondensierten Phase fast
keine hellen Flecken mehr vorhanden. Durch weiteres Komprimieren der Monoschicht
|6sen sich die Domanengrenzen auf und es entstehen gréRere kondensierte Bereiche. Die
Linien der kondensierten Domanen werden unscharf (Abbildung 20G), und schliefilich
wandelt sich die Monoschicht in eine homogen gemischte Monoschicht um. Dies fuhrt zu
einer plotzlichen Verdanderung des Fluoreszenzverhaltens, dem Verschwinden der
kondensierten Phase und einem insgesamt grauen, homogenen Bild (Abbildung 20H+l).
In anderen Experimenten, z. B. nur mit Phospholipiden, wirde 20H einem
Zusammenbruch der Monoschicht entsprechen, der normalerweise von einem Abfall des
Oberflachendrucks begleitet wird. Dies ist hier nicht der Fall: in den Filmen mit 44%-50%
Cholesterol ist kein Hinweis auf die Anderung der Dominen in den Isothermen bei
Dricken zwischen 30 und 40 mN/m erkennbar. Der Kollaps der Monoschicht erfolgt nach
der Homogenisierung des Fluoreszenzbildes bei Oberflachendriicken von 40-50 mN/m.

Das gleiche Kompressionsverhalten wie Proben mit 44% Cholesterol zeigen Proben mit
50% Cholesterol. Bei 60% und 100% Cholesterol ist bei 20 °C kein finaler Ubergang in eine
homogene Phase nachweisbar. Bis das Ende der Isotherme erreicht ist bleiben die
Domaénen getrennt (Anhang A10). Um die Monoschicht mit (nominell) 100% Cholesterol
abzubilden, wurden 0,05 mol-% Rh-DHPE hinzugefiigt, welches eine endgliltige Mischung
von 99,95% Cholesterol ergab. Es konnte beobachtet werden, dass PE in einer fllissig-
dhnlichen Phase verteilt ist, hauptsachlich auRerhalb der dunklen, kondensierten
Cholesterolphase oder direkt an der Grenze der Cholesteroldoméanen. Dieses Experiment
zeigt auch, dass bereits eine sehr geringe Menge Phospholipid zur Domanenbildung fihrt
(siehe Abbildung A9 100%) [192]. Die Gesamtfldache der cholesterolreichen Domanen von
Monoschichten mit hohem Cholesterolgehalt ist groRer als die bei geringem
Cholesterolgehalt. Die Domanengrofle ist viel groRer als in Proben mit niedrigem
Cholesterolanteil und Doméanen kdnnen sogar die GrolRe des beobachteten Zielbereiches
(@ = 240 um) erreichen. Selbst mit nur 10% Cholesterol in der Membran sind an der
Luft/Wasser-Grenzflache unterschiedliche Domaéanen sichtbar (siehe Fluoreszenzbilder
aller Proben wahrend der Kompression in Anhang A10). Diese Domanen sind jedoch keine
,Kreise in Kreisen”, sondern nur dunkle Kreise. Man kann das Verschwinden der Domanen
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verfolgen, wenn Fluoreszenzaufnahmen bei unterschiedlichen Driicken in den Isothermen
nach dem lift off der Isotherme aufgenommen werden.

Monoschichten mit bis zu 40% Cholesterol ohne MBP zeigen bereits bei niedrigen Driicken
(5-10 mN/m) eine homogen fluoreszierende Grenzflache (siehe Abbildung A9). Ab einem
Cholesterolgehalt von 44% andert sich Form und Gestalt der Domé&nen deutlich in Kreise
innerhalb von Kreisen und das Verschwinden der Domdnen erfolgt bei hoéheren
Oberflachendriicken. Diese Domadnenveranderung liegt im selben
Cholesterolgehaltbereich wie die aus Abbildung 19 beobachteten Veranderung der
Oberflachenwerte.

Darlber hinaus ist es relevant, dass sich in allen Monoschichten Flickenteppiche aus
Domanen bilden (siehe Fluoreszenzaufnahmen einer 44%igen Cholesterol-Monoschicht
mit einem 20-fachen VergrofRerungsobjektiv anstelle des 50-fachen, Abbildung A11). Die
Monoschicht besteht also aus Bereichen, in denen Domanen in einem Verbund auftreten
und Bereichen, in denen sich keine oder weniger Domanen bilden. Letztere werden
wahrend der Komprimierung des Films kleiner. Dieser Flickenteppich ist jedoch nicht
verwunderlich, zieht man in Betracht, dass in Zellmembranen die Verteilung der Lipide
bzw. rafts auch inhomogen ist [1]. McConnell et al. [111] und Keller et al. [193-195]
beobachteten flissig-fliissig-Entmischungs-Phasendiagramme flir Monoschichten von
Phospholipid-Cholesterol-Gemischen. Diese zeigten einen oberen kritischen
Entmischungspunkt, der mit dem Verschwinden heller Streifen auf einem dunklen
Hintergrund einherging. Aufgrund der inhomogenen Verteilung der Domadnen und des
begrenzten Beobachtungsbereichs ist es in dieser Studie nicht moglich, das
Mischungsverhalten anhand der Fluoreszenzbilder zu quantifizieren. Die
Fluoreszenzbilder der Lipidmonoschichten ohne Protein zeigen jedoch auch den
allgemeinen Trend, dass mit zunehmendem Cholesterolgehalt mehr cholesterolreiche
Domaénen gebildet werden (siehe Abbildung A9), die einem héheren Oberflachendruck
standhalten (Ende der Phasentrennung bei héheren Oberflachendriicken).

Verdnderung des Cholesterolgehaltes mit MBP

Mit der Injektion von bovinem basischem Myelin-Protein unterhalb der Lipidmonoschicht
erscheint die Domanenform von , Kreisen in Kreisen“ wie oben beschrieben (dhnlich wie
bei McConnell et al. [111,112]) in allen Gemischen, selbst bei Proben mit einem
niedrigeren Cholesterolgehalt als 44% (Abbildung 21; siehe Vergleich aller Gemische bei
10 mN/m im Anhang, A9). Dariber hinaus wird die von der dunklen, kondensierten Phase
eingenommene Flache mit hoherem Cholesterolgehalt in der Lipidmonoschicht groRer
(siehe Vergleich aller Gemische bei 10 mN/m im Anhang A9). Es ist interessant
festzustellen, dass, wenn sich MBP in der Subphase befindet, graue Flecken in den
Mikroskopaufnahmen auftreten (Abbildung 21A-B rote Pfeile). Diese Flecken sind ohne
MBP nicht sichtbar und weisen stark darauf hin, dass es sich dabei um Wechselwirkungen
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von MBP mit der Lipidmonoschicht handelt [37,65]. Die grauen Bereiche befinden sich
immer in der Nahe der kondensierten Phase an der Grenzfliche zwischen
phospholipidreichen und cholesterolreichen Domanen, wie von Widder et al. [37]
beschrieben. Der Phasenlibergang, der in allen Isothermen der Monoschicht mit MBP
beobachtet wird, ist im Allgemeinen ahnlich dem Fall ohne Protein, wie zuvor fiir 44%
Cholesterol beschrieben. Dies spiegelt das von Oliveira et al. [159] beschriebene
Verhalten wider, dass eine mikroheterogene Oberflachenphase mit unterschiedlichen
Zusammensetzungen in Myelinmonoschichten aus ganzem Myelin koexistieren. Das
topografische Verhalten wurde dabei in zwei Abschnitte eingeteilt: den ersten bis zu
20 MN/m, der aus meist runden und groBen Clustern flussig-expandierter und
cholesterolreicher Phasen besteht, und den zweiten, der das progressive fraktalartige
Muster Uber 20 mN/m beschreibt. Die Domanen haben somit oberhalb von 20 mN/m ihre
Form geandert, dhnlich wie dies in der hiesigen Arbeit beobachtet werden kann. Wahrend
die Monoschicht komprimiert wird, steigt hier im ersten Bereich der Isotherme mit
Protein, unterhalb eines Oberflachendrucks von 20 mN/m, der Oberflachendruck
konstant an. Die Domanen werden immer mehr komprimiert (Abbildung 21C). In Region
zwei (siehe Abbildung 18) ist von 20 bis 35 mN/m eine leichte Ausbuchtung in der
Isotherme sichtbar, die auf den Beginn eines Phaseniibergangs oder das Herausdriicken
des Proteins hinweist. Diese Anderung des Phasenverhaltens entspricht den
Fluoreszenzaufnahmen, die die Verschmelzung von Dominen (Uberwindung der
AbstofRung) zeigen, bis eine bestimmte GroRe erreicht ist und die grauen Flecken, die MBP
markieren, verschwinden (Abbildung 21D-E). Oberhalb von ca. 35 mN/m sind keine
grauen Bereiche mehr erkennbar. Darliber hinaus verformen sich die Doméanenrander von
vollstandig kreisformig zu Strukturen mit Randern, die langlichen, gebogenen Linien
dahneln (Abbildung 21F-G). Bei weiterer Komprimierung werden die Rander wie oben
beschrieben unscharf (Abbildung 21H-I), dies wird durch eine schwéchere Linienspannung
verursacht. Die Entwicklung der mikroskopischen Bilder zeigt deutlich eine Reorganisation
des Films aufgrund des Drucks und der Wirkung des Proteins. Diese detailliertere
Beobachtung konnte zuvor nicht abgebildet werden. Das Ergebnis untermauert das
vorgeschlagene ,Herausdriicken“ von MBP aus den Monoschichten bei hdheren
Oberflichendriicken, in Ubereinstimmung mit Rosetti et al. [182]. Die Erstellung eines
guantitativen Phasendiagramms der kondensierten cholesterolreichen Phase in
Abhéngigkeit vom Cholesterolgehalt war aufgrund der heterogen verteilten Doménen in
Flickenteppiche nicht moglich (siehe Anhang A10).
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(Die Abbildung wird auf der ndchsten Seite fortgesetzt.)
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Abbildung 21: Reprasentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen des Kompressionsverhaltens der
Lipidmonoschicht mit 44% Cholesterol und 0,05 mol-% Rh-DHPE auf einer HEPES-NaCl-Puffer-Subphase nach Injektion
von MBP bei ca. (A-B) 5 mN/m [37], (C) 20.8 mN/m, (D) 22 mN/m, (E) 25 mN/m, (F) 25.8 mN/m, (G) 28.7 mN/m, (H)
28.9 mN/m, (1) 30 mN/m, (J) 32 mN/m, und (K) 37 mN/m. Rote Pfeile markieren Regionen mit MBP-Adsorption. Der
MaRstabsbalken reprasentiert 20 um. (L) Kompressionsisotherme.

Cholesterol ist bekannt dafiir, dass es Monoschichten stabilisiert und
verdichtet [196,197]. Dies kann auch in dieser Studie beobachtet werden: Aufgrund eines
hoheren Gehalts an kondensierten Domaéanen, die aus einer hoheren Menge an
Cholesterol stammen, kann die Lipidmonoschicht zu kleineren Oberflachen komprimiert
werden. Cholesterol hat einen fast vernachlassigbaren Einfluss auf die elektrostatischen
Wechselwirkungen mit dem Protein [37]. Vergleicht man die experimentellen Ergebnisse
von Lipidmonoschichten mit 10% und 44% Cholesterol, stellt man fest, dass sich MBP im
ersteren Fall ,,anders” in die Monoschicht einfligt. Dies bedeutet, dass mit gleichen Menge
an MBP bei grofReren Oberflichen hohe Oberflaichendriicke erreicht werden
(Abbildung 18, schwarz und magenta). Dies kdnnte bedeuten, dass mehr MBP eingebaut
wird oder die Art des Einbaus von MBP in die Monoschicht anders ist. Bei niedrigem
Cholesterolgehalt sind die attraktiven Krafte der Monoschicht geringer, obwohl an der
Wasseroberflaiche mehr Platz zur Verfligung steht. Dies ist auf eine hohere Menge der
geladenen Lipide PS und Pl zuriickzufiihren, die den starksten Einfluss auf MBP haben und
zu elektrostatischen Wechselwirkungen fiihren [37,198,199]. Dies resultiert in einer durch
das positiv geladene MBP induzierten Lipidkondensation und folglich zu einer geringeren
FlieRfahigkeit [200] der Monoschicht, was zu einem friiheren Zusammenbruch der
Monoschicht sowie zu einer Phasenumwandlung fiihrt. Der abschirmende Einfluss von PE
und PC [37] ist vernachlassigbar, da das Verhaltnis aller Lipide in der Mischung (aulRer
Cholesterol) gleich ist und somit die Wechselwirkungen zwischen PE, PS, PC und Pl (und
moglicherweise auch SM) qualitativ und quantitativ ahnlich sind. Mit 44% Cholesterol in
der Monoschicht gibt es schlichtweg einen geringeren Anteil an geladenen Lipiden und
somit wird zusammen mit den cholesterolreichen Regionen die reine elektrostatische
Wechselwirkung zwischen der Lipidmonoschicht und MBP verringert. Der Bindungs-/
Inkorporationsmodus scheint sich jedoch zu &ndern, da MBP, wie in den
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fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen zu sehen ist und wie bereits bei
Widder et al. [37] berichtet wurde, sich nun vor allem an der Grenzregion von cholesterol-
und phospholipidreicher Regionen einzubauen scheint. Infolge des hohen
Cholesterolgehalts wird die nicht besetzte, freie Oberflache fir die flissig-expandierte
Phase verringert, aber die Stabilitdit (hohere Ordnung, attraktivere Krafte) der
Monoschicht wird erhoéht, wie dies in Druckisothermen und fluoreszenzmikroskopischen
Aufnahmen beobachtet werden kann. Eine Zunahme der Gesamtverdichtung, obwohl es
mehr kondensierte Domadnen gibt, ist auf die hohere Ordnung und die optimierte
Oberflachenfillung in der kondensierten Phase zuriickzufiihren. Die fllssig-expandierte
Phase ist lockerer gepackt und Lipide haben mehr Bewegungsfreiheit. Daher sind die
Acylketten moglicherweise nicht ausgerichtet und nehmen im Durchschnitt groRere
Flachen pro Molekiil ein. Die Ergebnisse von Lipidmonoschichten mit 50% und 60%
Cholesterol, die mit MBP interagieren, zeigen keine signifikante Verbesserung der
Monoschichtstabilitdt im Vergleich zum nativen Gehalt von 44%. Diese 44% Cholesterol
in der Lipidmonoschicht scheinen den besten Kompromiss zwischen einerseits guter
Wechselwirkung mit MBP und  Fluiditdt und andererseits vermutlich
Monoschichtstabilitat zu markieren. Wie Anhand der fluoreszenzmikroskopischen
Aufnahmen geschildert, stabilisiert MBP zusatzlich die cholesterolreichen Domaéanen der
Monoschicht.

3.1.3 Schlussfolgerung

Das Gesamtverhalten der Monoschichten in Prasenz und Abwesenheit von MBP ist
identisch: Mit zunehmendem Cholesterolgehalt wird die Oberflache pro Molekil zu
geringeren Werten verschoben, da die Anzahl der mit Cholesterol angereicherten,
kondensierten Domédnen zunimmt. Daher ist die Packung der Monoschicht geordneter
und die Oberflache kann weiter komprimiert werden. Wenn die Monoschicht einer
einzelnen Lipidmischung komprimiert und damit der Oberflaichendruck erhéht wird,
andern Domanen ihre Form von kreisférmig in einen unscharfen Zustand, dann in Streifen
und schlief’lich in eine homogen gemischte Monoschicht.

Wenn MBP hinzugefligt wird, zeigen alle Mischungen mit unterschiedlichem
Cholesterolgehalt Domanen von ,Kreisen in Kreisen”, jetzt in Kombination mit grauen
Flecken, auf. Diese konnen als Cluster von MBP identifiziert werden, die mit der
Monoschicht interagieren [37]. Darliber hinaus wird die Existenz dieser favorisierten
Wechselwirkung durch den Unterschied der mittleren Molekiilfliche von Monoschichten
mit und ohne MBP bei 20 mN/m belegt (Abbildung 19a), der einen Unterschied von
ungefihr 41 A2/Molekil zeigt. Bei 35 mN/m ist der Unterschied jedoch nahezu
vernachldssigbar, was bedeutet, dass sich die Kompressionsisothermen mit Protein bei
hohen Oberflachendriicken so verhalten, als ob sich kein Protein in der Umgebung
befindet. Dies verbietet keine Wechselwirkung von MBP mit Lipiden, deutet jedoch auf
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einen geringeren Einfluss von MBP auf die Ordnung der Monoschicht hin, da das MBP
seine Verbundenheit mit dem Oberflachendruck dndern und daher moglicherweise nur
lose gebunden sein konnte. Die Fluoreszenzaufnahmen zeigen auch das Verschwinden der
grauen Flecken bei héheren Oberflachendriicken zwischen 20 und 35 mN/m. Als Fazit wird
ein ,,Herausdriicken" in dem spezifischen Druckbereich vorgeschlagen, in dem eine leichte
Ausbuchtung in der Kompressionsisotherme sichtbar ist. Dies bedeutet, dass es einen
maximalen Druck gibt, bei dem die Wechselwirkung zwischen Lipiden und Protein am
effizientesten ist. Danach reorganisiert sich das Protein in seiner Konformation und
Wechselwirkung, um den angelegten Stress zu tiberwinden. Die Monoschichten mit 44%
Cholesterolgehalt und MBP stellen die stabilsten Monoschichten dar und weisen die
grofRte Verbesserung der Stabilitdt bei normalen Membranoberflichendriicken von
35 mN/m im Vergleich zu den Monoschichten mit nur Phospholipiden auf. Dies ist ein
klares Zeichen dafiir, dass die Zusammensetzung der Monoschicht sehr wichtig ist und die
Variation auch nur einer Komponente einen groRen Einfluss auf die Wechselwirkung
zwischen der Lipidmonoschicht und dem basischen Myelin-Protein hat.

Zusammenfassend haben die Ergebnisse gezeigt, dass eine Menge von 44% Cholesterol in
der nativen Lipidmonoschicht einen signifikanten Einfluss auf das Verhalten der
Kompressionsisotherme hat. Hierbei zeigt die Isotherme mit 44% Cholesterolgehalt das
einzigartige Verhalten (im Vergleich zu den anderen Gemischen ohne MBP), dass diese
bei niedrigeren Oberflachendriicken dem Kompressionstrend von niedrigerem
Cholesterolgehalt folgt (30% —35%) und bei hoheren Oberflichendriicken sind die
Oberflachen mit denen von 50% —60% Cholesterolgehalt vergleichbar. Dieser Einfluss ist
auch in Fluoreszenzaufnahmen mit farbstoffmarkiertem PE deutlich sichtbar ist, da in den
Monoschichten ohne Protein pl6tzlich ,Kreise in Kreisen" auftreten. Bei hdheren
Oberflachendriicken bewirkt die Monoschicht mit 44% Cholesterol eine zunehmende
Kondensationswirkung und scheint eine thermodynamisch stabilere Monoschicht zu
bilden. Die Mischung mit 44% Cholesterol kombiniert den héchsten Kondensationseffekt
(vermutlich korrelierend mit einer guten Verdichtung und Stabilitdt) und eine optimale
Proteinwechselwirkung.

Alles in allem besteht eindeutig eine Wechselwirkung zwischen der Lipidmonoschicht und
MBP, was durch die unterschiedlichen Effekte, die in den Druck/Flachen-lsothermen mit
und ohne Protein aufgezeichnet wurden, analysiert werden kann. Dies spiegelt sich in
dem unterschiedlichen Kurvenverhalten und der Anderung der
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wider, insbesondere im Auftreten der grauen
Flecken von aggregiertem MBP. Es sollte bedacht werden, dass die Lipidmonoschicht nicht
unbedingt den natirlichen Zustand des gesamten Myelins darstellt, da sie nur eine halbe
Doppelschicht darstellt. Da Oliveira et al. [159] ein dhnliches Verhalten im gesamten
Myelin berichtet haben, zeigen die Ergebnisse, dass das Monoschichtmodell, das nur mit
den ausgewdhlten Lipiden und MBP verwendet wurde, eine robuste Nachahmung und ein
nahezu minimales System fiir das gesamte Myelin in Bezug auf das Gesamtverhalten der
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Lipidschicht und MBP-Wechselwirkung zu sein scheint. Da das verwendete
Monoschichtmodell simpler und einfacher zu handhaben ist und in zukiinftigen Arbeiten
fir Anderungen einzelner Komponenten und anderer Proteine genauer hergestellt
werden kann, hat es den Vorteil, dass die im gesamten Myelin beobachteten
Eigenschaften reproduziert werden. Es ist immer noch ausreichend komplex, so dass das
MBP die Grundstruktur seiner natlirlichen Umgebung hat, die nicht mit einem System aus
einem oder zwei Lipidsorten in der Monoschicht gegeben ist. Trotzdem sollte das
Monoschichtmodell dieser Studie verbessert werden, um sich physiologischeren
Bedingungen zu nahern, z. B. durch Einstellen des Salzgehalts [201,202].

3.2 Untersuchungen an Lipiddoppelschichten

In den vorherigen Kapiteln wurde der Einfluss des Cholesterolgehaltes auf Monoschichten
mit einer myelinartigen Zusammensetzung untersucht und wie diese Veranderung das
Bindungsverhalten von MBP beeinflusst. In einem weiteren Schritt werden nun Modell-
Membran-Systeme basierend auf einer Lipiddoppelschicht betrachtet.
Lipiddoppelschichten (bilayer) bestehen, wie in Kapitel 2.2 beschrieben, aus zwei sich an
den Kohlenwasserstoffketten gegeniiberliegenden Monoschichten. Die Stoffklasse und
Kombination der Lipide bestimmt dabei die resultierende Form/Struktur.

In mehreren Studien wurde der Klebeeffekt von MBP auf Modellmembranen mittels
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) aufgezeigt. [22,44,45,203] Fir in vitro
Untersuchungen wurden sogenannte multilamellare Vesikel (MLVs; multilamellar
vesicles) mit Myelinlipidextrakten oder analogen Lipidzusammensetzungen (aus einzelnen
Lipiden) verwendet. MLVs sind Vesikel, die nicht nur eine einzelne Lipiddoppelschicht,
sondern mehrere Schichten aufweisen und somit die gestapelte Lipidmembran in der
Myelinscheide imitieren. Die Lipidzusammensetzungen variieren von einem
ausgewahlten Lipid wie PC [204] liber zwei oder drei Hauptlipide der zytoplasmatischen
Myelin-Membran [203,205] bis zur vollstandigen Extraktzusammensetzung [22,45,206].
MLVs stellen neben nanodiscs[207] das Modellsystem dar, das der natiirlichen Struktur
der Myelinscheide am nachsten kommt. Multilamellare Vesikel werden verwendet, da die
Myelinscheide aus gestapelten Doppelschichten besteht, die um das Axon gewickelt sind
(siehe Abbildung 3) und da hauptsachlich MBP diese Doppelschichten (neben PLP, MOBP
und OSP im ZNS [34]) zusammenhalt [22]. Um eine differenziertere Sicht auf die
untersuchten Modellmembranen zu erhalten, lohnt es sich jedoch einen Blick auf
vereinfachte Modellsysteme (wie schon in Kapitel 2.2 gezeigt) zu werfen. Im Fall von MBP,
welches kein Transmembranprotein ist, sollte die Vereinfachung einen geringen Einfluss
auf die Lipid-Protein-Wechselwirkungen haben. Daher wiére es einfacher, die
Wechselwirkungen von nur einer einzelnen Lipiddoppelschicht anstelle von vielen zu
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beobachten. Dies kann durch die Verwendung von grofRen unilamellaren Vesikeln (LUVs;
large unilamellar vesicles) erreicht werden.

Im Folgenden werden stets LUVs verwendet, die definiert sind als Vesikel-Strukturen,
welche mit einem Durchmesser von 100-250 nm nur eine Lipiddoppelschicht besitzen.
Diese stellen, im Vergleich zu den bisher untersuchten Monoschichten, ein komplexeres
System dar und reprasentieren besser den Aufbau der natiirliche Myelinmembran. Im
Gegensatz zu planaren Monoschichten, missen fiir die Charakterisierung der LUVs
zusatzlich unter anderem der Durchmesser der Vesikel, die Kriimmung der dufleren und
inneren Schale und Effekte zwischen den einzelnen Lipidschichten (z. B. flip-flops) mit
einbezogen werden. Alle LUVs in dieser Arbeit wurden nach dem Quell-Prinzip hergestellt
und anschlieRend auf eine einheitliche GroRe (100 nm) extrudiert, wie in Kapitel 4.4
beschrieben. Fir die jeweilige Messmethode und experimentelle Serie wurde ihre
Konzentration und/oder Zusammensetzung angepasst.

3.2.1 Einfluss des Cholesterolgehaltes in myelinartigen LUVs auf die Interaktion
mit MBP

Als Weiterfiihrung der Experimente mit Lipidmonoschichten (siehe Kapitel 3.1), wurde die
Abhangigkeit der MBP-Lipid-Interaktion vom Cholesterolgehalt in LUVs untersucht.
Entscheidend fir die gewahlte Lipidzusammensetzung war, dass MBP spezifisch mit der
zytoplasmatischen Seite interagiert und nicht sehr tief in die Lipidmembran eindringt. Die
hier verwendete Lipid-Zusammensetzung ist daher angelehnt an die Komposition der
zytoplasmatischen Seite der Myelinmembran und besteht aus Phosphatidylcholin (PC),
Phosphatidylserin (PS), Phosphatidylethanolamin (PE), Sphingomyelin (SM) und
Phosphatidylinositol (Pl) im molaren Verhaltnis von 11:13:27:3:2 [68]. In den vorherigen
Kapiteln wurde gezeigt, dass diese Zusammensetzung in Experimenten mit
Monoschichten die Ergebnisse von Monoschichten mit ganzem Myelin im
Gesamtverhalten nachahmt [208]. Da reines Cholesterol keine Doppelschichten ausbildet,
wurde fir die folgenden Versuchsreihen der Gehalt an Cholesterol zwischen 0% und 60%
systematisch variiert (bei gleichbleibender Gesamtlipidmenge). Die Messungen wurden
anschlieBend in Kombination mit MBP wiederholt. Die Vesikel wurden mittels Kryo-
Transmissionselektronenmikroskopie, Dynamischer Lichtstreuung, Elektrophoretische
Lichtstreuung und Elektronenspinresonanz-Spektroskopie untersucht.
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3.2.1.1 Visualisierung des Einflusses des Cholesterolgehaltes mittels
Kryo-Transmissionselektronenmikroskopie

Kryo-Transmissionselektronenmikroskopie (Kryo-TEM) erlaubt die Untersuchung von
Proben, welche eine wadssrige Umgebung bendtigen, um sich zu bilden und zu
persistieren, allerdings auf Trocknungs- oder Farbeverfahren sensibel reagieren. Die sehr
schnelle Vitrifikation der Probe und Messung bei Temperaturen von fllissigem Stickstoff
ermoglicht die Beobachtung ohne Dehydratisierung, Kristallisation und Reorganisation
der Probe. [158] Das ermoglicht das Vermessen von Proben basierend auf amphiphilen
Molekilen (insbesondere Vesikel) und Proteinen.

Kryo-TEM wurde in dieser Studie verwendet, da Experimente mit Farbung verzerrte und
unscharfe Bilder zeigten, wie dies auch in anderen Vesikelstudien zu sehen war [209].
LUVs mit einem Cholesterolgehalt von 20%, 44% und 60% wurden hergestellt (wobei das
Molverhaltnis der anderen Lipide konstant gehalten wurde; PC/PS/PE/SM/PI
11:13:27:3:2) und in Prdsenz und Abwesenheit von MBP (Lipid/Protein-Verhaltnis
567:1 [36]) untersucht. Die Cholesterolmengen von 20% (Beispiel aus dem niedrigen
Prozentbereich) und 60% (Hochstwert) wurden ausgewihlt, um einen Uberblick zu
erhalten, was geschieht, wenn der natiirliche Gehalt von 44% erh6ht oder verringert wird.

In Abbildung 22 (Zeile 1) sind die Kryo-TEM-Aufnahmen von LUVs ohne MBP dargestellt.
Unabhéngig vom Cholesterolgehalt sind die LUVs klar voneinander getrennt und haben
eine runde Form. Neben vereinzelten bi- oder multilamellaren Vesikeln prasentieren die
Kryo-TEM Aufnahmen eine Vielzahl an unilamellaren Vesikeln. Diese Erkenntnis korreliert
mit den spater diskutierten DLS-Daten (siehe Kapitel 3.2.1.2). Shaharabani et al. [44,45]
haben mittels SAXS und Kryo-TEM gezeigt, dass selbst ohne MBP Unterschiede in MLVs
mit einer Lipidzusammensetzung dhnlich der von Menschen mit und ohne MS-Erkrankung
bestehen. In MLVs mit einer Lipidzusammensetzung von Erkrankten (hier vergleichbar mit
60% Cholesterolgehalt) konnte eine starke Verdanderung der Membran-Krimmung
festgestellt werden. In der invertierten hexagonalen Phase, die mit der lamellaren
koexistiert, wellt sich die Membran mit groRer lokaler Kriimmung. Da solch eine
Krimmung hier nicht zu beobachten ist, scheint diese Phasenumwandlung erst in
multilamellaren Systemen hervorzutreten oder ist auf die leicht andere
Lipidzusammensetzung (zusatzlich PI) zuriick zu fiihren. In der selben Studie wurde
ebenfalls der SM- und PC-Gehalt verandert und zeigte bei bestimmten Kombinationen
bzw. bei der Veranderung des SM-Gehalts um 1 mol-%, dass keine hexagonale Phase
ausgebildet wird [44]. AuRerdem wurden ein anderes Puffer-System (MOPS, hier HEPES)
und viel groBere Salzkonzentrationen (150 mM, hier 10 mM) verwendet. Der Unterschied
im Puffer-System ist hier vernachlassigbar, jedoch zeigten vorhergehende Studien einen
Einfluss der Salzkonzentration auf das Organisationsverhalten der Lipide [45].
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Abbildung 22: Kryo-TEM-Aufnahmen von Vesikeln mit 20% (links), 44% (Mitte) und 60% (rechts) Cholesterolgehalt ohne
und mit MBP in HEPES-NaCl-Puffer. Die Praparation der Proben wurde bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die roten
Pfeile markieren Bereiche mit besonderen Merkmalen, deren genauere Erlduterung sich im Text findet.

Bei Betrachtung der TEM-Aufnahmen mit MBP ist ein deutlicher Unterschied erkennbar
(Abbildung 22 Zeile 2, siehe auch vergrofRerte Ansicht in A13). Die Vesikel kleben
zusammen und bilden unabhangig vom Cholesterolgehalt groRere Aggregate. Bei ndaherer
Betrachtung erkennt man jedoch einen Einfluss des Cholesterolgehaltes auf die Form und
den Membranabstand zwischen den LUVs. Bei einem Cholesterolgehalt von 20% in den
LUVs (Abbildung 22 links) kann eine starke Deformation der runden Form beobachtet
werden, um die maximale Kontaktflache zwischen zwei gegenliberliegenden Vesikeln zu
erreichen. Es scheint, dass zwischen den Vesikeln kein freier Bereich erkennbar ist. MBP
zieht zwei Membranen so zusammen, dass nur ein minimaler Abstand zwischen ihnen
besteht, wodurch wahrscheinlich die dazwischenliegende Wasserflache reduziert wird.
Diese Verformung ist moglich, weil in der Doppelschicht weniger Cholesterol vorhanden
ist. Cholesterol ist im Allgemeinen nicht notwendig fiir die Interaktion mit MBP, jedoch ist
die durch Cholesterol induzierte verringerte Fluiditat der Membran von groRer Bedeutung
flir die Schichtbildung im Myelin [22,210]. Ein hoherer Cholesterolgehalt fihrt zu einer
steiferen Membran, da mehr mit Cholesterol angereicherte Bereiche (rafts) vorhanden
sind [211]. Diese sind durch eine hohere lokale Ordnung und damit mit einem
Mobilitatsverlust, im Vergleich zu den umgebenden mit Phospholipid angereicherten
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Bereichen, definiert. Ein verringerter Cholesterolgehalt gibt der Membran die
Moglichkeit, sich leichter zu verformen, da die Menge an mit Phospholipid angereicherten
und flexibleren Bereichen gréRer ist. Zudem ist der Anteil an negativ geladenen Lipiden
héher, damit stehen MBP mehr Interaktionsstellen zur Verfiigung. In Bezug auf die
Autoimmunerkrankung  Multiple Sklerose, bei der Beeintrachtigungen der
SignalUbertragung bekannt sind, konnte ein fehlender Cholesterolgehalt von 24% solche
Symptome wie den Verlust der motorischen und sensorischen Fahigkeiten erklaren. Fir
eine gute Signallbertragung ist ein homogener und dicht gepackter Myelinmantel
erforderlich. Membransysteme mit nur 20% Cholesterol erfiillen jedoch nicht die
Schichtungsanforderungen fir solch einen Myelinmantel aufgrund der fehlenden Form
und Stabilitat (in Form der Steifheit/Fluiditat) innerhalb der Lipiddoppelschicht.

Bei den Experimenten mit einem Cholesterolgehalt von 60% (Abbildung 22 rechts) zeigen
sich Analogien zu den zuvor besprochenen Proben mit 20%. Gemeinsam ist ihnen, dass
sich Kontaktflachen zwischen gegeniiberliegenden Vesikeln ausbilden. Die Anzahl dieser
Kontaktbereiche ist geringer als bei einem Cholesterolgehalt von 20%, punktueller und
erstreckt sich nicht iber einen langen Bereich (Pfeil a). Eine Verformung der Vesikel ist
auch bei 60% Cholesterolgehalt sichtbar, jedoch weniger stark ausgebildet als fur die 20%-
Proben. Der Effekt einer verringerten Kontaktflache kdnnte auf die reduzierte Anzahl
negativ geladener Lipide zurlickzufiihren sein. GroRRere Abstande zwischen benachbarten
Vesikeln konnten ebenfalls beobachtet werden (Pfeil b). Zusatzlich werden Bereiche mit
einer hoheren Elektronendichte aufgezeichnet, die durch dunklere Schattierungen in den
Bildern sichtbar sind (Pfeil c). Diese Bereiche mit hoherer Dichte bilden sich immer
zwischen Vesikeln, die sich berihren und eine nahezu lineare Membran bilden. Es scheint
auch, dass die Dicke dieser Bereiche diinner ist als zwei Doppelschichten, die miteinander
in Kontakt stehen. Aufgrund der Tatsache, dass in Regionen mit hoherer Dichte fast keine
Krimmung beobachtet wird und der Rest des Vesikels eine normale Krimmung aufweist,
wird vermutet, dass diese Regionen einen hohen Cholesterolgehalt aufweisen. Das
Uberschiissige Cholesterol akkumuliert und bildet daher eine sehr starre Doppelschicht
mit sehr geringer Flexibilitat aus. Diese Cholesterol-Doppelschichten kénnten die von
Subczynski et al. [62] etablierten Cholesterol-Doppelschicht-Doménen (CBD) sein, eine
reine, transmembrane Cholesterol-Doppelschicht ohne Phospholipide. Diese bilden sich
bei hohen Cholesterolgehalten tGber 50% (in Proben einer Lipidart) aus. Raguz et al. [212]
beobachteten, dass bei einem Mischungsverhdltnis von mehr als 2,5 von
Cholesterol:Phospholipiden neben der Koexistenz beider Molekiile die CBDs als zweite
Doméne erscheinen. In den getesteten Lipidmischungen bleibt dieses Verhiltnis
unter 1,5. Bericksichtigt man jedoch die Verwendung einer viel komplexeren
Lipidzusammensetzung, konnte das die Bildung von CBDs begiinstigen. Die Frage ist dann,
warum diese Bereiche in den Aufnahmen ohne MBP nicht zu beobachten sind und warum
es scheint, als ob diese zusammengeklebten Vesikel mit nur einer Doppelschicht in
Erscheinung treten.
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Insgesamt existieren fiir LUVs mit einem Cholesterolgehalt von 60%, die mit MBP
interagieren, drei verschiedene Formen an interagierenden Doppelschichten: punktueller
Kontakt, groBere Distanzierung und Kontakt mit héherer Dichte. Tatsachlich besteht im
Membranmodell der induzierten entziindlichen Erkrankung experimentelle Autoimmun-
Enzephalomyelitis (EAE) ein hoherer Cholesterolgehalt [66,67]. Dieses Tiermodell fir MS
ist weit verbreitet, da es viele Ahnlichkeiten mit MS in spiteren Stadien bei Menschen
aufweist. Es wurde gezeigt, dass Multischichten der EAE-Zusammensetzung keine
homogene Schichtung bilden [44] und eine Koexistenz von lamellaren und invertiert
hexagonalen Phasen vorliegt [45] (hier nicht beobachtbar). Die erkrankte Membran (hier
stellvertretend mit einem Cholesterolgehalt von 60%) wiirde aufgrund der Unterschiede
in der Dichte und damit auch in der Dicke keinen konstanten Myelinmantel bilden. Daraus
resultieren Aufnahmen dhnlich zu der Studie von Shaharabani et al. [44]. Dort wurde aus
der wellenartigen Deformation der Membran (in vitro als auch in vivo) auf ein spontanes
Induzieren von Poren geschlossen. Diese Poren fiihren zu einer Anfalligkeit der Membran
von Angriffen des Immunsystems [45]. Da zwischen der Myelinmembran um das Axon
kein konstanter Abstand besteht, wiirde die Signallibertragung nicht richtig funktionieren
und in klassischen Folge von MS, wie Verlust der motorischen und sensorischen
Fahigkeiten resultieren.

LUVs mit 44% Cholesterol (natirliche Cholesterolmenge), die mit MBP interagieren und
mit Kryo-TEM untersucht wurden (Abbildung 22 Mitte), fihren im Vergleich zu LUVs mit
20% oder 60% Cholesterol zu einem insgesamt unterschiedlichen Adh&sionsverhalten. Die
LUVs sind kreisformig, ahnlich wie die LUVs ohne MBP und der Abstand zwischen ihnen
ist als fast regelmaRig zu betrachten. Zudem existieren keine Kontaktflichen und keine
Verformungen der Membran, wie dies bei einem Cholesterolgehalt von 20% und 60% der
Fall ist. Wie in der Monoschichtstudie [208] im vorherigen Kapitel 3.1 gezeigt, prasentiert
der Cholesterolgehalt von 44% ein differenziertes Verhalten im Vergleich zu den anderen
getesteten Mischungen. Die natlirliche Zusammensetzung kombiniert eine (vermutlich)
thermodynamische Stabilitdit mit einer optimalen Proteinwechselwirkung, was hier in
einem makroskopischeren MaRstab zu einer geordneteren Adhdsion der Vesikel flhrt.
Diese RegelmaRigkeit in Form und Abstand ist eine gute Voraussetzung fiir eine
homogene Schichtung der Myelinscheide, wie sie fir ein gesundes Gehirngewebe
erforderlich ist.

Mit einer Verdnderung des Cholesterolgehaltes wird die Natur der Vesikel so stark
modifiziert, dass keine homogene Adhé&sion erreicht werden kann. Nur bei einem
Cholesterolgehalt von 44% kann die "geordnete" Bindung der Vesikel eine Grundlage fir
eine homogene Schichtung der Myelinscheide bieten.
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3.2.1.2 Auswirkungen des Cholesterolgehaltes auf Partikelgréfse und —verteilung
(dynamische Lichtstreuung)

Experimente zur dynamischen Lichtstreuung wurden durchgefiihrt, um die GroRe und
Form der Kryo-TEM-Messungen zu Uberprifen und das Aggregationsverhalten zu
beobachten.

Die dynamische Lichtstreuung (DLS) ist eine nicht-invasive Technik zur Messung der GréRe
von Partikeln und Molekiilen in Suspension. [115] Die Technik der dynamischen
Lichtstreuung misst die Geschwindigkeit von Partikeln, die einer Brownschen
Molekularbewegung unterliegen und ist abhdngig von PartikelgroRe, Temperatur und
Viskositat der Probe. Der hydrodynamische Durchmesser hangt von der GroRe des
Partikelkerns und der Struktur seiner Oberflache sowie den umgebenden lonen ab. Im
Weiteren wurden jeweils die Maxima der Verteilungen des hydrodynamischen
Durchmessers verglichen. Hier wurde ein Puffer aus HEPES und Natriumchlorid mit einer
lonenstarke von 18 mM verwendet.
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Abbildung 23. Hydrodynamischer Durchmesser von LUVs in einem HEPES-NaCl-Puffer in Abhdngigkeit vom
Cholesterolgehalt, erhalten durch dynamische Lichtstreuung mit Streuwinkeln von 90° und 175° (intensitatsgewichtet).
Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler des Mittelwerts von drei Messungen.

145 T T T T T T T T T T T T T

140 4 A

—
_— P n
P — —
R
0 ’ ] T I-I<.><l<.:. ]
s /IK.XSZIZ-\ N, 8 ]

l/|?->;/l\=<=7lt:/.

hydrodynamischer Durchmesser / nm

L}

120 /.< — Cholesterolgehalt []
—m—0%

154 ® —m—10% H
—m—-20%
—=—30%

1104 —m-35% i
—H—40%

105 —m—44% H
—m—50 %

100 —m—60 %

T T T T T T T T T T T T T
5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
Temperatur / °C

Abbildung 24. Temperaturreihen des hydrodynamischen Durchmessers von LUVs mit unterschiedlichem

Cholesterolgehalt. Erhalten wurden diese durch dynamische Lichtstreuung mit einem Streuwinkel von 90°
(intensitatsgewichtet) in einem Temperaturbereich von 0-60 °C in einem HEPES-NaCl-Puffer.
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Zur Charakterisierung der GrofRe und Partikelform wurden Messungen bei
Raumtemperatur (20 °C) fur zwei verschiedene Streuwinkel durchgefiihrt: 90°
(Seitwartsstreuung) und 175° (Rickwartsstreuung). Fir die LUVs ohne MBP ergaben sich
enge monomodale  GroRenverteilungen (Polydispersitatsindex  (PDI) < 12%,
Transmission > 80%, siehe Anhang Al14) mit gemittelten hydrodynamischen
Teilchendurchmessern von 126,0 nm = 2,5 nm fir beide Winkel und alle Gemische
(Abbildung 23). Dies zeigt, dass die Partikel unabhangig vom Cholesterolgehalt spharisch
sind, wie von extrudierten Vesikeln und den bereits gezeigten Kryo-TEM-Daten zu
erwarten. Aufgrund der vorhandenen GréRenverteilung sind die kleineren Vesikel, die in
den Kryo-TEM-Aufnahmen von 20% und 60% zu sehen sind, zuordenbar. Ein kleiner
GroRenanstieg ist bei beiden Streuwinkeln ab einem Cholesterolgehalt von 30% zu
erkennen. Durch die Zugabe von mehr Cholesterol werden die Kopfgruppen der
Phospholipide starker voneinander getrennt [213,214]. Dies kdnnte zu einem héheren
Gehalt an eingebautem Wasser in LUVs mit héherem Cholesterolgehalt fihren und die
LUVs anschwellen lassen. Hervorgerufen wird dies durch Packungsdefekte im
Kettenbereich, die freien Raum schaffen, in den die umgebenden Wassermolekiile
eindringen konnen. Dadurch bendétigen die Lipide mehr Platz und erweitern den
Vesikeldurchmesser, was auch mit den breiteren Verteilungspeaks bei hoheren
Cholesterolgehalten (Al14a) Gbereinstimmt.

Um zu Uberpriifen, wie viele LUVs die mittlere GréRe von 126 nm haben, wurden die DLS-
Daten anzahlgewichtet analysiert und bestatigen, dass alle LUV-Gemische hauptsachlich
Partikel der GroRe des hydrodynamischen Durchmessers (Anhang Al4b) enthalten.
Zusatzlich wurden Temperaturreihen jeder LUV-Mischung mit unterschiedlichem
Cholesterolgehalt mit einem Temperaturbereich von 0 °C bis 60 °C und einem
Seitwartsstreuwinkel durchgefiihrt. Abbildung 24 zeigt den hydrodynamischen
Durchmesser in Abhangigkeit von der Temperatur. Im Allgemeinen gibt es unabhangig
vom Cholesterolgehalt einen kleinen Anstieg des Durchmessers von ungefahr 6 nm mit
steigender Temperatur. Dies kdnnte mit der temperaturinduzierten Quellung der Vesikel
zusammenhangen, da die Lipide sich mit steigender Temperatur von einer kristallinen
Phase in eine gelartige und dann in eine flissige Phase umwandeln. Diese
Phasenumwandlungen korrelieren mit einer Verdnderung der Konformation der
Alkylketten von all trans zu hauptsachlich trans und dann in die gauche Konformation, bei
der die Lipide groBere Flachen einnehmen, aufgrund der Verdnderung im Lipid-
Packungsparameter (das Verhéltnis zwischen der KopfgruppengréRe und der projizierten
Kohlenwasserstoffkettenflache) [1,49,215].

Die Temperatur hat zusatzlich einen Effekt auf die intermolekularen Krafte zwischen den
Wassermolekilen. Dies wiederum verandert deren effektiven hydrophoben
Wechselwirkungen und damit die Wasserschicht-Ordnung in der Nahe der
Lipiddoppelschicht [216]. Es kann beobachtet werden, dass es leichte
GroRenunterschiede in Abhdngigkeit vom Cholesterolgehalt gibt, wie bereits in
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Abbildung 23 festgestellt. LUVs, die 40%, 44%, 50% und 60% Cholesterol enthalten,
weisen groBere Durchmessern von ca. 130-140 nm auf, wahrend 0%, 10%, 20%, 30% und
35% bei ca. 115-127 nm liegen. Betrachtet man die durch dynamischen Lichtstreuung
erhaltenen intensitdtsgewichteten Maxima der PartikelgroBenverteilung des
Partikeldurchmessers von Cholesterol enthaltenden LUVs in Abhangigkeit von der
Temperatur (siehe Anhang Al4c), so weisen alle LUVs eine hohe relative Peakintensitat
zwischen 8-20% und eine monomodale Verteilung auf. Dabei tritt die kleinste statistische
Streuung bei Temperaturen von 35 °C und 37 °C auf. LUVs mit unterschiedlichem
Cholesterolgehalt sind im Allgemeinen kugelférmig und bei unterschiedlichen
Temperaturen stabil, zeigen jedoch in Abhdngigkeit vom Cholesterolgehalt minimale
Anderungen des hydrodynamischen Durchmessers.
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Abbildung 25. Intensitatsgewichtete Verteilungen des hydrodynamischen Partikeldurchmessers von LUVs mit 44%
Cholesterol mit und ohne MBP (2 uM) (gemessen bei 20 °C in einem HEPES-NaCl-Puffer mit einem Streuwinkel von
175°), erhalten durch dynamische Lichtstreuung. Bimodale Verteilung der LUVs mit MBP bestehend aus einem Peak 1
bei 100 nm (einzelne LUVs) und einem weiteren Peak 2 (LUV-MBP-Aggregate) bei viel groReren Durchmessern.
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Abbildung 26. Intensitatsgewichtete Peakmaxima des hydrodynamischen Partikeldurchmessers von Cholesterol
enthaltenden LUVs mit MBP (2 uM) (gemessen bei 20 °C in einem HEPES-NaCl-Puffer mit einem Streuwinkel von 175°
(Ruckwartstreuung) und 90° (Seitwartstreuung)), erhalten durch dynamischen Lichtstreuung. Peak@100 nm und Peak
2 beziehen sich dabei auf die in Abbildung 25 definierten Peaks der bimodalen PartikelgréRenverteilung. Die gestrichelte
Linie bei 44% Cholesterolgehalt visualisiert den Umschlagspunkt des, im Text diskutierten, Aggregationsverhalten.
Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler des Mittelwerts von drei Messungen.
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DLS-Messungen mit MBP sind nicht reproduzierbar, deshalb werden nur grobe Tendenzen
analysiert und beispielhaft sind im Folgenden einzelne Messreihen dargestellt. Die
Reproduzierbarkeit scheitert daran, dass MBP keine gleichmafRig grof3en Aggregate bildet.
Die unterschiedlich grolRen Aggregate sorgen fir Unstetigkeiten in der aufgenommenen
count rate. Diese Unstetigkeiten werden auf die berechnete Korrelationsfunktion und
PartikelgroRenverteilung (ibertragen, was eine Quantifizierung besonders fiir die LUV-
MBP-Aggregate erschwert.

Bei Durchfiihrung der DLS-Messungen derselben LUVs in Prdasenz von MBP zeigen die
Ergebnisse, dass neben dem Peak bei 126 nm ein zweiter Peak bei Partikeldurchmessern
> 200 nm auftritt. Dies stellt eine bimodale Verteilung dar (PDI < 40%, Transmission < 60%,
siehe Abbildung 25 beispielhaft 44% Cholesterol und A15a fir alle Verteilungen). Der Peak
bei groeren Durchmessern ist ein weiterer Beweis dafiir, dass MBP die Vesikel
zusammenklebt und grolRe Aggregate bildet, wie dies in den Kryo-TEM-Aufnahmen zu
sehen ist. Auch die Veranderung von einer > 80% Transmission bei reinen LUV-Proben zu
niedrigeren Prozentsatzen von < 60% bei LUV+MBP-Proben ist ein klares Zeichen fir die
Bildung von Partikeln unterschiedlicher GréBe. Der noch vorhandene Peak bei 126 nm
zeigt, dass nicht alle Vesikel durch MBP an benachbarten Vesikeln haften. Betrachtet man
die zahlengewichtete Analyse, so kann auch aufgezeigt werden, dass neben Vesikeln
(126 nm) und Protein-Vesikel-Aggregaten (> 200 nm) auch einzelne MBP-
Molekiile/Dimere (10 nm) vorhanden sind (siehe anzahlgewichtete Verteilungen in A15c).
Messungen von reinem bMBP in Puffer haben bestétigt, dass MBP-Molekiile im Bereich
von 3-10 nm auftreten und numerisch selten groRe Aggregate bilden (siehe Anhang
A15d). Auch das numerische Verhaltnis von groRen Aggregaten zu LUVs ist sehr klein, was
bedeutet, dass nur wenige grollere Aggregate gebildet werden und der Hauptteil der
Partikel als einzelne LUVs vorliegt. Der Unterschied in intensitats- und anzahlgewichteten
Analysen beruht darauf, dass grofRe Partikel viel mehr Licht streuen als kleine Partikel, da
die Intensitdt der Streuung eines Teilchens proportional zur sechsten Potenz seines
Durchmessers ist. Dies wird in der anzahlgewichteten Analyse relativiert.

Ein Blick auf die intensitatsgewichteten Messungen bei 20 °C mit Rick- und
Seitwartsstreuung von LUVs mit MBP (Abbildung 26) =zeigt, dass sich das
Aggregationsverhalten oberhalb von 44%  Cholesterolgehalt dndert. Das
Intensitatsverhdltnis von einem hochintensiven Peak 1 zu einem weniger stark
ausgepragten Peak 2 dndert sich bei beiden Streuwinkeln zu einem Peak 1 mit niedrigerer
Intensitat und einen Peak 2 mit hoherer Intensitat (siehe Abbildung 25 Peak-Definitionen).
Dieser Trend ist Gber den gesamten getesteten Temperaturbereich zu beobachten (A15e).
Aus den Autokorrelationsfunktionen der Proben mit MBP ist, ebenso wie in den
vorherigen Proben ohne MBP, eine Temperaturabhangigkeit zu vermuten. Mit steigender
Temperatur wird die Korrelationsfunktion zu kleineren Zeiten verschoben (siehe A15b).
Diese Beobachtung resultiert in diesem Fall aus der Dominanz der Viskositatsverringerung
bei Temperaturerhohung. Die temperaturinduzierte Quellung der Vesikel wird

62



hochstwahrscheinlich nicht durch MBP unterdriickt bzw. der Anteil an nicht-aggregierten
LUVs ist zu hoch, um eine spezifische Aussage beziglich der direkten MBP-Einwirkung
treffen zu kénnen.

Dynamische Lichtstreuungsexperimente haben gezeigt, dass Vesikel ohne MBP im
Allgemeinen kugelférmig und unabhéangig von ihrem Cholesterolgehalt temperaturstabil
sind. Interessanterweise weist der hydrodynamische Durchmesser minimale Anderungen
in Abhdngigkeit vom Cholesterolgehalt auf. DLS-Experimente von LUVs mit MBP fihren zu
einer stark erhohten PartikelgrofRe, die das Aggregationsverhalten untermauern. Die
Protein-Vesikel-Wechselwirkungen von LUVs, die 0-20% Cholesterol enthalten, sind
temperaturabhangig. Das Aggregationsverhalten dandert sich in den LUVs mit Gber 44%
Cholesterolgehalt und markiert erneut 44% Cholesterol als wichtige
Lipidzusammensetzung. In beiden Versuchsreihen scheint der Temperaturbereich von
35-40 °C (menschliche Kérpertemperatur) als Umschlagspunkt wichtig zu sein.

3.2.1.3 Einfluss des Cholesterolgehaltes auf das Zeta-Potential der Vesikel
(elektrophoretische Lichtstreuung)

Messungen des Zeta-Potentials { konnen Aufschluss liber das Membranpotential an der
Position der Scherebene zwischen Stern- und Diffusionsschicht eines Partikels
geben. [114,121] Das Membranpotential wird durch die Adsorption oder Insertion
geladener Molekiile wie z. B. MBP beeinflusst. Dies hangt vom pH-Wert, der lonenstéarke
und der Konzentration der Probe ab [217]. Die Zeta-Potentiale wurden durch Messen der
elektrophoretischen Mobilitdt bei 20 °C unter Verwendung der LASER-Doppler-
Velocimetrie (LDV)-Technik in einem elektrophoretischen Lichtstreuungsaufbau (ELS)
erhalten (siehe weitere Informationen in Kapitel 2.5.2 und Kapitel 4.6). Zur Berechnung
der Henry-Funktion wurde der hydrodynamische Durchmesser aus DLS-Messungen
verwendet.
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Abbildung 27: Kontinuierlich Uberwachte Phasenanalyse der Lichtstreuung: mittleres Zeta-Potential von
cholesterolhaltigen LUVs mit und ohne MBP (2 uM) in einem HEPES-NaCl-Puffer (gemessen bei 20 °C mit maximal 40 V,
200x). Das Lipid/Protein-Verhiltnis betragt 567:1. Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler des Mittelwerts von
drei Messungen.
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Die LUVs wurden bei einem physiologischen pH von 7,4, einer hohen lonenstédrke von
18 mM und einer Temperatur von 20 °C gemessen. Die Konzentration fiir die reinen
Vesikel jeder Mischung betrug 1,1 mM (Transmission > 80%). Durch die
Lipidzusammensetzung ist bekannt, dass die Vesikel an der Oberflache aufgrund der
negativ geladenen Lipide PS und Pl und der ansonsten neutral geladenen Lipide, negativ
geladen sein sollten. Daher ist der gemittelte mittlere Zeta-Potentialwert
von -53,1mV+7,8 mV fir die LUVs mit unterschiedlichem Cholesterolgehalt nicht
Uberraschend (Abbildung 27). Alle Proben zeigten monomodale Verteilungen der -Werte
(siehe Al16). Das Zeta-Potential der Vesikel ist unabhdngig vom Cholesterolgehalt. In
Zellmembranen ist die Zusammensetzung der inneren und dulleren Monoschicht
asymmetrisch, da die Kriimmung der Membran und moglicher Stress ausgeglichen
werden missen. Eine nicht homogene Verteilung der Lipide wird auch hier in kleinerem
Malle angenommen, jedoch ist es unwahrscheinlich, dass vor allem im Vergleich der
dulReren Extrema von 10% und 60% Cholesterolgehalt die geladenen Lipide sich mit einer
konstanten Anzahl in der duBeren Doppelschicht anordnen und somit in einer gleichen
Oberflachenladung resultieren. Maoglicherweise wird die Unabhangigkeit vom
Cholesterolgehalt durch ein gleiches Verhéltnis des verfligbaren Raums (der nicht von
Cholesterol besetzt ist) zur Anzahl der negativ geladenen Lipide erreicht. Das Ergebnis ist
die gleiche Menge an Lipiden mit negativer Ladung auf einer definierten Membranflache.

Aus friiheren Studien zur Lipid-MBP-Interaktion ist bekannt, dass der erste Schritt nach
der elektrostatischen Anziehung die Ladungsneutralisation durch MBP ist. Somit wird
nach Zugabe von MBP eine geringere negative Oberflachenladung der Lipide und
eventuell eine eher positive Ladung, resultierend aus den verknipften MBP-Tentakeln
(siehe Kapitel 2.1), erwartet. [22,34] Die Zugabe von MBP zu den Vesikeln flihrt zu einem
Anstieg des Zeta-Potentials auf einen durchschnittlichen Wert von -27,85 mV * 4,9 mV
(Abbildung 27). Dies liegt daran, dass das positiv geladene MBP die negativen Ladungen
der Lipide neutralisiert. Aber selbst wenn die Gemische eine unterschiedliche Menge
negativ geladener Lipide enthalten, die mit hoherem Cholesterolgehalt abnimmt, andert
sich das Zeta-Potential nicht in Abhdngigkeit vom Cholesterolgehalt. Dies kdnnte
bedeuten, dass das Verhaltnis von negativen Lipiden zu positivem Protein so hoch ist, dass
MBP selbst in den Vesikeln mit 60% Cholesterolgehalt gesattigt ist und die Gberschiissigen
negativen Ladungen dominieren. Aus den DLS-Daten ist bekannt, dass nicht alle LUVs
durch MBP zusammengeklebt werden. Es sind noch einzelne LUVs Ubrig, da der Peak bei
126 nm noch vorhanden ist. Daher ist der Wert des Zeta-Potentials flir Proben mit Protein
eine Mittelung der durch MBP zusammengeklebten Vesikel und einzelner LUVs. Das
Potential fiir ein einzelnes MBP-Vesikel-Aggregat kdnnte bei positiveren Werten liegen,
wenn man bedenkt, dass reines MBP im Puffer ein Zeta-Potential von 8,91 mV * 0,5 mV
aufweist (A16B). In den TEM-Aufnahmen in Abbildung 22 konnten fir 60%
Cholesterolgehalt Bereiche mit hoherer Dichte identifiziert werden, die stets zwischen
zwei Vesikeln liegen und somit nicht durch ELS detektiert werden kdnnen. Die oben
vorgeschlagene Annahme, dass diese Bereiche ein erhohtes Cholesterolaufkommen
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darstellen, wiirde den nicht vorhandenen Einfluss von Cholesterol auf die Zeta-
Potentialwerte unterstiitzen. In der Gesamtbilanz der durch ELS detektierbaren
Scherebene wiirden diese Bereiche deshalb fehlen und zu einem hoheren negativen
Potential beitragen. Darliber hinaus korreliert das Zeta-Potential nicht direkt mit der
Oberflachenladung der Vesikel, sondern nur mit der Gleitebene, die vom Puffer und
seinen lonen beeinflusst wird. Die Zeta-Potentialmessungen mit MBP kdnnen nur
allgemein analysiert werden, da die PartikelgroRe sehr grof ist und daher die
Transmission fur die Analyse mit der Kalliope-Software und dem Analysemodell auf einem
niedrigeren Akzeptanzniveau liegt. Um Details Giber die tatsachliche Lipid-Oberflache zu
erhalten, wurden im Folgenden Messmethoden durchgefiihrt, die vor allem die lokale
Umgebung der Oberfldche der Lipiddoppelschicht untersuchen.

3.2.1.4 Untersuchungen des spinmarkierten Cholesterols mittels EPR

Die paramagnetische Elektronenresonanz (EPR)-Spektroskopie ermoglicht die
Untersuchung der strukturellen und dynamischen Veranderungen von IDPs oder ihrer
komplexen Umgebung und hat in der IDP-Forschung zunehmend an Bedeutung
gewonnen. [138,218] Der gebrauchlichste Weg, um Informationen direkt tiber das Protein
zu erhalten, erfolgt Gber die ortsgerichtete Spinmarkierung [219,220] des Proteins. In
diesem Projekt wird spinmarkiertes Cholesterol verwendet, um den Einfluss der MBP-
Bindung auf die Lipide zu beobachten. Die Spinmarkierung umfasst ein Carboxy-TEMPO,
das an der Hydroxylgruppe des Cholesterols (CSOSL) [221] hinzugefligt wurde
(Abbildung 28).

Abbildung 28: Chemische Struktur des spinmarkierten Cholesterols CSOSL.

Da CSOSL und Cholesterol eine sehr hohe Ahnlichkeit in ihrer molekularen Struktur
aufweisen, sollten ihre Position und Orientierung in der Lipiddoppelschicht
Ubereinstimmen. AulRerdem wurde bereits in anderen EPR-Studien gezeigt, dass MBP sich
nicht sehr tief in die Lipiddoppelschicht einbaut und sich auch Teile des Proteins (C1 als
auch C8) an der Oberflache aufhalten [36]. Dies, in Kombination mit der etwas tiefer
sitzenden Position von Cholesterol, sollte die Spinmarkierung in einer Tiefe der
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Doppelschicht positionieren, in der sich interagierendes MBP aufhalten sollte. Da bei den
Zusammensetzungen von 0% und 35% Cholesterolgehalt keine markanten
Veranderungen zu dem jeweils nachsthéheren Prozentsatz festgestellt werden konnte,
wurde bei den folgenden EPR-Experimenten auf diese verzichtet, um die graphische
Ubersicht zu verbessern. Alle folgenden EPR-spektroskopischen Experimente wurden bei
X-Band-Mikrowellenfrequenzen (9,4 GHz) durchgefiihrt.

3.2.1.4.1 Continuous wave EPR

Bei der continuous wave (cw)-EPR-Spektroskopie wird eine Probe mit Mikrowellen einer
konstanten Frequenz bestrahlt, wahrend das externe Magnetfeld abgescannt wird, bis die
Resonanzbedingung (G12) erfillt ist. [128,222] Informationen (iber die Beweglichkeit der
Spinprobe, die Abstinde zu anderen paramagnetischen Zentren, die
Losungsmittelzuganglichkeit und die Polaritdt der Mikroumgebung der Spinprobe kénnen

erhalten werden.
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Abbildung 29: Temperaturreihen von X-Band-cw-EPR-Spektren von LUVs mit 44% Cholesterol, davon 4,4% CSOSL,
(a) ohne und (b) mit MBP in einem HEPES-NaCl-Puffer, normiert auf Mittelfeld-Peak (jeweils 8 Scans, gemessen
bei -10 °C bis 60 °C, MW-Leistung 5-10 dB, Mittelfeld 336 mT, Scanbreite 15 mT, Modulationsamplitude 0,1 mT).
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Bei Verwendung eines Nitroxid-Radikals in den LUVs zeigen die Spektren das typische drei-
Linien-Muster, wobei die beiden duBeren die Hyperfeinlinien darstellen (Abbildung 29).
Alle Proben enthielten unabhangig vom Cholesterolgehalt die gleiche Menge an Spinlabel
(50 uM). Der Cholesterolanteil wurde um die entsprechende spinmarkierte
Cholesterolmenge verringert. CSOSL sollte sich mit der polaren Gruppe im
Kopfgruppenbereich der Phospholipide befinden und dessen hydrophobes Ringsystem
mit Alkylkette sollte mit den Kohlenwasserstoffketten der Phospholipide zum
Doppelschichtzentrum hin ausgerichtet sein. Die Spektren sind charakteristisch fir die
Spinmarkierung in Lipiddoppelschichtstrukturen [223-225] und es gibt keinen
eindeutigen Hinweis auf das Vorhandensein einer zweiten Komponente (eine definierte
lokale Umgebung). Die temperaturabhangigen cw-Spektren der spinmarkierten
Cholesterolvesikel zeigen, dass sich die Linienformen mit steigender Temperatur dndern,
und anisotrop sind. Die gleichen Linienformen und Auswirkungen der Temperatur kénnen
bei Proben beobachtet werden, die LUVs und MBP enthalten (Abbildung 29b).

Die Polaritat der Nitroxid-Spinmarkierung hdngt von der Spindichte der ungepaarten
Elektronen am Stickstoffatom ab. Unpolare Losungsmittel verringern die Dichte, wodurch
die Hyperfeinwechselwirkung zwischen dem ungepaarten Elektronenspin und dem
Stickstoffkernspin  verringert wird. Betrachtet man die scheinbare, isotrope
Hyperfeinkopplungskonstante (aiso,app) von cholesterolhaltigen LUVs (Abbildung 30a),
wird deutlich, dass die Mikroumgebung ihre Polaritdt &dndert. Unabhangig vom
Cholesterolgehalt geht der allgemeine Trend dahin, dass aiso,app (direkt aus den EPR-
Spektren entnommen) bis zu 20 °C steigt, dann konstant bleibt und tGiber 40 °C abfallt. Dies
spiegelt sich in der Hochfeldspitze wider, die die Bewegung der Maxima von niedrigeren
zu hoheren, zuriick zu niedrigeren Magnetfeldwerten zeigt (Abbildung 29). Vesikel mit
50% und 60% Cholesterolgehalt sind am hydrophilsten (hochsten aiso,app-Werte).
Ansonsten gibt es keine Korrelation zwischen Cholesterolgehalt und der
Hyperfeinkopplung. EPR-Studien zur Hydrophobizitat mit spinmarkiertem Cholestan CSL
(fir Strukturformel siehe A17c) in PC-Doppelschichten haben gezeigt, dass die
Hydrophobizitdat 2A,, im Kopfgruppenbereich mit zunehmendem Cholesterolgehalt
abnimmt [214,223]. Durch die Trennung der Kopfgruppen der Phospholipide induziert das
Cholesterol einen Packungsdefekt, der Wassermolekiilen ermoglicht tiefer in die
Doppelschicht einzudringen [214,226]. Deshalb kann mit der Spinprobe eine hydrophilere
Umgebung detektieren werden. In Bezug auf die vorliegende Arbeit mit komplexeren
Lipidmischungen konnten solche Abhadngigkeiten vom Cholesterolgehalt nicht in diesem
Ausmal’ beobachtet werden. Nur die Proben mit sehr hohen (60%) und niedrigen (10%)
Cholesterolgehalte entsprechen den schon publizierten Trends. Bei der Arbeit mit einer
komplexeren Mischung von Lipiden konnen jedoch andere Eigenschaften die Polaritat
beeinflussen. Die Polaritat der Mikroumgebung des spinmarkierten Cholesterols andert
sich mit steigender Temperatur und erreicht bei Temperaturen von 20-40 °C ein
Maximum. Fretten et al. [227] haben gezeigt, dass temperaturinduzierte
Strukturanderungen um die Phasenibergangstemperatur herum auftreten und eher auf
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Lipid-Lipid-Wechselwirkungen zurilickzufiihren sind. Sie gingen auch von einer zweiten
Strukturanderung bei niedrigeren Temperaturen von ca. 10 °C aus. Die hier beobachteten
temperaturbedingten Anderungen der Hyperfeinkopplungskonstante kénnten daher eine
Anderung der Lipid-Lipid-Wechselwirkung sein. Wenn wir eine
Phaseniibergangstemperatur von 37 °C (menschliche Korpertemperatur und in den DLS-
Messungen angedeutet) annehmen, wiirde die temperaturinduzierte Anderung der
Polaritdt damit Ubereinstimmen. In DSC-Messungen mit der natirlichen
Zusammensetzung von 44% Cholesterol, konnte jedoch keine
Phasenubergangstemperatur detektiert werden. Dies ist nicht verwunderlich aufgrund
des immer breiter und weniger intensiv werdenden Waidrmekapazitdatspeaks mit
steigendem Cholesterolgehalt in Lipidmischungen [228].
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Abbildung 30: Scheinbare isotrope Hyperfeinkopplungskonstante aisoapp von LUVs mit unterschiedlichem
Cholesterolgehalt, die 4,4% CSOSL enthalten (a) ohne und (b) mit MBP in Abhéngigkeit der Temperatur. Die LUV-Proben
wurden bei X-Band-Frequenzen in einem HEPES-NaCl-Puffer und mit einem Lipid/Protein-Verhiltnis von 567:1
vermessen.

In Anwesenheit von MBP zeigt die scheinbare, isotrope Hyperfeinkopplungsskonstante
das gleiche allgemeine Muster von 1. Zunahme - Plateau - Abnahme und 2. 60%
cholesterolhaltige LUVs sind am hydrophilsten (Abbildung 30b). Die Hydrophobizitat
nimmt jedoch mit abnehmendem Cholesterolgehalt zu. MBP dndert die Polaritat der
Spinlabel-Umgebung. Durch die teilweise Insertion von MBP in die Doppelschicht wird der
verfligbare Raum fiir Lipide verringert und die Lipide miissen sich in eine geordnetere
Phase umorganisieren. Wie bekannt ist, bildet Cholesterol kondensierte rafts [111,183],
die bereits hoch geordnet sind und sich daher nur sehr bedingt reorganisieren, nur
miteinander verschmelzen oder die mit Phospholipid angereicherte Phase zwischen zwei
rafts minimieren konnen. Aus Monoschichtstudien ist auch bekannt, dass MBP
wahrscheinlich nicht mit Cholesterol angereicherten Regionen interagiert, sondern die
negativ geladenen Lipide PS und PI, in der umgebenden fliissig-expandierten Phase der
Cholesterol-rafts, bevorzugt oder an den Grenzflaichen von kondensierten zu flissig-
expandierten Phasen interagiert [37,208]. Dies ist in Abbildung A17d zu sehen, in der die
Differenzen  Aaiso,app=aiso,app(MBP)-aiso,app(LUVS) dargestellt sind und nur minimale
Unterschiede im Temperaturbereich von 15 °C bis 45 °C aufweisen. Die Anderung der
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Polaritat konnte auf die weitere Entstehung von Stapelfehlern zurilickzufiihren sein, die
ein stirkeres Eindringen von Wasser oder eine Anderung der Krimmung der Vesikel-
Doppelschicht [229,230] und somit eine bessere Exposition gegenliber dem umgebenden
Wasser, ermoglichen. Hydrophober sind stattdessen LUVs, die 20% Cholesterol und MBP
enthalten. Dies konnte mit dem Verlust der Kriimmung (Doppelschicht planarer) und der
Stabilitat durch Zusammenkleben mit einer maximalen Kontaktflache zusammenhéangen,
wie mit TEM beobachtet (Abbildung 22). Zwischen zwei Doppelschichten kann vermutlich
weniger Wasser existieren und die Polaritat wird verringert.

Durch Analyse der Spektrenform mittels Simulation mit dem EasySpin-
Softwarepaket [231] kann die Mobilitat des Spinlabels analysiert werden. In der
Nitroxideinheit verlduft die z-Achse parallel zu den 2p,-Orbitalen des Stickstoffs und
Sauerstoffs, die das ungepaarte Elektron enthalten, die x-Achse verlauft entlang der N-O-
Bindung und die y-Achse verlauft senkrecht zur xz-Ebene (siehe Abbildung 13 in
Kapitel 2.5.3.1). Die x-Achse fallt mit der Langsachse des Cholesterolmolekiils zusammen.
Alle Spektren wurden unter Verwendung des gleichen g-Tensors simuliert und der
Diffusionskoeffizient fur die Rotation senkrecht =zur Hauptachse ist auf
Dyx=D,,,,=0,5D,= 0,9-107 s festgelegt (siehe alle Simulationen in A17). Die Nitroxid-z-
Achse ist in einem festen Euler-Winkel B (0, B, 0) zur Hauptrotationsachse (ll) ausgerichtet.
Es konnte keine Abhangigkeit der Euler-Winkel beobachtet werden, wie dies bei anderen
spinmarkierten Lipiden der Fall ist [232]. Da das Spinlabel nicht wie bei CSL
(Abbildung A17c) starr angebracht ist, hat das Spinlabel mehr Rotationsfreiheit relativ
zum Ringsystem.

Die Rotationskorrelationszeit tcorr Wwird berechnet und in Abbildung 31 in Abhangigkeit von
Temperatur und Cholesterolgehalt dargestellt. In beiden Fallen, mit und ohne MBP,
nimmt die Rotationsmobilitdt mit hoherer Temperatur bis 40 °C zu, da die Twrr-Werte
sinken und stagniert bei weiterem Temperaturanstieg. Es gibt keinen signifikanten
Unterschied zwischen den Proben und somit keine Abhangigkeit vom Cholesterolgehalts.
Oberhalb von 40 °C wird ein Maximum an Rotationsfreiheit erreicht, eine freiere Rotation,
jedoch mit verandernder Polaritat. Die allgemeine Tendenz zu einer schnelleren Rotation
bei hoherer Temperatur konnte mit der oben erwdhnten Umwandlung von der
kristallinen in die fliissige Phase von Lipiden zusammenhéangen. Diese Transformation
dominiert auch wenn MBP vorhanden ist. Im Allgemeinen konnte die Veranderung der
Dynamik mit Temperaturerhéhung und speziell im Bereich der Ubergangstemperatur
bereits in verschiedene Lipidstudien beobachtet werden [227,233]. Wie durch
Neutronenstreuung gezeigt, wird die Molekulardynamik von Lipiddoppelschichten durch
MBP beeinflusst [233,234]. In einer Studie mit DMPA und MBP wurde festgestellt, dass
die Membrandynamik aufRerhalb der Ebene zur Membrannormalen (out of plane) in der
Zeitskala von 1 ns deutlich charakterisiert ist durch rdaumlich begrenzte vertikale
Diffusionsbewegungen der Lipide und diese werden durch MBP oberhalb des DMPA-
Phasenibergangs (Gel zu flissig-kristallin) signifikant verstarkt [233]. Dies konnte in der
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Rotationskorrelationszeit nicht beobachtet werden. Da Cholesterol nur eine sehr kurze
Alkylkette besitzt und nicht mit MBP direkt interagiert, ist dieser Effekt vermutlich nicht
sehr stark ausgepragt in der Betrachtung von CSOSL.
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Abbildung 31: Rotationskorrelationszeit T in Abhdngigkeit der Temperatur von 4,4% CSOSL in LUVs mit
unterschiedlichem Cholesterolgehalt (a) ohne und (b) mit MBP in einem HEPES-NaCl-Puffer, erhalten durch Simulation
von X-Band-cw-Spektren.
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Abbildung 32: Rotationsdiffusionstensorelement D,, in Abhadngigkeit der Temperatur von 4,4% CSOSL in LUVs mit
unterschiedlichem Cholesterolgehalt (a) ohne und (b) mit MBP in einem HEPES-NaCl-Puffer, erhalten durch Simulation
von X-Band-cw-Spektren.

Kusumi et al. [235] haben die Rotationsdiffusion des Cholestan-Spin-Markers CSL
untersucht und gezeigt, dass CSL gegenliber der Gesamtordnung entlang der Alkylketten
des Wirts und dem Cholesterolgehalt empfindlich ist. Da hier das Molverhéltnis der
anderen Lipide konstant ist und sich nur die Cholesterolmenge andert, sollte der Einfluss
der Alkylketten vernachldssigbar sein. Die Studie betrachtete zwei unabhadngige
Bewegungen nach der Methode von Israelachvili[225]: eine axiale Rotation, schnell um
die lange Achse und eine taumelnde Bewegung (wobbling) der langen Achse in Kegelform.
Die Rotationskorrelationszeit ist abhdngig von der Diffusionsrate D und dem Euler-
Winkel B. Hier nimmt Dz, (Drehung um die Langsachse) mit hoherer Temperatur zu, siehe
Abbildung 32. Unterhalb von 20 °C hat der Rotationsdiffusionskoeffizient fiir Proben mit
und ohne MBP ungefdhr den gleichen Wert und eine langsame Bewegung. Dies konnte an
der energetisch eingeschrankten kristallinen/gelartigen Phase der Lipide mit ohnehin sehr
geringer Rotationsrate liegen.
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Oberhalb von 20 °C steigen die D,;-Werte steiler an, aber nicht identisch. Bei LUVs ohne
MBP trennen sich ab 45 °C die LUVs mit 44% Cholesterol von den anderen Proben und
zeigen eine langsamere Rotation (40% weniger). Alle anderen Proben haben ungefihr die
gleiche schnellere Drehung um die lange Achse. Die angegebenen Veranderungen der
Lipid-Lipid-Wechselwirkung von Fretten et al. [227] kann hier bei 10 °C (letzter
gemeinsamer Wert) und 37 °C (Phaseniibergangstemperatur, ca. Separation von 44%)
beobachtet werden. Auch spinmarkiertes MBP reagiert auf die
Umwandlungstemperaturen der Lipide [236]. Der Cholesterolgehalt von 44% verhalt sich
anders als andere Cholesterolmengen [208]. Wenn MBP mit den Vesikeln interagiert,
andert sich das Rotationsverhalten Uber 20 °C im Vergleich zu Proben ohne MBP
(Abbildung 32b). Der Unterschied von D zwischen Proben mit und ohne Protein wird
deutlicher, wenn man die Differenz AD,=D,;(MBP)-D.(LUVs) in Abhangigkeit von der
Temperatur betrachtet (Abbildung Al7e). Wie bereits erwdhnt, andert sich die Rotation
von D bei niedrigerer Temperatur nicht unabhdngig vom Proteingehalt (AD.,, = 0). Bei
Temperaturen tber 20 °C ist ein deutlicher Unterschied zu beobachten. Im Allgemeinen
zeigen Proben mit MBP eine schnellere Rotation bei 37 °C im Gegensatz zu geringeren
Temperaturen. Dies kdnnte mit der oben beschriebenen Dynamikverdnderung in der Lq-
Phase zusammenhangen, jedoch sollte diese die in plane-Rotation nicht signifikant
beeinflussen. Durch die Wechselwirkung mit der Doppelschicht nimmt MBP selbst Platz
ein, aber wie zuvor spekuliert, kdnnte MBP auch die negativ geladenen Lipide
zusammenziehen und dadurch die Lipide verdichten [208]. Dies fiihrt zu einer teilweise
hoheren kondensierten Lipidschicht und lasst Cholesterol mehr Raum fir Rotationen.
Moglicherweise ist dies fiir die nichtkovalente Verankerung in der Membran erforderlich.
Wie in Monoschicht-Experimenten gezeigt, hat ein Cholesterolgehalt von 44% den
hochsten Kondensationseffekt im Vergleich zu allen anderen getesteten Mischungen, was
zu einer bereits hochgeordneten Monoschicht fihrt, die eine gute Voraussetzung fir die
MBP-Wechselwirkung liefert [208]. Bei 37 °C scheint sich das System im optimalen
Zustand fir die Interaktion mit MBP zu befinden, da mit zunehmender Temperatur der
AD,; -Wert abfallt, sogar auf negative Werte, was bedeutet, dass die Rotation ohne MBP
schneller ist. Der Temperatureffekt auf die Rotation entlang der Molekiilachse scheint mit
MBP bei Korpertemperatur ein Maximum zu erreichen. Interessant ist, dass Proben mit
44% Cholesterol dieses Verhalten nicht zeigen. Es kann beobachtet werden, dass die D,,-
Rotation von CSOSL in LUVs (44% Cholesterol) mit MBP im Temperaturbereich von
37-60 °Cimmer 0,6 ns* schneller ist als ohne MBP. Dies zeigt zum einen erneut, dass 44%
Cholesterol eine besondere Rolle spielt, und zum anderen, dass 44% Cholesterol
enthaltende LUVs ihre Rotation mit MBP unabhdngig von der Temperatur konstant
erhéhen.

Die unterschiedlichen Rotationsraten bei 37 °C konnen sich aus unterschiedlichen
Ausgangssituationen ergeben. Bei LUVs mit weniger Cholesterol (10-30%) ist die
Membran bei hoheren Temperaturen fluider (hohere Dz) als bei einem Cholesterolgehalt
von 44%. Aus TEM-Aufnahmen weill man, dass die Krimmung fiir die 20%-Probe weniger
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stark ausgepragt (planarer) ist. Eine planare Membran zeigt an, dass der verfligbare Raum
pro Lipid zylindrisch ist und daher die Drehung entlang der Ldngsachse kaum
eingeschrankt ist. In einer kugeldhnlichen Struktur (LUV) ist dieser Raum kegel- oder
kegelstumpfformig und die Drehung entlang der x-Achse ist eingeschrankt. In einer
kiirzlich durchgefiihrten Studie wurde berichtet, dass die Zunahme der Dicke von
Phosphat-zu-Phosphat (parallel zur Doppelschichtnormale) mit zunehmendem mol-%
Cholesterol begleitet wird von einer Abnahme der Flache pro Lipid [237]. Dies bedeutet,
dass die hoheren D,,-Werte fiir LUVs mit niedrigerem Cholesterolgehalt und MBP aus der
verfligbaren Raumgeometrie resultieren kénnten. Wahrend die
Lipidkohlenwasserstoffketten die Bindungsaffinitat, Kinetik oder Faltung von MBP nicht
wesentlich beeinflussen, definieren die dynamische Freiheit und raumliche Besetzung der
Ketten, wie viel MBP binden kann, um die Membranoberflaiche zu sattigen [22]. Die
Wechselwirkung von MBP mit eher planaren oder gekrimmten Oberflachen resultiert
somit auch in einer anderen Anordnung der umgebenden Lipide, da die Eindringtiefe und
der kondensierende Effekt davon abhidngen. Die Tatsache, dass bei hoheren
Temperaturen der AD,,-Wert abnimmt, kénnte mit dem Ubergang in die fliissige Phase
zusammenhangen. Die Lipide sind agiler, bendtigen mehr Platz und verschaffen sich
untereinander einen grofReren Abstand. MBP muss gréBere Entfernungen liberwinden,
was energetisch unglinstig ware. Durch das Verlassen der Doppelschicht von MBP wird
die Rotationsfreiheit verringert. Moglich ist auch, dass sich einzelne Lipide von der
Wechselwirkung mit MBP |6sen und die fir die Wechselwirkung der a-Helix erforderliche
Lipidsequenz unvollstandig ist, das nachste fehlende Lipid jedoch zu weit entfernt ist. In
Proben mit niedrigem Cholesterolgehalt, ist dies auf die hohe FlieRfdhigkeit
zurlickzufiihren, in LUVs mit hohem Cholesterolgehalt vergréBern die Cholesterol-rafts
die Entfernung. Dies wiirde auch bedeuten, dass MBP seinen Anker verliert und seine
Konformation andert, resultierend in einer anderen Wechselwirkung mit der
Lipiddoppelschicht und das CSOSL erféhrt einen Verlust an Bewegungsfreiheit. Die trans-
gauche-lsomerisierung kann aufgrund der kurzen Alkylkette im Cholesterol vernachlassigt
werden.

3.2.1.4.2 DEER-Messungen

Die Puls-EPR-Methode der Elelektron-Elektron-Doppelresonanz (DEER) zeichnet ein
dipolares Modulationssignal zwischen zwei ungepaarten Elektronen auf, um
Strukturinformationen zu erhalten. [143,145,238] In dieser Arbeit wurde die 4-Puls-
Variante bei 50 K verwendet (weitere experimentelle Informationen zu Aufbau- und
Messtechnik konnen in Kapitel 4.7.2 gefunden werden). DEER-Messungen wurden
reprasentativ fir LUVs mit einem hohen (60%), mittleren (44%) und niedrigen (20%)
Cholesterolgehalt in Prasenz und Abwesenheit von MBP durchgefiihrt. In jeder Probe war
der CSOSL-Gehalt gleich (100 uM). Die Probe wurde bei Raumtemperatur (22 °C)

72



hergestellt, mit Glycerol versetzt und dann schockgefroren. Vor jeder DEER-Messung
wurde eine Elektronenspin-Echo (ESE)-Messung durchgefiihrt, um die Frequenzen des
Beobachter- und Pumppulses zu ermitteln und eventuelle zusatzliche Informationen
bezliglich Phasenrelaxation und Atomkern-Modulationen zu erhalten. Allerdings konnten
aufgrund des Signal/Rausch-Verhaltnisses keine Unterschiede zwischen den Spektren der
Proben festgestellt werden (A17g), weshalb diese nicht weiter diskutiert werden.

DEER-Zeitspuren von LUVs mit unterschiedlichem Cholesterolgehalt
T

20% Cholesterol
20% Cholesterol + MBP
44% Cholesterol
44% Cholesterol + MBP
60% Cholesterol
60% Cholesterol + MBP

0.8

V(t) / V(0)
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Abbildung 33: Hintergrund- und phasenkorrigierte DEER-Zeitspuren von CSOSL in Vesikeln mit einem Cholesterolgehalt
von 20%, 44% und 60% mit und ohne MBP bei einem Lipid/Protein-Verhiltnis von 567:1 in einem HEPES-NaCl-Puffer
bei 50 K (12=1,5 ps).

Abbildung 33 zeigt die Abhéangigkeiten V(t)/V(0) von t, die fir die LUVs mit
unterschiedlichem Cholesterolgehalt mit und ohne MBP erhalten wurden. Alle
resultierenden Zeitspuren zeigen keine dominanten Modulationen, dies st
charakteristisch fiir die Uberlagerung vieler dipolarer Evolutionsfrequenzen, wodurch die
Beobachtung der einzelnen Schwingung behindert wird [239]. Betrachtet man zunachst
die Zeitspuren der reinen LUV-Experimente, so zeigt sich eine deutliche Abhadngigkeit des
Cholesterolgehalts. Vesikel mit 44% Cholesterolgehalt zeigen die tiefste Modulationstiefe,
60% die niedrigste und 20% prasentiert eine Mischung aus beiden. Die qualitative Anzahl
der Spins innerhalb des zuganglichen Entfernungsbereichs kann aus der Modulationstiefe
extrahiert werden [240]. Dies bedeutet, dass bei einem Cholesterolgehalt von 44% die
spezielle Verteilung und der Abstand zwischen den Spinmarkierungen optimal sind, was
zu der groRten Modulationstiefe und der hochsten lokalen Konzentration von Spins fihrt.
Abermals zeigt ein Cholesterolgehalt von 44% ein besonderes Verhalten. LUVs mit 60%
Cholesterol weisen die geringste Tiefe auf, dies bedeutet, dass sich weniger Spins in der
beobachtbaren Entfernung befinden. Dies kdonnte auf die erzwungene zunehmende
Entfernung zwischen den CSOSL-Molekiilen zuriickzufiihren sein, da sich immer mehr mit
Cholesterol angereicherte Domanen bilden [208]. Bei einem Cholesterolgehalt von 20%
weist die Zeitspur zu Beginn einen dhnlich steilen Abfall auf wie bei 44%, endet jedoch im
Bereich von 60%. Bei der gleichen Menge an Spinmarkierungen in weniger Cholesterol-
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Doménen kann man davon ausgehen, dass dies die Spinmarkierungen in einer Doméane
ndaher zusammenbringt (44% Anteil), aber die Domanen selbst haben groRere Abstdnde
zwischen sich  (60% Anteil). Obwohl kein deutlicher Unterschied in den
makroskopischeren Techniken (TEM, DLS) zu beobachten war, zeigen die LUVs mit
unterschiedlichem Cholesterolgehalt im nanoskopischen MaRstab einen deutlichen
Unterschied.

Mit MBP liegen alle Zeitspuren auf der Messung von puren LUVs mit 60%
Cholesterolgehalt. Die Modulationstiefe andert sich somit nach der Zugabe von MBP nicht
signifikant fur die 60%-Probe, jedoch fiir die LUVs mit 20% bzw. 44% Cholesterolgehalt.
Weniger Spins sind in auflosbarer Entfernung, dies deutet darauf hin, dass MBP in die
Doppelschicht eingebaut wird und den verfliigbaren Raum pro Lipid verringert und daher
die spinmarkierten Cholesterolmolekiile auseinanderschiebt. Es zeigt aber auch, dass es
eine Art maximalen Abstand gibt, da sich die Modulationsamplitude in einer Probe mit
60% Cholesterolgehalt nicht dndert. MBP hat mit 44% Cholesterolgehalt die starkste
Wirkung auf die LUVs, da der Unterschied zwischen der Modulationstiefe ohne und mit
MBP am groRten ist. Dies konnte daran liegen, dass 1.) das Verhaltnis zwischen SM und
Cholesterol optimal ist und die kompaktesten Domdnen bildet, die fiur die
Myelinverdichtung erforderlich sind [62], 2.) die FlieRfahigkeit (Gehalt an ungesattigten
Ketten) und die Steifheit (Cholesterolmenge) der Doppelschicht in perfektem
Gleichgewicht [62,241] ist und/oder 3.) die Strukturen der Cholesteroldomanen und der
phospholipidreichen Phase werden optimiert, um das Minimum an freier Energie zu
erhalten [213].

3.2.1.5 Schlussfolgerung

In diesem Teilabschnitt wurde die Wirkung des Cholesterolgehalts in LUVs mit einer
Lipidzusammensetzung ahnlich der zytoplasmatischen Seite der Myelinmembran auf die
Wechselwirkung mit dem basischen Myelin-Protein untersucht. Zu diesem Zweck wurden
verschiedene Messtechniken durchgefihrt, die Einblicke in das
mikroskopische/nanoskopische Verhalten geben.

Auf der globaleren Skala zeigte DLS, dass LUVs mit unterschiedlichem Cholesterolgehalt
kugelformige und gleich groRe Vesikel bilden und in einem Bereich von 0 °C bis 60 °C
temperaturstabil sind. In Wechselwirkung mit MBP werden groflere Aggregate gebildet,
was erneut die Klebewirkung von MBP in der Myelinscheide belegt. Es werden jedoch
nicht alle LUVs zusammengeklebt, neben den Aggregaten sind einzelne LUVs und reines
MBP vorhanden (sichtbar in der nicht monomodalen PartikelgroBenverteilung).
Interessanterweise dndert sich das Aggregationsverhalten mit einem Cholesterolgehalt
von 44%. Zur Abbildung der reinen LUVs sowie deren aggregierten Strukturen wurde Kryo-
TEM verwendet. Wiederum zeigten die LUVs ohne MBP keinen Unterschied in
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Abhéangigkeit vom Cholesterolgehalt. Form und GroRe stimmten mit den DLS-Daten
Uberein. Mit MBP waren deutliche Unterschiede hinsichtlich Form und
Aggregationsverhalten erkennbar. Bei niedrigem Cholesterolgehalt (20%) verformen sich
die Vesikel stark, um eine maximale Kontaktflache zu haben. Dies hdangt mit der fehlenden
Starrheit der Membran zusammen, die hauptsachlich durch Cholesterol und der relativ
erhohten Menge an negativ geladenen Lipiden (Hauptinteraktionspartner fir MBP)
induziert wird. Bei hohen Cholesterolgehalten (60%) wird, im Vergleich zu der
vorhergehenden Probe, eine verdanderte Verformung der Doppelschicht beobachtet. Der
Kontaktbereich ist selektiver und es treten Bereiche mit hoherer Dichte auf. Das selektive
Verhalten konnte auf die hohere Steifheit der Vesikel und die geringe Menge an PS und PI
zuriickzufiihren sein. Bei einer Ubersittigung mit Cholesterol kénnen sich sehr groRe rafts
bilden, die aufgrund einer héheren Packungsordnung eine hohere Dichte aufweisen. Dies
muss jedoch spezifischer untersucht werden. Mit einem Cholesterolgehalt von 44%
(native Menge) ist die Bindung durch MBP geordneter. Die Vesikel behalten ihre
anfangliche runde Form und bleiben in nahezu regelmalligem Abstand zueinander, ohne
die Wirksamkeit der Aggregation zu beeintrachtigen. In Bezug auf den Myelinmantel, der
spiralformig um das Axon gewickelt ist und daher die Krimmung mit gréBerem
Durchmesser dndert, scheint es, dass 44% cholesterolhaltige LUVs die Anderung des
Durchmessers am besten ausgleichen kdnnen, indem Stabilitdt, Form und Homogenitat
aufrechterhalten werden. 20% und 60% cholesterolhaltige LUVs konnen die erforderliche
Ordnung nicht erzielen. Betrachtet man das Membranpotential der Gleitebene tiber das
Zeta-Potential, so konnte weder ohne MBP noch mit Wechselwirkung von MBP eine
Abhéangigkeit des Cholesterolgehalts beobachtet werden. Nur der mittlere Zeta-
Potentialwert &nderte sich von -53,1 mV * 7,8 mV fiur die reinen LUVs
auf -27,85 mV £ 4,9 mV mit MBP, da die negativ geladenen Lipide durch das positiv
geladene MBP neutralisiert werden.

Mittels EPR-Spektroskopie kénnen Informationen liber ein bestimmtes Molekil erhalten
werden. Dafiir wurde Cholesterol mit einem Carboxy-TEMPO an der Hydroxylgruppe
spinmarkiert (CSOSL). Aus der bestimmten Hydrophobizitdt von Spektren mit einem
spinmarkierten Cholesterol geht aus anderen Studien [62,223] hervor, dass die Polaritat
in der Kopfgruppenregion mit zunehmendem Cholesterolgehalt zunimmt. Dies ist in
dieser Studie nur teilweise zu beobachten. Fiir LUVs ohne MBP zeigt sich keine klare
Korrelation, aber mit MBP nimmt die Polaritat mit zunehmendem Cholesterolgehalt zu.
Dies bedeutet, dass sich die Polaritat der Spinmarkierung durch die Wechselwirkung mit
MBP andert, obwohl MBP nicht direkt mit Cholesterol interagiert. Es wird angenommen,
dass die Anderung der Polaritit auf die Erzeugung von Packungsdefekten zuriickzufiihren
ist, die es Wassermolekilen ermoglichen, in die Doppelschicht einzudringen und/oder die
Kriimmung zu dndern. Auch die Polaritit ist temperaturabhingig und eine Anderung der
Lipid-Lipid-Wechselwirkung bei 37 °C wird vermutet. Die Rotationskorrelationszeit Tcorr
zeigt eine Ubergangstemperatur von 37-40 °C an. Durch die Untersuchung der
Rotationsrate um die lange Molekilachse (D;;) werden die Bewegungsunterschiede
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deutlicher, da 44% cholesterolhaltige LUVs im Vergleich zu den anderen Proben
unterschiedliche Rotationsraten mit und ohne MBP aufweisen. In allen Simulationen wird
ein Maximum bei 37 °C beobachtet. Die Untersuchung der Modulationstiefe von
Zeitspuren der DEER-Experimente hat gezeigt, dass LUVs mit 44% Cholesterolgehalt den
optimalen Abstand und die optimale Verteilung von Cholesterol zu haben scheinen.
Dieselben Experimente mit MBP zeigen, dass weniger Spins unabhidngig vom
Cholesterolgehalt in der auflosbaren Reichweite sind, mit dem groRten Effekt bei 44%
Cholesterol. Dies starkt die Theorie, dass MBP den verfligbaren Platz in Doppelschichten
reduziert.

Es wird sehr deutlich, dass der Cholesterolgehalt fir die MBP-Wechselwirkung mit der
Doppelschicht bedeutsam ist. Bei Versuchen in Anwesenheit von MBP andert sich je nach
Cholesterolgehalt die GroRRe, die Form, das Aggregationsverhalten, die Stabilitdt und die
FlieBfahigkeit sowie die Rotationsbewegung, die Umgebungspolaritat und die Verteilung
des spinmarkierten Cholesterols. In fast jeder Versuchsreihe zeigt ein Cholesterolgehalt
von 44% ein unregelmalliges Verhalten oder markiert einen Umschlagspunkt. Bei
verschiedenen Analysemethoden wurde beobachtet, dass 37 °C (menschliche
Kérpertemperatur) unabhdngig vom Cholesterolgehalt eine relevante Temperatur ist.

Basierend auf den prasentierten Daten lasst sich (vorlaufig) vermuten, dass MBP die
Verdanderungen des Cholesterolgehalts in der Umgebung nicht wahrnimmt, da alle Proben
aus der Ferne betrachtet (aber immer noch nanoskalig) die gleichen Eigenschaften zu
haben scheinen. MBP erkennt die Anderungen erst, wenn es sich in unmittelbarer Niahe
der Doppelschicht befindet. Um den Defekt (falscher Cholesterolgehalt) auszugleichen,
konnte sich MBP durch Variation zu C1-C8 dandern. Dadurch wiirde, durch Signalisieren
eines Defekts, ein Schneeballsystem gestartet, welches weitere Verdnderungen nach sich
ziehen konnte.

3.2.2 Untersuchung des Einflusses von divalenten Metallionen auf die Interaktion von
MBP mit myelinartigen LUVs

Wie in den Grundlagen bereits erwdhnt sind in der natiirlichen Umgebung der
Myelinscheide divalente Metallionen vertreten. Hierzu gehéren unter anderem Zink,
Kupfer, Eisen, Calcium und Magnesium. Vor allem Zink mit 50 uM (1,4 umol/g Myelin)
zeigt eine hohe Konzentration auf. Kupfer liegt, im Vergleich dazu, nur zu etwa einem
Drittel (0,4 umol/g Myelin) vor [74,242]. MBP hat 10 Histidineinheiten, die als
Koordiantionsstellen fir Metallionen geeignet sind. Dabei kdnnen pro MBP-Molekiil
0,9 Zink-lonen und 2,13 Kupfer-lonen aufgenommen werden [92]. Wie bereits in anderen
Studien festgestellt wurde, haben divalente Metallionen einen Einfluss auf das
Bindungsverhalten von MBP mit Lipiden. So ist die Bindungsaffinitdat von Kupfer-lonen
gegenlber Zink-lonen grofer, Zink-lonen induzieren bei Lipid-gebundenem MBP eine
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verdanderte Sekundarstruktur und es wird eine synergistische MBP-Membran-Kation-
Interaktion vermutet [77,88,91,243,244]. Auch die Lipide selbst k&nnen Uber
elektrostatische Wechselwirkungen mit den Metallionen interagieren, vor allem PS und PI
als negativ geladene Lipide. Zinkmangel fiihrt zu einer abnormalen ZNS-Entwicklung und
neuropsychologischen Beeintrachtigung [245-247]. In neurofibrilldren Verwicklungen,
die mit verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen assoziiert sind, wurde Uber
ungewohnlich hohe Zinkspiegel berichtet [248]. AuRBerdem wird vermutet, dass die
Kationen-Konzentration sich im erkrankten Zustand andert und lokal entweder sehr hoch
oder sehr gering sein kann [45,89,90]. Diese lokalen Veranderungen kdnnen dazu fihren,
dass strukturelle Verdanderungen auftreten, die die Integritat und Stabilitat der Membran
beeinflussen [45]. Bisher wurde jedoch meist nicht die komplette Lipidzusammensetzung
verwendet oder die Reihenfolge der Zugabe der Komponenten nicht beriicksichtigt.
Deshalb wird in den folgenden Kapiteln der Einfluss von unterschiedlichen divalenten
Metallionen auf die Interaktion von MBP mit myelinartigen LUVs untersucht.

Als Modellsystem fiir die Lipidmembran werden auch in diesem Kapitel LUVs verwendet.
In diesem Teil der Arbeit wurde zunachst immer der Einfluss der einzelnen Chloridsalze
der Metallionen auf die LUVs untersucht. AnschlieRend wurde MBP in das System
eingebracht, wobei die Reihenfolge der Zugabe beachtet wurde, da nicht bekannt ist, ob
zuerst Protein oder Metallionen im Myelin vorhanden sind. Im Weiteren werden immer
drei verschiedene Pipettier-Reihenfolgen unterschieden, wobei die Grundlage stets die
LUVs mit der naturlichen Lipidzusammensetzung (PC/PS/PE/SM/PI/Chol im Mol-
Verhaltnis von 11:13:27:3:2:44 [68]) sind und als ,,myelinartig” im Folgenden bezeichnet
werden:

1. Metallionen- danach Proteinzugabe (M%**+MBP),
2. Protein- danach Metallionenzugabe (MBP+M?%*)
3. Protein und Metallionen werden zusammen inkubiert ((MBP+M?2*)).

Sowohl bei der Zugabe von Protein als auch bei der von Metallionen wurde stets eine
Inkubationszeit von 15 min abgewartet. Zu Beginn werden die Auswirkungen von
mehreren Metallionenkonzentrationen untersucht, mit Fortschreiten des Projektes
wurde sich auf bestimmte Konzentrationen fokussiert (Tabelle 3). Ausgangspunkt sind die
natirlichen Metallkonzentrationen von 50 pM Zink-lonen und 14 uM Kupfer-
lonen [74,242].
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3.2.2.1 Einfluss des Metallionengehalts auf Form und GréfSe der myelinartigen Vesikel
(dynamische Lichtstreuung)

Die dynamische Lichtstreuung (DLS) misst zeitabhdngige Schwankungen der
Streuungsintensitat, die von Partikeln herrihren, die einer zufdlligen Brownschen
Bewegung unterliegen. Informationen U(ber den Diffusionskoeffizienten und die
PartikelgroRen konnen aus der Analyse dieser Schwankungen erhalten werden. Das
Verfahren bietet die Moglichkeit, GroRenmerkmale von Vesikeln oder Proteinen, sowie
auch das Aggregationsverhalten dieser in einem fllissigem Medium zu messen. [113,115]

Zunachst wurde untersucht, ob die Art der Metallionen (Zink oder Kupfer) und die
Konzentration der einzelnen Metallionen einen Einfluss auf die Form und GroRe der
Vesikel haben. Zur Uberpriifung der Homogenitit der Proben wurden mittels
dynamischer Lichtstreuung die GroRenverteilung der extrudierten LUVs bei 20 °C
aufgenommen. Der hydrodynamische Durchmesser hdngt von der GrofRe des
Partikelkerns und der Struktur seiner Oberflache sowie den umgebenden lonen ab. Hier
wurde ein Puffer aus HEPES und Natriumchlorid mit einer lonenstarke von 18 mM
verwendet, wobei je nach addierter Metallionenkonzentration die lonenstarke im Bereich
von 0,056-0,256 mM variiert. Es zeigte sich, dass die Zugabe von divalenten Metallionen
keinen signifikanten Einfluss auf die GroRe der Vesikel besitzt, da die hydrodynamischen
Durchmesser (Abbildung 34a) bei verschiedenen Konzentrationen an Kupfer- und Zink-
lonen unverdndert bei 131 nm * 3,6 nm bleiben. Die Partikeldurchmesser sind leicht
erhoht zu den 127,4 nm + 0,3 nm der Vesikel mit natlirlicher Zusammensetzung ohne
zusatzliche Metallionen. Dies kann durch die Verdanderung der Oberflachenstruktur durch
Interaktion negativ geladener Lipide mit Metall-Kationen und der lonenkonzentration im
Medium, welche die Diffusionsgeschwindigkeit der Partikel beeinflussen, erklart
werden [216,249]. Alle Intensitatskorrelationsfunktionen sind steil und liefern eine
unimodale und enge GroRenverteilung (PDI < 12%, Transmission > 80%). Die Messungen
bei Seit- und Rickstreuung deuten auf eine sphéarische Form der Vesikel hin (siehe
Anhang A18a). Die globale Form wird somit nicht verandert im Vergleich zu Vesikeln ohne
zusatzliche divalente Metallionen. Die anzahlgewichtete Analyse der Proben bestétigte
die monomodale Verteilung der PartikelgroBe und die haufigste GroRe der Partikel
entspricht dem hydrodynamischen Durchmesser (Abbildung A18b). Ebenso sind die LUVs
temperaturstabil wie aus Abbildung 34b ersichtlich ist. Jedoch kann kein Anstieg der
PartikelgroRe mit steigender Temperatur beobachtet werden, wie dies der Fall ist bei
Messungen mit verschiedenem Cholesterolgehalt (siehe Kapitel 3.2.1.2). Das Aufquellen
der Vesikel ist somit durch die Zugabe von Metallsalzen stark vermindert. Dies deutet zum
einen darauf hin, dass die Metallionen mit den Lipiden interagieren und somit die
temperaturabhangigen Phasenlbergdange beeinflussen und zum anderen das
oberflaichennahes Wasser teilweise verdrangt wird und somit die Wasserschicht-Ordnung
in der Nahe der Lipiddoppelschicht verandert wird [216]. Dies stimmt mit den Fakten
Uberein, dass divalente Metallionen an Lipiddoppelschichten adsorbieren und durch die
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lon-Dipol-Wechselwirkung Konformationsanderungen der Lipidkopfgruppen
verursachen [250,251] und dies zu einer Versteifung und Dehydrierung der
Lipidkopfgruppen fihrt [83,84,252].
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Abbildung 34: Hydrodynamischer Durchmesser von LUVs in Abhdngigkeit vom Metallionengehalt, erhalten durch
dynamische Lichtstreuung mit Streuwinkeln von 90° und 175° (intensitatsgewichtet). (a) gemittelter hydrodynamischer
Durchmesser aus Seit- und Rickwartsstreuung bei 20 °C, Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler des
Mittelwerts von drei Messungen. (b) Temperaturabhangigkeit des hydrodynamischen Durchmessers mit einem
Streuwinkel von 90°.

Bei Proben mit basischem Mpyelin-Protein konnte in der intensitdtsgewichteten
PartikelgroRenverteilung abermals das Auftreten eines zweiten Peaks bei
PartikelgroRen >150 nm beobachtet werden (wie in Kapitel 3.2.1.2, siehe A19a). Diese
bimodalen Verteilungen (PDI < 30%, Transmission < 65%) belegen, dass die Anwesenheit
von divalenten Metallionen nicht die generelle Fahigkeit von MBP aufhebt, Membranen
zu verbinden. Neben den groBen aggregierten MBP-LUV-Partikeln, konnten auch einzelne
LUVs nachgewiesen werden, somit werden nicht alle Vesikel zu Aggregaten verklebt. Die
anzahlgewichtete Analyse ergab, dass nur wenige groRe Aggregate gebildet werden und
zudem auch einzelne MBP-Molekile/Dimere sich in Losung befinden (Peak bei 3-10 nm,
siehe Abbildung A19b). Temperaturabhdngige Messungen ergaben keine Tendenzen, da
aufgrund der schlechten Reproduzierbarkeit von Proben mit MBP die DLS-Daten nicht
konkreter ausgewertet werden konnten.

Die Betrachtung der PartikelgroBenverteilung zeigte, dass die Vesikel ohne MBP uniform
und temperaturstabil sind, obwohl die Konzentration der Metallionen variiert wurde.

3.2.2.2 Beeinflussung des Zeta-Potentials durch divalente Metallionen
(elektrophoretische Lichtstreuung)

Bei Betrachtung des Potentials der Scherebene, bestimmt durch cmPALS-Messungen,
wird ersichtlich, dass der Metallionengehalt die reinen LUVs in Abwesenheit von MBP
beeinflusst und abhangig von Konzentration und Metallionenart ist. Alle Zeta-Potential-
Verteilungen sind monomodal (siehe Anhang A20) und die PartikelgroBenverteilung aus
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DLS-Experimenten ist bei allen LUVs dhnlich, somit ist die Anderung des Potentials auf die
Zugabe der lonen zuriickzufiihren. Interessanterweise erreichen die gemessenen
Potentiale fir niedrige Metallionen-Konzentrationen (< 30 uM) negativere Werte als fiir
reine LUVs und werden positiver mit hoherer Konzentrationen (Abbildung 35a). Der
Anstieg des Zeta-Potentials ist jedoch nur im Bereich von ca. 4,5 mV und nicht als sehr
signifikant zu betrachten. AuBerdem sind die Zeta-Potential-Werte der verschiedenen
Metallionen bei niedrigen Konzentrationen in etwa gleich, wohingegen diese bei hohen
Konzentrationen zunehmend differieren. Die Art des Metalls ist somit von Bedeutung.
Kupfer-lonen erzielen bei selber Konzentration einen negativeren Wert als Zink-lonen und
weisen einen hoheren Standardfehler auf. Zudem liegen alle Zeta-Potentiale von
Experimenten mit Kupfer-lonen unterhalb der Referenz. Dies konnte womaoglich an dem
leicht grolReren hydrodynamischen Durchmesser und einer  anderen
Oberflachenbeschaffenheit aufgrund von unterschiedlichen praferierten Koordinationen
(Zn: tetraedrisch, Cu: quadratisch planar [253]) liegen, die die elektrophoretische
Mobilitdt beeinflussen. Die Messung der Mischung aus Zink- und Kupfer-lonen
positioniert sich zwischen den Messungen der einzelnen lonenarten. Obwohl nur 14 uM
Cu?* enthalten sind, im Vergleich zu der 3,5-fachen Menge an Zink-lonen, scheinen diese
doch einen groBen Effekt auf das Potential der Scherebene zu haben, da der Potentialwert
zu niedrigeren Werten verschoben wird im Vergleich zu 50 uM Zn?*. Die Zugabe von
verschiedenen divalenten Metallionen resultiert somit in leicht unterschiedlichen
Ausgangssituationen, in Abhangigkeit von Metallionenkonzentration und —art, fir die
folgenden Messungen mit MBP.
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Abbildung 35: Kontinuierlich Uberwachte Phasenanalyse der Lichtstreuung: mittleres Zeta-Potential von
(a) myelinartigen LUVs mit unterschiedlichem Metallionengehalt und (b) myelinartigen LUVs mit unterschiedlichem
Metallionengehalt und MBP in verschiedenen Pipettier-Reihenfolge (gemessen bei 20 °C mit maximal 40 V, 200x). Die
Mischung aus Zink- und Kupfer-lonen wurde bei der Gesamtionenkonzentration von 64 uM eingetragen. Fehlerbalken
reprasentieren den Standardfehler des Mittelwerts von drei Messungen.

Wie bereits durch DLS-Messungen bestatigt verhindern die zusatzlichen Metallionen nicht
die allgemeine Funktion von MBP die Vesikel zu verkleben. Auch in dieser Versuchsreihe
mit MBP kann die Interaktion von MBP mit den Vesikeln beobachtet werden, da das Zeta-
Potential fir alle Proben sich zu positiveren Dimensionen verschiebt (Abbildung 35b, die
monomodalen Verteilungen der Zeta-Potentiale sind in Anhang A20 zu sehen). Dies
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entspricht der Neutralisation der negativ geladenen Lipidladungen mit den positiven
Ladungen des Proteins. Allerdings sind, im Gegensatz zu Messungen ohne
Metallionen/MBP, keine signifikanten Unterschiede zwischen den Metallionenarten bzw.
—konzentrationen zu erkennen. Auch die Reihenfolge der Zugabe von Protein und
Metallionen zeigt keine klaren Unterschiede. Die Ergebnisse liegen aufgrund der
schlechten Reproduzierbarkeit mit MBP in einem breiten mV-Bereich. Aus den DLS-Daten
ist bekannt, dass nicht alle LUVs durch MBP zusammengeklebt werden, da der Peak bei
131 nm noch besteht und somit noch einzelne LUVs vorhanden sind. Daher ist der Wert
des Zeta-Potentials fiir Proben mit Protein eine Mittelung der durch MBP
zusammengeklebten Vesikel, einzelner LUVs und eventuellen freien Metallionen. Diese
Mischung aus mehreren Partikelmdglichkeiten und das unterschiedliche Aggregieren von
MBP mit LUVs, kdnnte die schlechte Reproduzierbarkeit erklaren. Jedoch kann man sagen,
dass die Mehrheit der Potentialwerte die Referenz bei -27 mV nicht (berschreiten. Die
Zugabe von MBP, egal in welcher Reihenfolge, scheint die duBeren Unterschiede zwischen
Kupfer und Zink in der Scherebene zu minimieren.

3.2.2.3 \Visualisierung des Einflusses von divalenten Metallionen auf die LUV-MBP-Interaktion
mittels Kryo-Transmissionselektronenmikroskopie

Da die Zeta-Potential-Ergebnisse ein anderes Ladungsverhéltnis der Oberflache
nahelegen und im vorherigen Kapitel zur Cholesterolabhangigkeit grolRe Unterschiede der
Aggregation mittels Kryo-TEM beobachtet werden konnten, werden auch hier die Proben
mittels Kryo-TEM untersucht. Moglicherweise kdnnte man neben den unterschiedlichen
Bindungsverhalten von MBP und Vesikeln auch konkrete Unterschiede der
Vesikeloberflaichen beobachten. Die Aufnahmen aus Abbildung 22 mit 44%
Cholesterolgehalt aus Kapitel 3.2.1.1 dienen hier als Vergleich fiir das System ohne
divalente Metallionen. Diese sind nochmal kompakt in Abbildung 36 dargestellt. Fir die
folgenden TEM-Messungen wurde sich auf einzelne Konzentrationen fokussiert. Es
wurden 50 uM Zn?* und 14 puM Cu?* als natirliche Einzel-Konzentrationen [242], die
Mischung aus beiden und als Referenz 50 uM Cu?* selektiert. Zunichst wurden die Vesikel
ohne MBP betrachtet (Abbildung 36). Dabei stellte sich heraus, dass keine Unterschiede
weder zwischen den verschiedenen Metallionensorten, noch verschiedener
Konzentrationen, noch Zusammensetzungen erkennbar sind. Alle Vesikel sind rund,
teilweise multilamellar, besitzen circa die gleiche GréRe und sind separiert voneinander,
wie auch die Vesikel ohne Metallionen (Abbildung 36). Dies deckt sich mit den Resultaten
der vorherigen DLS-Messungen (Kapitel 3.2.2.1). Shaharabani et al. [44,45] haben mittels
SAXS gezeigt, dass bereits in MLVs ohne MBP (egal ob Lipid-Zusammensetzung von
Gesunden oder Erkrankten) Phasenunterschiede auftreten in Abhdngigkeit der
Metallionensorte und -konzentration. Da dies hier nicht zu beobachten ist, konnte die
Entstehung von koexistierenden Phasen auf die Multilamellaritdt oder auf die leicht
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andere Lipidzusammensetzung (hier zusatzlich Pl) zurlick zu fihren sein, ebenso wie auf
die hohere Salzkonzentration im verwendeten Puffer.

200m L \VBP

+Zn%*+Cu?**

200 nm +Cu?* +Cu2H*

Abbildung 36: Kryo-TEM-Aufnahmen von myelinartigen Vesikeln ohne bzw. mit verschiedenen Zugaben von divalenten
Metallionen oder MBP in einem HEPES-NaCl-Puffer. Zn2*= 50 uM, Cu?= 50 pM, Cu?'= 14 uM und
50 uM Zn%+14 uM Cu*",

Wenn MBP als Interaktionspartner zur Verfligung steht, sind die resultierenden
Aufnahmen sehr unterschiedlich (Abbildung 37). Allgemein kann wieder festgestellt
werden, dass in jeder Probe mit MBP eine Verklebung der Vesikel stattfindet. Allerdings
variiert diese in der Art und Weise wie die Vesikel miteinander verbunden werden. Wie
bereits in Kapitel 3.2.1.1 beschrieben, erhalten die Vesikel mit MBP, aber ohne
Metallionen (Abbildung 36 rechts oben), ihre runde Form und beriihren benachbarte
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Vesikel nicht, sondern haben einen regelmaligen Abstand zwischen zwei Membranen.
Diese Regelmaligkeit in Form und Abstand ist vermutlich gilinstig fiir ein homogenes
Schichten der Myelinscheide.

Wenn Zink-lonen hinzugefiigt werden, werden die Vesikel in allen drei Féallen der
Probenpréaparation sehr stark deformiert (Abbildung 37, siehe auch Abbildung A21 fir
vergrofRerte Ansicht), um eine moglichst grolRe Kontaktflache zu benachbarten Vesikeln
zu ermoglichen. Jedoch gibt es Unterschiede zwischen den Pipettier-Varianten. Bei der
Zugabe von Zink-lonen und anschliefend MBP beriihren die Vesikel sich so stark, dass kein
Freiraum zwischen den Lipiddoppelschichten erkennbar ist, es sind aber zwei definierte,
separierte Doppelschichten vorhanden (Abb. 37 Pfeil A). Die Wasserschicht zwischen den
Vesikeln scheint bis auf ein Minimum reduziert. An den Stellen, die in Kontakt mit einer
benachbarten Doppelschicht stehen ist keine Krimmung erkennbar, es sind somit lineare
Abschnitte. Dies ist auch der Fall in der (MBP+Zn?*)-Variante, jedoch sind dort auch
teilweise Bereiche vorhanden, in denen keine zwei separierten Lipidschichten erkennbar
sind (Abb. 37 Pfeil B). AuBerdem behalten die Vesikel in beiden Fallen im Groben die
anfangliche GroRe bei. Wenn zuerst Metallionen mit den Lipiden interagieren kdnnen, ist
aus mehreren Studien bekannt, dass die Abfolge der Wechselwirkung in zwei Schritten
erfolgt [254]:

1. Elektrostatische Wechselwirkungen mit groRer Reichweite kénnen die lokale
Konzentration von lonen in der Nahe der Membranoberflache stark erhdhen.
Beispielsweise ziehen Lipide mit anionischen Kopfgruppen (Phosphoserin oder
Phosphoinositol) Kationen in erheblichem Mal3e an [255].

2. Dringen Metallionen in den polaren Bereich der Membran ein und bilden
Komplexe mit bestimmten Stellen aus. Die Art der Metallionenbindung betrifft
vorzugsweise die Phosphodiester- und Carbonylgruppen, sowie das Wasser der
Hydratationshiille der Lipide und lonen [255].

Durch die Interaktion von Zink-lonen mit der Lipiddoppelschicht kommt es somit zu
Konformationsanderungen der Lipide, die eine Auswirkung auf die Bindung zu MBP
haben, wie es auch hier beobachtet werden konnte. Wenn MBP und Zink-lonen zunéachst
inkubiert werden, ist bekannt, dass diese die unstrukturierte Form von MBP in wassrigen
Medium nicht verandern [77], somit keine Auswirkung auf die Sekundarstruktur des MBP
haben. Jedoch wird nicht ausgeschlossen, dass Zink-lonen trotzdem mit dem Protein
interagieren [91]. Die dhnlichen TEM-Aufnahmen deuten rein optisch jedoch an, dass hier
die Veranderung durch die Lipid-lonen-Wechselwirkung dominiert.

Die MBP+Zn?**-Probe zeigt im Gegensatz zu den anderen beiden Varianten einen
konsistenten Abstand zwischen den Vesikeln. Dieser ist jedoch nicht so weit wie bei den
Experimenten ohne Metallionen. Eine Anderung ist ebenfalls, dass die Vesikel fusioniert
sind zu grolReren Gebilden, die einerseits weniger stark deformiert sind und anderseits
gemeinsame Lipiddoppelschichten aufweisen. Die Verdichtung durch Zink spiegelt sich in
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den Ergebnissen von Smith et al. [77] wieder, in deren Studie mittels ATR-FTIR-
Spektroskopie unter anderem gezeigt wurde, dass bei Zugabe von Zink-lonen zu
membran-assoziierten MBP die Sekundarstruktur verandert wird, hin zu einer gréReren
a-Helizitdit. Wenn somit MBP bereits mit Lipiden wechselwirkt und Zink-lonen
hinzugegeben werden, andert sich vermutlich hauptsachlich nur die Konformation des
MBP, sodass die verankerten, gegeniberliegenden Lipidschichten né&her
zusammengezogen werden. Aber auch die Bildung eines Zink-Phosphat-MBP-Komplexes
ist ein moglicher Mechanismus in der Verdichtung von Myelin und der Aufrechterhaltung
seiner Integritat [88].

Die Zugabe von Zink-lonen hat somit einen Einfluss auf das Bindungsverhalten zwischen
MBP und LUVs. Jedoch ist dieses auch von der Interaktions-Reihenfolge abhdngig. Es
scheint, dass die RegelmaRigkeit in Form und Abstand durch Zink-lonen gréRBtenteils
aufgehoben wird. Vor allem die Zn**+MBP-Variante ist vergleichbar mit den Kryo-TEM-
Ergebnissen von 20% Cholesterolgehalt und MBP (Abbildung 22 links). Bei MS-Patienten
wurde ein dramatischer Anstieg der Zinkspiegel in Erythrozyten beobachtet,
moglicherweise aufgrund einer Storung der normalen Kompartimentierung von Zink
wahrend der Demyelinisierung [256]. Dies lasst vermuten, dass auch ein bestimmter
Gehalt an Zink bzw. die Reihenfolge ein homogenes Stapeln der Myelinmembranen
behindert. Auch die Konkurrenz um negativ geladene Lipide kdnnte eine Rolle spielen, da
sowohl die Metall-Kationen als auch die positiven Ladungen des MBP préaferiert mit diesen
interagieren.
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Abbildung 37: Kryo-TEM-Aufnahmen von Vesikeln mit 44% Cholesterolgehalt mit MBP und verschiedenen divalenten
Metallionen. Es wurde in drei verschiedenen Reihenfolgen Protein und Metallionen hinzugegeben: Metallionen dann
Protein (MZ*+MBP), Protein dann Metallionen (MBP+M2*) oder Protein und Metallionen wurden inkubiert ((MBP+M?2*)).
Dabei stehen die Abkiirzungen der lonen fiir folgende Konzentrationen: Zn2*=50 uM, Cu2*=50 pM, Cu?**=14 pM. Die
roten Pfeile markieren Bereiche mit besonderen Merkmalen, deren genauere Erlduterung im Text zu finden ist.
VergroRerte Ausschnitte der hier prasentierten Aufnahmen sind in A21 zu finden.

Die Zugabe von 50 uM Kupfer-lonen ergibt ein anderes Resultat. Das markanteste ist, dass
die Oberflache der Vesikel in allen drei Proben rau erscheint (Abbildung 37, siehe
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Abbildung A21 fir vergrofRerte Ansicht). Dies war bei den vorherigen Experimenten, selbst
bei den LUVs ohne Protein (Abbildung 36), nicht zu beobachten. Nur die Kombination aus
Kupfer und MBP resultiert in einer massiven topographischen Veranderung der Lipid-
Oberflache. Sicherlich wird auch die Topographie in Kombination mit Zink verandert,
jedoch nicht in dem Mal3, dass es deutlich in mikroskopischen Aufnahmen im Nanometer-
Bereich erkennbar ist. Dies weist darauf hin, dass einerseits MBP und Kupfer eine andere
Koordination einnehmen als MBP und Zink, welche eine andere Wechselwirkung mit der
Lipiddoppelschicht bewirkt und andererseits sich die Lipid-Kupfer-Wechselwirkung im
Vergleich zu Lipid-Zink unterscheidet. Dies ist nicht verwunderlich, da zum einen
festgestellt wurde, dass die Aufnahmekapazitat (n(Cu)=2, n(Zn)=1) fir beide lonen
unterschiedlich ist und zum anderem die Koordinationsstrukturen (Zn: verzerrt
tetraedrisch; Cu: verzerrt quadratisch planar [253]) sich unterscheiden, sowie die
Bindungsaffinitat mit MBP (Zn<Cu) [91]. In den vorangestellten DLS-Messungen wurde
ebenfalls eine Veranderung der Vesikel-Oberflaiche vermutet aufgrund der leicht
erhdhten dynamischen Durchmesser mit 50 pM Cu?* (Kapitel 3.2.2.1). Die Cu**+MBP-
Variante zeigt neben Bereichen, die einen unregelmaRBigen Abstand aufweisen, eine
Verklebung der Vesikel an groReren punktuellen Bereichen (Abb. 37 Pfeil C). Durch das
punktuelle Verbinden werden die Vesikel etwas lang- und breitgezogen und die
urspringliche Krimmung ist nicht mehr vorhanden. Vergleichbar dazu ist die (MBP+Cu?*)-
Probe, die ebenfalls punktuell die benachbarten Vesikel verbindet, jedoch weniger stark
wie die Cu**+MBP-Variante. Zudem ist die runde Form der Lipidschicht gréRtenteils intakt.
Eine Studie Giber die Kupfer-induzierte Selbstorganisation von MBP in Losung fand heraus,
dass neben den zwei effizienten Kupferbindungsstellen, ein drittes Kupfer-lon ab einer
bestimmten Konzentration (MBP zu Cu?* 1:3) zur Aggregation von MBP-Molekilen
flihrt [32]. Dies konnte hier vernachlassigt werden, da das molare Verhaltnis von MBP zu
Cu?* (50 uM) im Bereich von 1:2 liegt. Wenn zuerst MBP und danach Kupfer-lonen
hinzugegeben werden, sehen die TEM-Aufnahmen &hnlich zu denen ohne Metallionen
aus. Die Vesikel sind rund und voneinander separiert, allerdings mit unregelmaRigen
Abstanden und einer rauen Oberflache, im Allgemeinen aber geordneter als die anderen
beiden Varianten. Auch bei Verwendung von Kupfer-lonen spielt die Reihenfolge der
Komponentenzugabe eine wichtige Rolle und rein optisch scheinen die beiden Varianten
Cu?*+MBP und (MBP+Cu?*) durch die Lipid-lonen-Wechselwirkung dominiert zu werden.
Alle drei Varianten verkleben die Vesikel, aber anders als ohne Metallionen.

Auch die Metallionensorte ist entscheidend: mit Kupfer scheint die Grundstruktur der
Lipiddoppelschichten besser erhalten zu werden, jedoch wird die Topographie stark
verdandert; mit Zink scheint die Membrankriimmung stark beeinflusst, jedoch die
Topographie unverandert. In beiden Fallen scheint es, als ob im ungebundenen, gelosten
Zustand von MBP Bindungsstellen fir Metallionen verflugbar sind, die im membran-
assoziierten Zustand nicht zuganglich waren. In Kombination mit unterschiedlichen Lipid-
Metallionen-Wechselwirkungen fiuhrt dies zu verschiedenen Resultaten der
Gesamtanordnung von Lipiddoppelschichten und MBP. Mit beiden Metallionen konnte
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eine  Art Ordnungsgrad beobachtet werden, der in der Staffelung
MZ*+MBP>(MBP+M?%*)>MBP+M?* zunimmt. Ein hoher Ordnungsgrad herrscht, wenn die
urspriingliche Krimmung der Vesikel erhalten bleibt und die Kontaktflaichen minimal sind.

Da Kupfer-lonen zu einem geringeren Anteil (im Vergleich zu Zink-lonen) im Myelin
vorhanden sind, wurden die selben Experimente mit einer verringerten Kupfer-
lonenkonzentration (14 puM, im Folgenden mit Cu?** abgekirzt) durchgefiihrt. Dabei
zeigte sich, dass alle drei Varianten sich sehr dhnlich sehen und nur minimale
Unterschiede aufweisen. Bei allen Proben sind runde Vesikel mit einer leicht angerauten
Oberflache zu beobachten, die sich teilweise punktuell beriihren. Die Abstande zwischen
den Vesikeln sind unregelmiRig. Die Varianten MBP+Cu?** und (MBP+Cu?**) zeigen
zudem langgezogene Vesikel auf, die von einem Vesikel ausgehen und im Gesamtbild eine
,Blume“ ergeben (Abb. 37 Pfeil D). Mit einer verminderten Konzentration an Kupfer-lonen
scheint die Reihenfolge der Zugabe das Bindungsverhalten weniger zu beeinflussen. Dies
liegt womoglich schlicht an der geringeren Konzentration, da die Aufnahmen eine
Mittelung des Verhaltens aus beeinflussten und unbeeinflussten MBP oder Lipiden zeigt.
Trotzdem hat die geringere Kupferkonzentration einen Einfluss auf die Rauigkeit der
Lipiddoppelschicht und das Bindungsverhalten zwischen MBP und Lipiden. Denn, obwohl
die Rauigkeit der Vesikeloberfliche enorm abgenommen hat im Vergleich zu 50 uM Cu?*
ist diese nicht verschwunden und durch die Verklebung sind die Vesikel weniger
deformiert als ohne Metallionen.

Da sowohl Zink- als auch Kupfer-lonen einen solch starken Effekt auf die Interaktion von
MBP mit den LUVs haben und in der natirlichen Umgebung von MBP auch zusammen
existieren, wurde untersucht, wie beide Metallionen simultan wirken. Dazu wurde eine
Mischung aus 50 pM Zn%* und 14 uM Cu?* verwendet, um das natiirliche Verhiltnis
widerzuspiegeln. Die Kryo-TEM-Aufnahmen zeigen interessante Resultate (Abbildung 37,
siehe Abbildung A21 fir vergrdBerte Ansicht). In der M2*+MBP-Variante ist deutlich die
raue Oberflache der Vesikel zu beobachten, in den anderen beiden Varianten hingegen
nicht. Alle drei Varianten zeigen runde Vesikel, die unterschiedliche Abstdnde
voneinander haben. In Variante M?*+MBP und MBP+M?* sind die Vesikel auch tber
punktuelle Kontaktflichen verbunden, die mit einer Deformation einhergehen. Die
(MBP+M?2*)-Probe zeigt die héchste Ubereinstimmung mit der Probe ohne Metallionen.
Im Allgemeinen scheinen alle drei Varianten mit der Kombination aus Zink- und Kupfer-
lonen geordneter zu sein als die restlichen Metallionen-Proben. Die Aufnahmen mit Cu?**
sehen den Aufnahmen von Zn?*+Cu?* dhnlicher als die Aufnahmen mit Zn?*. Dies in
Kombination mit der teilweise sichtbaren rauen Oberflache lasst vermuten, dass Kupfer-
lonen die Beeinflussung der Wechselwirkung zwischen MBP und LUVs dominiert. Dies
steht in Ubereinstimmung sowohl mit den Ergebnissen von Riccio et al. [88], wonach
Kupfer-lonen die Bindung von Zink-lonen zu hemmen scheint und Berlet et al. [91],
wonach die Bindungsaffinitat zu MBP bei Kupfer groRRer ist als bei Zink, als auch mit den
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Resultaten der vorherigen Zeta-Potential-Analyse in Kapitel 3.2.2.2. Kupfer scheint Zink,
im Fall von MBP, mit hoher Effizienz zu ersetzten.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass alle Messungen mit MBP und Metallionen zu
einer Aggregation der Vesikel fihrt, aber im Vergleich zu der Messung ohne Metallionen
unterschiedliche Verklebungsverhalten zeigen. Zudem zeigen Zink- und Kupfer-lonen sehr
divergierende Ergebnisse. Die Reihenfolge in der die Zugabe von Protein und lonen erfolgt
spielt eine groRe Rolle. Das Resultat hdangt somit davon ab, ob zuerst das Protein oder die
Metallionen mit den negativen Lipiden der Vesikel interagieren kdnnen oder ob MBP und
Metallionen eine fertige Konformation bilden. Ohne Protein sind jedoch keine
Unterschiede erkennbar. Dies kann entweder an der Auflésungsgrenze des Mikroskops
liegen, da die Veranderungen nur minimal sind oder die Lipiddoppelschicht interagiert mit
beiden lonensorten gleich.

3.2.2.4  Untersuchungen des spinmarkierten PC mittels EPR-Spektroskopie

Fir Messungen mittels EPR-Spektroskopie wurde TempoPC (Abbildung 38, auch T-PC
genannt) als spinmarkiertes Lipid verwendet. CSOSL wurde fir diese Studie nicht
weiterverwendet, da die Zugabe von Zinkchlorid keine signifikanten Unterschiede in der
Spektrenform induzierte. Es wird vermutet, dass Zink-lonen nicht spezifisch genug mit
Cholesterol interagieren, sondern eher globuldar mit der Lipidoberflache wechselwirken.
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Abbildung 38: Chemische Struktur des spinmarkierten Phosphatidylcholins, TempoPC.

Das TEMPO-Radikal befindet sich an der Kopfgruppe eines 16:0-18:1-PC-Molekiils. Es
wurde gewahlt, da einerseits ein numerisch haufiges Lipid aus der ungeordneten Phase
(auRBerhalb der Cholesterol-rafts) bendtigt wurde und andererseits die beiden
Kohlenwasserstoffsegmente die haufigsten in dem kommerziell erworbenen PC waren.
Die Kopfgruppenposition der Spinmarkierung sollte eine gute Ubersicht iiber eventuelle
Oberflachenveranderungen und Interaktionen mit MBP liefern [36]. Zudem sollte die
eigentliche Position in der Lipiddoppelschicht sowie Struktur und Funktion des Lipides
nicht beeinflusst werden [257,258]. Alle folgenden EPR-spektroskopischen Experimente
wurden bei X-Band-Mikrowellenfrequenzen (9,4 GHz) durchgefiihrt. In diesem
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Messverfahren werden nur Zink-lonen vermessen, da Kupfer-lonen paramagnetisch sind
und spezifisch die Verdnderung am Lipid untersucht werden soll.

3.2.2.4.1 Continuous wave EPR

Mittels continuous wave (cw)-EPR-Spektroskopie konnen Informationen (ber die
Losungsmittelzuganglichkeit, die Abstande zu anderen paramagnetischen Zentren, die
Beweglichkeit des Spinlabels und die Polaritdit der Mikroumgebung des Spinlabels
erhalten werden. Dabei wird bei einer konstanten Mikrowellenfrequenz das auflere
Magnetfeld variiert und die Aufzeichnung der reflektierten Mikrowellenleistung als
Funktion des Magnetfelds ergibt das cw EPR-Spektrum. Alle Proben enthielten 2,2%
TempoPC und der PC-Anteil wurde um die entsprechende spinmarkierte PC-Menge
verringert.

Myelinartige LUVs mit und ohne MBP

In Abbildung 39 sind die temperaturabhangigen cw EPR-Spektren von LUVs in Ab- und
Anwesenheit von MBP dargestellt. Diese zeigen ein typisches drei-Linien-Muster
entsprechend des Nitroxid-Labels und eine eindeutige Inkorporation des PC-Lipids in die
Lipiddoppelschicht [259,260] (siehe zum Vergleich Spektrum einer reinen TempoPC-Probe
A22a). Beide Proben sehen sich sehr ahnlich, wobei das Signal/Rausch-Verhéltnis bei den
LUVs mit MBP schlechter ist. Der kleine Peak bei 336,4 mT entsteht nicht durch die Probe,
sondern resultiert aus Fehlstellen im Quarz der Probenkapillare. Mit zunehmender
Temperatur dndert sich die Linienform (anisotrop, axial).

89



myelinartige LUVs mit 2.2% TempoPC
T T T

S
© -10°C
(a) £
(%]
A+ v -
1 1 1 1 1
330 332 334 336 338 340 342
B/mT
myelinartige LUVs mit 2.2% TempoPC mit MBP
T T T T
s
©
(b) g
2
(%]

1 1 | 1 1
330 332 334 336 338 340 342
B/mT

Abbildung 39: Temperaturreihen von X-Band-cw-EPR-Spektren von myelinartigen LUVs mit 2,2% TempoPC normiert auf
Mittelfeld-Peak (a) ohne und (b) mit MBP in einem HEPES-NaCl-Puffer (jeweils 8-16 Scans, gemessen bei-10 °C bis 60 °C,
MW-Leistung 10 dB, Mittelfeld 336 mT, Scanbreite 15 mT, Modulationsamplitude 0,2 mT). Bei 336,4 mT ist das Signal
der Fehlstellen der Quarzkapillare.

Polare Losungsmittel neigen dazu, die Spindichte auf den Stickstoffkernen zu erhéhen und
daher den A;-Wert (z-Komponente des Hyperfeintensors) zu erhohen. Die scheinbare,
isotrope Hyperfeinkopplungskonstante aiso,app Wurde direkt aus den EPR-Spektren
entnommen und zeigt ein Abnehmen der Umgebungspolaritat mit steigender Temperatur
fir Proben mit und ohne MBP (Abbildung 40). Eine Abnahme der Hyperfeinaufspaltung
kann ein Hinweis auf eine erhohte FlieRfahigkeit der Lipide sein [261], die mit einer
ungeordneteren flissig-kristallinen Phase bei hoheren Temperaturen korrelieren wirde.
Bei tieferen Temperaturen von -10 °C bis 15 °C sind kleinere Unterschiede zu erkennen,
die sich mit steigender Temperatur relativieren. Aus dem Temperaturverlauf kann auf
keine Phasenumwandlungstemperatur geschlossen werden. Dies ist verbliffend, da
bekannt ist, dass Wasser- und Hydratationsprozesse stark mit der Ordnung in den
Kopfgruppen zu korrelieren scheinen, wie Elektronenspinresonanz-Experimente
bestitigen [262] und im Bereich der Ubergangstemperatur die Phospholipide eine
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Abnahme der Kopfgruppenordnung und auch in den Kohlenwasserstoffketten eine

induzierte Stérung erfahren [216].
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Abbildung 40: Scheinbare isotrope Hyperfeinkopplungskonstante aiso,app VOn myelinartien LUVs, die 2,2% TempoPC
enthalten, ohne und mit MBP in Abhangigkeit der Temperatur. Die LUV-Proben wurden bei X-Band-Frequenzen in einem
HEPES-NaCl-Puffer und mit einem Lipid/Protein-Verhéltnis von 567:1 vermessen.

Bei Mobilitatsbetrachtungen von LUVs mit TempoPC in Gegenwart und Abwesenheit von
MBP geht hervor, dass nur sehr geringe Unterschiede zu detektieren sind. Die Mobilitat
der polaren Kopfgruppen wird durch die Parameter ho/h. (H6henverhaltnis des Mittel- zu
Hochfeldpeaks) und AH. (Peak-zu-Peak-Abstand des Tieffeldpeaks) beschrieben (siehe
Abbildung 41). Die Verringerung beider Parameter steht fiir eine VergroBerung der

Bewegungsfreiheit der Kopfgruppe [257-259].
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Abbildung 41: EPR-Spektrum (vereinfachte Darstellung) fiir die Beschreibung der verwendeten Mobilitatsparameter
ho/h- (Hohenverhaltnis des Mittel- zu Hochfeldpeaks) und AH. (Peak-zu-Peak-Abstand des Tieffeldpeaks).
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In Abbildung 42 sind die zwei Parameter fiir LUVs mit und ohne MBP bei Temperaturen
von 20 °C, 37 °C und 50 °C dargestellt. Allgemein sinken die Werte einer Probe mit
steigender Temperatur. Beim Vergleich der Proben von LUVs mit und ohne Protein fallt
auf, dass die Werte mit MBP erhoht sind. Die Anisotropie der Bewegung der
Nitroxideinheit wird vergroBert, dies kann interpretiert werden als Verringerung der
Bewegungsfreiheit des TempoPC durch den Einbau von MBP.
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Abbildung 42: EPR-Spektralparameter der TempoPC-Spin-Sonde gemessen fiir myelinartige LUVs in Gegenwart und
Abwesenheit von MBP bei 25 °C, 37 °C und 50 °C. ho/h. ist das Verhiltnis der Hohe von Mittel- und Hochfeldpeak und
AH. ist die Peak-zu-Peak-Breite der Tieffeldlinie der cw Spektren.

Aus Simulationen der Spektrenformen mittels dem Softwarepaket EasySpin [231] konnen
die Rotationskorrelationszeit tcorr und der Rotationsdiffusionstensor D der Spinsonde
bestimmt werden. Der molekularen Diffusionsrahmen der Nitroxideinheit (siehe
Abbildung 13 in Kapitel 2.5.3.1) besteht aus der x-Achse entlang der N-O-Bindung, die z-
Achse verlauft parallel zu den 2p,-Orbitalen des Stickstoffs und Sauerstoffs, die das
ungepaarte Elektron enthalten und die y-Achse verlauft senkrecht zur xz-Ebene. Alle
Spektren wurden unter Verwendung des gleichen g-Tensors simuliert und die
Diffusionstensorelemente fiir die Rotation senkrecht zur Hauptachse sind auf
D,=1,2-10% s und D,,,,=1,5-10° s festgelegt (fiir LUVs ohne Zink-lonen). Generell sind
vertikale Vibration parallel zur Membrannormalen, laterale Diffusion in der Ebene und
Rotationen der Kopfgruppe als Bewegungen der Lipide im beobachtbaren Zeitfenster
(10°-107 s) méglich [233].

Bei den temperaturabhdngigen Rotationskorrelationszeiten teorr in Abbildung 43a sind nur
sehr geringe Unterschiede zwischen Proben mit und ohne MBP zu beobachten. MBP
scheint eine geringe Behinderung der Mobilitdt zu verursachen, da die Bewegung etwas
langsamer ist, aber der generelle Verlauf von zunehmender Rotation mit steigender
Temperatur ist identisch mit Proben ohne Protein. Das PC erfdahrt somit durch den Einbau
von MBP eine Restriktion im Kopfgruppenbereich, jedoch dominiert die Kristallin/Gel-zu-
flussig-Transformation der Lipidphase die temperaturinduzierte Bewegung. Es deutet sich
eine maximale Tcorr bei 60 °C an. Im Vergleich zu den Korrelationszeiten von CSOSL ist die
Mobilitdt von TempoPC viel groBer (8-2 ns vs. 3-0,8 ns). Dies ist durch die Position der
Kopfgruppe in der Doppelschicht begriindbar (obwohl beide Spinmarkierungen an der
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Kopfgruppe sitzen), da die Cholin-Gruppe direkt an der Wassergrenzfliche sitzt im
Vergleich zu der Hydroxylgruppe des Cholesterols, welches etwas tiefer Richtung
Doppelschichtzentrum (auf Hohe der Phosphat-Gruppe) lokalisiert ist (siehe Abbildung 6).
Das Tempo-Molekiil am PC befindet sich durchschnittlich 5 A Gber der
Lipidphosphatkopfgruppe [263]. Die Tempo-Markierung des PC ist somit nur von der
umgebenden wassrigen Phase und benachbarten Lipid-Kopfgruppen beeintréchtigt,
wohingegen CSOSL durch die Kopfgruppen vom Wasser abgeschirmt wird. Eine direkte
Interaktion von MBP mit den PC-Kopfgruppen ist hier unwahrscheinlicher, da ansonsten
groRere Differenzen sichtbar sein sollten. Zudem haben vorherige Studien mit Vesikeln
ebenfalls keine signifikanten Interaktionen gezeigt [264,265].
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Abbildung 43: Temperaturabhangigkeit von (a) Rotationskorrelationszeit Tcorr, (b) Rotationsdiffusionstensorelement D,,
und (c) Euler-Winkel B von 2,2% TempoPC in myelinartigen LUVs ohne (schwarz) und mit MBP (rot) in einem HEPES-
NaCl-Puffer, erhalten durch Simulation von cw EPR-Spektren.

Die Rotationskorrelationszeit ist abhangig von der Diffusionsrate D und dem Euler-
Winkel B. Die Analyse des Diffusionstensorelementes D;; ergab, dass die Rotation entlang
der z-Achse mit steigender Temperatur, mit und ohne Protein, zunimmt (Abbildung 43b).
Mit zunehmender Temperatur nimmt die Packung der Lipide (wie aus vorherigen Studien
mittels des Ordnungsparameters berichtet [260]) ab und die Rotationsfrequenz DL nimmt
stetig zu, was typisch fir Lipide in der fllssig-ungeordneten Phase ist [266]. Mit MBP ist
die Frequenz jedoch ab 20 °C geringer als ohne MBP. Unterhalb von 20 °C ist die
allgemeine Bewegung der Lipide vermutlich durch die energetisch eingeschrankte Gel-
Phase zu stark behindert, als das Unterschiede detektiert werden kénnen [233]. Durch die
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Betrachtung des Euler-Winkels B (Diffusionsneigungswinkel, Abbildung 43c) wird deutlich,
dass sich die Reorientierungsrate mit der Temperatur nicht stark andert und ein Maximum
bei 37 °C mit MBP erreicht, ohne MBP sind die Werte bis 45 °C konstant
(temperaturstabil). Der B-Winkel wird (berwiegend fir die Betrachtung der
Kettensegmente verwendet. Fir eine optimierte Anpassung von Simulation und Messung
musste dieser Winkel auch fiir das genutzte TempoPC etabliert werden. Die Unterschiede
sind im Vergleich zu Spinmarkierungen an Kettensegmenten [232,257-259] viel geringer,
dies kdnnte daran liegen, dass die wobbling-Bewegung von den Ketten ausgeldst wird und
die Kopfgruppe nur die Ubertragung davon wahrnimmt. Die Verdnderung des Winkels
(klassisch Kegelstumpf-Winkels) kann auch unabhéangig von den Lipidketten sein und nur
durch die taumelnde Rotation des Tempo- oder Tempo-Cholin-Restes hervorgerufen
werden, welche durch ionische Bindungen restringiert werden kann. Eindeutig ist, dass
mit MBP der Winkel kleiner ist im Vergleich zu reinen LUVs und gréBer wird bis 37 °C, was
eine niedrigere Ordnung der Kopfgruppen bei geringeren Temperaturen vermuten lasst.
Oberhalb von 45 °C (flussig-kristallinen Phase) sinken die Winkel-Werte mit und ohne
MBP. Beide Parameter tecorr und B zeigen einen leichten Versteifungseffekt von MBP im
Kopfgruppenbereich.

Myelinartige LUVs in Kombination mit Zink-lonen und MBP

Die temperaturabhangigen cw EPR-Spektren der LUVs mit Zink-lonen (mit und ohne MBP)
gleichen in Form und Verhalten den in Abbildung 39 dargestellten Spektren ohne Zink-
lonen (siehe Anhang A22b). Die Zugabe von Zink-lonen bewirkt zundchst keine
offensichtliche Verdanderung der Spektren. Im Folgenden werden nun wieder dieselben
Parameter (aiso,app, Tcorr, D2z, AH+, ho/h., B) wie zuvor betrachtet.

Vergleicht man zunéachst die Zugabe von Zink-lonen zu LUVs ohne Protein wird ersichtlich,
dass die spektralen Parameter AH. und ho/h-alle niedriger sind als die Werte von reinen
LUVs (Abbildung 44). Dies wirde bedeuten, dass die Bewegungsfreiheit der
Nitroxideinheit in Gegenwart von Zink-lonen zunimmt. Bei Betrachtung der
Umgebungspolaritdt mittels aiso,app kann jedoch kein Unterschied festgestellt werden
(Abbildung 45), obwohl Zink-lonen die Oberflaichen von Vesikeln aus Phospholipiden
durch Dehydrierung hydrophober macht [267]. Dies ldsst vermuten, dass die divalenten
Zink-lonen mit der Lipiddoppelschicht interagieren (vorzugsweise mit den negativ
geladenen Lipiden PS und PI) und daraus eine Veranderung der LUV-Oberflache resultiert,
wobei TemopPC nur indirekt die Auswirkungen spiirt und nicht direkt beteiligt ist. Dabei
wadre eine mogliche Verdanderung die teilweise Reorganisation der Lipide, so dass mehr
Platz im Kopfgruppenbereich entsteht durch teilweise Kondensation der Lipide,
Verdichtung oder Krimmung der Doppelschicht. Eine teilweise starkere Krimmung
wirde zu einer hoheren Wasserexposition flihren, was hier nicht beobachtet werden
konnte aufgrund der gleich bleibenden Hydrophobizitdat (moglicherweise tGber hohere

94



Mikrowellenfrequenzen (34 GHz; Q-Band) ermittelbar). Kondensation oder Verdichtung
wirde nicht unbedingt die Umgebungspolaritit andern, aber in den nicht-kondensierten
Bereichen wirde mehr Platz zur Verfliigung stehen und somit auch eine groRere
Bewegungsfreiheit ermoglichen. Dies wirde die Vermutungen von Riccio et al. [268]
unterstitzen, Zink-lonen kénnten, wenn MBP nicht vorhanden ist, einige der Restlipide in
eine geordnete, kompakte Lamellenphase kondensieren. Auch Garcia-Manyes et al. [269]
stitzen die Beobachtung einer hoheren Membranstabilitdit, die durch
kraftspektroskopische Messungen erhalten wurde, auf eine Struktur mit hoherer
Ordnung, die durch lonen auf der Doppelschicht geférdert wird und zu einer Verringerung
der durchschnittlichen Flache pro Lipid (hhere Kompaktheit) sowie zu einer steiferen
Struktur (niedrigerer Diffusionskoeffizient) fihrt.
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Abbildung 44: EPR-Spektralparameter der TempoPC-Spin-Sonde gemessen fiir myelinartige LUVs in Gegenwart und
Abwesenheit von MBP und Zink-lonen bei 25 °C, 37 °C und 50 °C. ho/h. ist das Verhaltnis der H6he von Mittel- und
Hochfeldpeak und AH. ist die Peak-zu-Peak-Breite der Tieffeldlinie der cw Spektren.
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Abbildung 45: Scheinbare isotrope Hyperfeinkopplungskonstante aisoapp Von myelinartien LUVs, die 2,2% TempoPC
enthalten, ohne und mit MBP bzw. Zink-lonen in Abhangigkeit der Temperatur. Die LUV-Proben wurden bei X-Band-
Frequenzen in einem HEPES-NaCl-Puffer und mit einem Lipid/Protein-Verhaltnis von 567:1 vermessen.

Aus der Rotationskorrelationszeit (Abbildung 46a) der simulierten Spektren ist keine
Veranderung zu den reinen LUV-Proben zu erkennen, jedoch zeigt der Euler-Winkel B
einen klaren temperaturabhangigen Unterschied (Abbildung 46b). Die Winkel fiir Proben
mit Zink-lonen sind allgemein gréRer als bei reinen LUV-Proben. Zudem haben Zn?* einen
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grofReren Effekt auf B bei niedrigen Temperaturen (Gelphase). Diese Tendenz stimmt mit
den Ergebnissen von Gacia-Manyes et al. [216] [(berein, die mittels
Rasterkraftmikroskopie einen offensichtlicheren lonen-induzierten Unterschied in der
Gelphase von Phosphatidylcholinen beobachten konnte. Vermutlich ermdéglichen die
geringeren Abstdnde in der Gelphase es den Kationen noch mehr laterale
Wechselwirkungen zwischen benachbarten Molekiilen zu verstarken. Dies bedeutet, dass
die freiere Bewegung mit einer anderen Orientierung der Tempo-Markierung, ausgelost
durch Zink-lonen, zusammenhangt. AuRerdem lasst das Abflachen der Winkeldifferenz ab
37 °C auf einen Lipidphasenlbergang schliel3en.
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Abbildung 46: Temperaturabhangigkeit von (a) Rotationskorrelationszeit Tcorr und (b) Euler-Winkel B von 2,2%
TempoPC in myelinartigen LUVs ohne (schwarz) und mit Zink-lonen (blau) in einem HEPES-NaCl-Puffer, erhalten durch
Simulation von cw Spektren.

Bei der Untersuchung der Proben mit MBP und Zink-lonen mittels cw EPR-Spektroskopie
lasst sich feststellen, dass die Reihenfolge der Zugabe der beiden Komponenten eine Rolle
spielt. Die Umgebungspolaritit des Tempo-Molekils nimmt bei allen Proben mit
steigender Temperatur ab (Abbildung 45) und ab 37 °C sind die Kopplungskonstanten
identisch mit allen anderen Proben. Bei niedrigeren Temperaturen (<20 °C) zeigen
MBP+Zn?* und (MBP+Zn?*) die groRten Differenzen zu LUVs mit MBP oder LUVs mit Zn?*
auf und deuten auf einer erniedrigte Hydrophobizitat hin. In der flissig-kristallinen Phase
scheint somit die Losungsmittelzuganglichkeit bei allen Proben gleich zu sein, aber in den
geordneteren Lipidphasen scheint der Einfluss durch Zink groBer zu sein. Die
Nitroxideinheit scheint von mehr Wasser umgeben zu sein.

In Abbildung 44 sind die spektralen Mobilitatsparameter vergleichend fiir alle Proben mit
Zink-lonen bei 20 °C, 37 °C und 50 °C dargestellt. Die Zugabe von Zink-lonen zu einer LUV-
MBP-Probe bewirkt eine Verringerung der Parameter bei 20 °C, bei 37 °C und 50 °C sind
die Werte jedoch fast identisch. Dies bedeutet, dass vermutlich eine Phasenumwandlung
der Lipide zwischen 20 °C und 37 °C stattfindet und im ungeordneten fluiden Zustand Zink-
lonen die Mobilitat nicht beeinflussen, wenn MBP sich zuerst an die Lipiddoppelschicht
binden kann. Zusatzlich wird unterhalb der Phaseniibergangstemperatur die Mobilitat
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vergroBert. Es wurde gezeigt, dass Zink-lonen eine geordnete Sekundarstruktur bei MBP
induzieren, wenn dieses membranassoziiert ist [77], deshalb wird vermutet, dass die Zink-
lonen hauptsachlich mit MBP interagieren und Lipidkoordination eine geringere Rolle
spielt. Wenn zu einer LUV-Zn?*-Probe (mehr Bewegungsfreiheit) MBP hinzugegeben wird
und sich MBP in die Lipiddoppelschicht einbaut, sinkt die Bewegungsfreiheit des Tempo-
Molekdils, da die Werte fur AH: und hg/h. steigen (wie bereits fiir LUV+MBP beobachtet).
Die Werte sind jedoch leicht niedriger als ohne Zink-lonen. Dies kann zum einen an der
beweglicheren Ausgangssituation liegen und MBP baut sich genauso ein wie zuvor, durch
die Kondensation/Verdichtung bleibt trotzdem mehr Platz zur Verfiigung. Zum anderen
kénnte sich durch die von Zn?* belegten negativ geladenen Lipide weniger MBP einbauen,
weshalb TempoPC mehr Platz zur Verfligung hatte oder MBP wechselwirkt mit den
oberflachennahen Zink-lonen und bildet eine Konformation, die weniger Platz bendtigt.
Die Inkubation von MBP mit Zink-lonen resultiert in einer Abnahme der
Mobilitdtsparameter im Vergleich zu LUV+MBP-Proben. Dies bedeutet, dass die
Bewegung der Nitroxideinheit freier ist. Dies ist begriindbar durch eine
Konformationsordnung des Proteins, die weniger Platz in der Doppelschicht einnimmt. Bei
20 °C 3hneln sich Zn*+MBP und (MBP+Zn?*) mehr als MBP+Zn?* und spiegeln das
Verhalten in den TEM-Aufnahmen (Abbildung 37) wieder, bei denen vorgeschlagen
wurde, dass die Lipid-lonen-Wechselwirkung dominiert. Dazu wirden auch die
Tendenzen der Bewegungsfreiheiten der Proben passen, da die Zn**+MBP- und
(MBP+Zn?*)-Varianten eine eingeschrianktere Bewegung aufweisen als MBP+Zn?*. Ebenso
wiirde die héhere Umgebungspolaritit der MBP+Zn?*-Probe bei niedrigen Temperaturen
eine freiere Bewegung unterstitzen.

Durch Simulation der Spektren werden die Rotationskorrelationszeit, das
Rotationsdiffusionstensorelement D;; und der Euler-Winkel B bestimmt. Die Analyse der
Korrelationszeiten ergab, dass mit steigender Temperatur die Rotation schneller wird und
sich ab 37 °C ein Plateau ausbildet (Abbildung 47a), was auf eine Phasenumwandlung
hindeutet, wobei die tcorr -Werte von MBP+Zn?* und (MBP+Zn?*) unterhalb von LUV+MBP
und Zn?*+MBP liegen (wie bei aiso,app in Abbildung 45). Ab 37 °C weichen die D-Werte
aller Proben mit MBP und Zn?* von reinen LUV+MBP-Proben ab (Abbildung 47b) und
weisen eine langsamere Rotation entlang der z-Achse auf. Unterhalb von 37 °C sind jedoch
keine Unterschiede wahrzunehmen, was an der energetisch eingeschrankteren Gel-Phase
liegen konnte. Bei der temperaturabhangigen Betrachtung des Euler-Winkels £
(Abbildung 47c) findet sich die erh6hte Bewegungsfreiheit und Umgebungspolaritat der
Proben mit Zink-lonen und Protein (aus AH: und ho/h.) in den groReren Winkeln, im
Vergleich zu LUV+MBP-Proben, wieder. AuBerdem steigt der Winkel mit
Temperaturerhéhung in allen MBP/Zn?*-Kombinationen an. Die Zugabe von MBP zu einer
LUV-Zn?*-Probe verschiebt die Winkel bei geringeren Temperaturen (<20 °C) zu kleineren
Werten (dhnlich wie bei LUV+MBP) und scheint den Einfluss von Zink-lonen zu verringern.
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Abbildung 47: Temperaturabhangigkeit von (a) Rotationskorrelationszeit Tcorr, (b) Rotationsdiffusionstensorelement D,,
und (c) Euler-Winkel B von 2,2% TempoPC in myelinartigen LUVs in Abhédngigkeit von MBP- und Zink-lonen-Gehalt in
einem HEPES-NaCl-Puffer, erhalten durch Simulation von cw Spektren.

3.2.2.4.2 DEER-Messungen

Die X-Band Puls EPR-Experimente wurden bei 50 K durchgefiihrt. Um eine optimale
Elektron-Elektron-Doppelresonanz (DEER)-Messung zu erhalten wurde vorher jeweils
eine Elektronenspin-Echo (ESE)- und ein T,-Messung (transversale Relaxationszeit)
durchgeflihrt, um die Pulse zu positionieren und deren Lange einzustellen. ESE-Spektren
dienen der Frequenzfindung und kdnnen eventuelle zusatzliche Informationen beziglich
Phasenrelaxation und Atomkern-Modulationen liefern. Jedoch konnten aufgrund des
schlechten Signal/Rausch-Verhiltnisses diese nicht weiter verglichen werden
(Abbildung A22c). Mittels dem DeerAnalysis2016-Programm von G. Jeschke [270] wurden
die DEER-Daten anschlieRend analysiert (siehe detaillierte Durchfiihrung Kapitel 4.7.2).

Die phasen- und hintergrundkorrigierten Zeitspuren der DEER-Messungen fir
Experimente mit TempoPC sind in Abbildung 48 dargestellt. Die qualitative Anzahl der
Spins innerhalb des zuganglichen Entfernungsbereichs kann aus der Modulationstiefe
extrahiert werden [240]. Die Betrachtung der Zeitspuren von reinen LUVs und LUVs mit
MBP zeigt, dass die Modulationstiefe durch die Zugabe von MBP grofRer wird. Die lokale
Konzentration der Spins wird somit durch die Prasenz von MBP erhoht. Durch den Einbau
von MBP in die ungeordnete Phase werden die spezielle Verteilung und der Abstand
zwischen den Spinmarkierungen verbessert aufgrund des reduzierten verfligbaren Platzes
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pro Lipid. Dies deckt sich mit dem in Kapitel 3.2.1 vermuteten Verhalten von CSOSL in
LUVs mit MBP und den Resultaten der geringeren Bewegungsfreiheit aus vorherigen
cw EPR-Messungen des TempoPC.

DEER-Zeitspuren von myelinartigen LUVs in Abhéngigkeit von MBP und Zink-lonen
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Abbildung 48: Hintergrund- und phasenkorrigierte DEER-Zeitspuren von TempoPC in myelinartigen Vesikeln mit und
ohne MBP bei einem Lipid/Protein-Verhdltnis von 567:1 in einem HEPES-NaCl-Puffer bei 50 K (T2=1,5 ps). Zusétzlich ist
die Abhangigkeit von Zink-lonen (50 uM) dargestellt in den drei Pipettier-Reihenfolgen.

Werden Zink-lonen den LUVs beigemischt ist keine Verdnderung in den Zeitspuren
erkennbar. Wie aus den cw EPR-Messungen geschlossen, interagiert Zink nicht direkt mit
TempoPC und verandert die Positionsverteilung des Lipides nicht, obwohl eine deutliche
freiere Bewegung des Spinlabels beobachtet werden konnte. Wird jedoch MBP
hinzugefiigt ist ein Unterschied im Vergleich zu der LUV-MBP-Probe zu sehen. Alle
Zeitspuren von Proben in Anwesenheit von MBP und Zink-lonen, unabhangig von der
Pipettier-Reihenfolge, haben den selben Verlauf wie reine LUVs bzw. LUVs mit Zink-lonen.
Auf den ersten Blick wirde man vermuten, dass MBP nicht mehr mit der
Lipiddoppelschicht interagiert, aber da aus den vorherigen Lichtstreuungs- und Kryo-TEM-
Experimenten bekannt ist, dass MBP definitiv die Vesikel miteinander verklebt, somit mit
den Lipidschichten interagiert, ist die geringere Modulationstiefe mit einer Zink-
induzierten Veranderung verknipft. Die Konzentration an Spins im zugdnglichen
Entfernungsbereichs verdandert sich nicht, dass bedeutet TempoPC verfiigt Gber den
gleichen Platzbedarf und Verteilung wie ohne Zn?*. MBP nimmt somit nicht mehr so viel
Platz ein wie zuvor oder Zink-lonen kondensieren (wie oben diskutiert) die Lipidschicht so
stark, sodass die PC-Lipide keine Veranderung wahrnehmen. Die Verdnderung des
Platzbedarfs von MBP kann durch eine Konformationsanderung durch Zink in eine
kompaktere Form geschehen und/oder die Protein-Lipid-Wechselwirkungen verandern
sich (schwacher), sodass MBP nicht mehr in die Doppelschicht eindringt, sondern nur noch
an den Lipiden haftet. Aus den cw EPR-Messungen konnte eine grofRere
Bewegungsfreiheit der Spinmarkierung fir Proben mit MBP und Zn?* im Vergleich zu der
LUV+MBP-Probe festgestellt werden. Dies stimmt mit der gleichbleibenden Verteilung
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(verfligbaren Platz) aus den Puls-Messungen (iberein. Feinere Unterschiede sind jedoch
aufgrund des Signal/Rausch-Verhaltnisses nicht identifizierbar.

Die unveranderte Spinverteilung mit Zink-lonen, in Kombination mit deutlichen Anzeichen
flir eine verdanderte Orientierung und Beweglichkeit der Spinmarkierung, ldsst vermuten,
dass die PC-Lipide insgesamt ihre Position nicht verdndern und nicht direkt mit Zn* oder
MBP interagieren, jedoch leicht die Orientierung der Kopfgruppe andern. Es ist zu
beachten, dass MBP nicht in die Vesikel diffundiert und somit die innere Lipidschicht einen
anderen Platzbedarf pro Lipid aufweist (Kriimmungsfolgen vernachlassigt) als die duBere
Schicht. Demzufolge stellen die Ergebnisse dieser Arbeit ein gemitteltes Bild
verschiedener Orientierungen und Wechselwirkungen dar, die vermutlich eine
detailliertere Interpretation feinerer Unterschiede verhindern.

3.2.2.5 Schlussfolgerung

Mittels multidisziplindrer Methoden wurden LUVs mit einer Lipidzusammensetzung
ahnlich der zytoplasmatischen Seite der Myelinmembran untersucht, um den Einfluss von
divalenten Metallionen und basischem Myelin-Protein ndher zu betrachten. Es konnte
festgestellt werden, dass die Zugabe von divalenten Metallionen als gelostes Chloridsalz
die Aggregation durch MBP nicht verhindert, unabhédngig von der Konzentration und Sorte
der Kationen.

Die Lichtstreuungsexperimente deuten eine Veranderung der Vesikeloberflache an, da
der hydrodynamische Durchmesser und das detektierte Zeta-Potential bereits ohne
Protein variiert. Jedoch konnten auch die Grenzen dieser Messmethoden aufgewiesen
werden, da aufgrund der Inhomogenitat der LUV-MBP-Aggregate, die Reproduzierbarkeit
nicht gegeben war. Des Weiteren konnte mittels Kryo-TEM die Aggregation der Vesikel
visualisiert werden und eine deutliche Abhangigkeit der Pipettier-Reihenfolge und der
Kationensorte und -konzentration beobachtet werden. Letzteres dulRerte sich zum einen
in der rauen Topographie bei Interaktion von MBP mit Kupfer-lonen, die mit sinkender
Konzentration weniger ausgepradgt ist und zum anderen in der Verbildlichung der
Bindungsaffinitdat von Cu>Zn an MBP. Die Reihenfolge der Zugabe zeichnet sich im
Ordnungsgrad der Verklebung in der aufsteigenden Staffelung
MZ*+MBP>(MBP+M?%*)>MBP+M?* ab. EPR-Messungen mit TempoPC in LUVs legen nahe,
dass die PC-Kopfgruppen nicht direkt mit MBP oder Zink-lonen interagieren und der
Einbau von MBP in die Lipidschicht zu einer geringeren verfligbaren Flache pro Lipid flhrt.
AulRerdem unterstlitzen die Resultate die Theorie einer teilweisen Lipidkondensation
(ohne Protein), hervorgerufen durch Zink-lonen, da die Bewegungsfreiheit von TempoPC
mit Zn?* zunimmt und der Lipidphaseniibergang verstarkt wird. In Wechselwirkung mit
MBP sind diese Tendenzen auch zu beobachten, jedoch spielt die Pipettier-Reihenfolge
ebenfalls eine wichtige Rolle. Dies kann durch eine Zink-induzierte veranderte
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Lipidkoordination und/oder Zink-induzierte veranderte MBP-Konformation
hervorgerufen werden.

Die Vermessung von myelinartigen unilamellaren Vesikeln in Abhangigkeit von MBP- und
Metallionengehalt mittels unterschiedlicher Messtechniken hat gezeigt, dass die Vesikel
temperaturstabil sind und in allen Kombinationen Aggregate bilden. Des Weiteren ist,
neben der Metallionenkonzentration und -sorte, die Interaktionsreihenfolge der
Metallionen und des Proteins entscheidend fiir die resultierende Verklebung der Vesikel.
Die alleinige Wechselwirkung von MBP mit den Lipiden flhrt zu einer Verringerung des
verfligbaren Platzes. Divalente Metallionen (Zink, Kupfer) erhéhen den verfiigbaren Platz
flir  PC-Kopfgruppen durch teilweise Kondensation der Lipidschicht und
Wechselwirkungen mit dem basischen Myelin-Protein. Jedoch interagieren weder MBP
noch Zink-lonen direkt mit der PC-Kopfgruppe. Kleine lokale Veranderungen des Zink-
Gehaltes (ausgelost durch falsche Pipettier-Reihenfolge) in der
Myelinmembranumgebung kénnen somit drastische Veranderungen fir die kompakte
Stapelung des Myelins haben und zu enormen Schwachen in der Signallbertragung
flihren, die bei verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen, die Ursache sein
kénnten.

Diese Ergebnisse zeigen auch, dass Kupfer-lonen nicht ohne Bedenken Zink-lonen
ersetzen konnen. In EPR-Studien werden oftmals diamagnetische lonen durch
paramagnetische ersetzt, da nur paramagnetische Substanzen EPR-aktiv sind, in der
Annahme, dass sich die Eigenschaften der lonen nicht stark unterscheiden.

In der Zukunft sollten die bisherigen Ergebnisse durch weitere EPR-Messungen mit
Kupfer-lonen erganzt werden, um die hier aufgezeigten Unterschiede zu Zink-lonen im
Hinblick auf Umgebungspolaritdat und Bewegungsfreiheit zu untersuchen. Ebenso die
Kombination aus beiden Kationen scheint sehr vielversprechend in Bezug auf eine gute
Stapelung der Myelinmembran, wobei die zeit- und konzentrationsabhéangige
Verdrangung von Zink durch Kupfer (oder auch umgekehrt) einbezogen werden sollte. Um
die praferierten Interaktionspartner der Metallionen in myelinartigen LUVs zu erforschen
wadre aullerdem die systematische Variation von spinmarkierten Kopfgruppen von
Interesse.
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4 Materialien und Methoden

4.1 Materialien

Bovines basisches Myelin-Protein 18,5 kDa (MBP) wurde von der Merck KGaA (Darmstadt,
Deutschland) bezogen. Eine Pufferlosung von N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N'-
ethansulfonsdure (HEPES) und Natriumchlorid (beide von Merck KGaA) wurde mit
hochreinem Wasser aus einem Milli-Q Advantage A10 (Millipore SAS, Molsheim Cédex,
Frankreich), mit einer Leitfahigkeit von weniger als 0,055 uS/cm, hergestellt und mit
Natriumhydroxid (Fisher Scientific, Leicestershire, UK) auf pH 7,4 eingestellt. MBP wurde
in HEPES-NaCl-Puffer (20 mM HEPES, 10 mM NaCl, pH 7,4) gelost, was zu einer
Stammkonzentration von 100 oder 300 uM fiihrte, und bei 4 °C gelagert. Die Lipide
Schweinehirnextrakt L-a-Phosphatidylcholin (>99%, PC), Schweinehirnextrakt L-a-
Phosphatidylserin (>99%, PS), Schweinehirnextrakt L-a-Phosphatidylethanolamin (>99%,
PE), Schweinehirnextrakt Sphingomyelin (>99%, SM), Rinderleberextrakt L-a-
Phosphatidylinositol (>99%, Pl) und Cholesterol (Schafwolleextrakt, >98%) wurden von
Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA) gekauft. Das verwendete Chloroform und Methanol
hatte HPLC-Qualitdt und wurde von der Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe,
Deutschland) bezogen. Alle oben genannten Substanzen wurden ohne weitere
Aufreinigung verwendet.

Projekt-spezifische Materialien

1,2-Dihexadecanoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin-N-(lissamin-rhodamin-B-sulfonyl)
(Rh-DHPE, Life Technologies GmbH, Darmstadt) und TopFluor® Cholesterol (Avanti Polar
Lipids, Alabaster, USA) wurden als Fluorophore fiir die fluoreszenzmikroskopischen
Untersuchungen verwendet. Dabei wurde dem jeweiligen Lipidgemisch je 0,05 mol-%
Rh-DHPE oder 1 mol-% TopFluor® Cholesterol beigemischt.

Das Carboxy-TEMPO-spinmarkierte Cholesterol (CSOsL) wurde von
T. Hauenschild et al. [25] bereitgestellt, in Chloroform geldst und bei -30 °C gelagert.

Fiir Puls EPR-Messungen wurden 20 Vol.-% Glycerin (87 Gew.-% in Wasser, ACROS
Organics, Belgien) der Probe beigemischt, um Kristallbildung zu verringern.

In Kapitel 3.2.2 wurden Zinkchlorid (99,99%, Sigma Aldrich, St. Louis, USA) und Kupfer(Il)-
chlorid-dihydrat (299%, Merck KGaA, Darmstadt) als divalente Metallionen verwendet.
TempoPC (1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho(2,2,6,6-Tetramethylpiperidin-
1-oxyl)cholin) wurde von Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA) in Chloroform gelost
erworben und bei -30 °C gelagert.
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4.2  Filmwaagen-Messungen

Das natlrliche Lipidgemisch hatte eine &dhnliche Zusammensetzung wie die
zytoplasmatische Monoschicht von Myelin (Schweinehirn-L-a-Phosphatidylcholin (PC),
Schweinehirn-L-a-Phosphatidylserin  (PS), Schweinehirn-L-a-Phosphatidylethanolamin
(PE), Schweinehirn-Sphingomyelin (SM) und Rinderleber-L-a-phosphatidylinositol (PI) mit
einem Molverhaltnis von 11:13:27:3:2) [68]. Cholesterol und alle anderen Lipide wurden
in Chloroform (HPLC-Qualitat) gelost und bei—20 °C gelagert. Es wurden Lipidmischungen
mit einem Cholesterolgehalt von 0%, 10%, 20%, 30%, 35%, 40%, 44%, 50%, 60% und 100%
hergestellt, siehe Tabelle 2. Die verbleibenden Lipide wurden immer auf das gleiche
Molverhdltnis eingestellt, und die endgiltigen Gesamtlipidkonzentrationen der
Spreitlésungen variierten von 0,6 bis 1,4 mM. Basisches Myelin-Protein (18,5 kDa, bovin)
wurde in HEPES-NaCl-Puffer (20 mM HEPES, 10 mM NaCl, pH 7,4) gelost, mit einer
Stammkonzentration von 100 uM und bei 4 °C gelagert.

Tabelle 2: Zusammensetzungen von gemessenen Lipidmischungen mit variierendem Cholesterolgehalt.

Lipid mol-%

PC 19.6 17.7 15.7 13.8 12.8 11.8 11 9.8 7.8
PS 23.2 20.9 18.6 16.3 15.1 13.9 13 11.6 9.3
PE 48.2 43.5 38.6 33.8 31.3 29 27 24.1 19.3
SM 5.4 4.7 4.3 3.8 3.5 3.2 3 2.7 2.1
Pl 3.6 3.2 2.8 2.5 2.3 2.1 2 1.8 1.4
Ch 0 10 20 30 35 40 44 50 60

4.2.1 Kompressionsexperimente

Fir die Messungen der Oberflachendruck/Flache-Kompressionsisothermen von
Lipidmonoschichten mit oder ohne Protein wurde die Lipidmischung auf einer Puffer-
Subphase gespreitet. Verwendet wurde ein Langmuir-Trog (Teflon beschichtet,
266x99x3 mm3) und die Monoschicht wurde mit einer Hamilton-Spritze tropfenweise
gespreitet. Nach dem Spreiten wurde eine Wartezeit von 20 min fir die
Chloroformverdampfung eingehalten. Der Trog war mit einer Wilhelmy-Waage (Riegler &
Kirstein GmbH, Potsdam, Deutschland) mit Filterpapier und zwei symmetrisch
beweglichen Barrieren ausgestattet, die den Film mit 2 A2/(Molekiil*min) komprimierten.
Vor den Messungen musste der Trog mit Hellmanex und hochreinem Wasser gereinigt
werden. Alle Experimente wurden bei 20 °C + 0,1 °C durchgefiihrt. Der molare
Gesamtlipidgehalt wurde konstant bei 27,9 nmol gehalten, um in allen Experimenten in
der Gasphase der Isotherme zu beginnen. Fiir die Experimente mit Protein wurde eine
MBP-Stammlodsung mittels einer Spritze durch die aquilibrierte Lipidmonoschicht an finf
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verschiedenen Positionen injiziert, um ihre Verteilung in der Puffer-Subphase zu fordern.
Verwendet wurde eine endgiiltige Trogkonzentration von 100 nM MBP, wie bei
Widder et al. [37]. Die Kompression des Films mit MBP wurde gestartet, sobald der
Oberflachendruck konstant war. Bei Messungen mit MBP musste zusatzlich jedes Mal ein
neues Filterpapier eingesetzt werden, da sich das Protein aufgrund seiner hohen
Oberflachenaktivitdt am Filterpapier festsetzen konnte und bei nachfolgenden
Messungen die tatsdchliche Protein-Konzentration unbestimmt erhéhen wiirde bzw. die
Oberflachenspannung verfdlschen konnte. Die Isothermen wurden mit der Software
OriginPro analysiert und dargestellt.

4.3  Fluoreszenzmessungen

Aufnahmen von fluoreszierenden Monoschichten an der Luft/Wasser-Grenzflache
wurden mit einem Axio Scope Al Vario-Epifluoreszenzmikroskop (Carl Zeiss
Microlmaging, Jena, Deutschland) aufgenommen, wahrend gleichzeitig die Kompression
der Monoschicht aufgezeichnet wurde. Die Filmwaage (siehe oben) wurde unter dem
Mikroskop auf einem x-y-z-Tisch (Marzhauser, Wetzlar, Deutschland) montiert, der durch
ein  MAC5000-System (Ludl Electronic Products, Hawthorne, NY, USA) in seinen
Bewegungen gesteuert wurde. Um eine staubfreie Umgebung zu gewahrleisten und die
Verdunstung von Wasser zu minimieren, wurde der Trog von einer selbstgebauten
Plexiglashaube umschlossen. Das Mikroskop war mit einer Kompaktlichtquelle HXP 120 C
(Quecksilber-Kurzbogenreflektorlampe), einem Objektiv mit grofem Arbeitsabstand
(LD EC Epiplan-NEOFLUAR 50x) und einer fir den Fluoreszenzfarbstoff geeigneten
Filter/Strahlenteiler-Kkombination ausgestattet, alle bezogen von Carl Zeiss Microlmaging
(Jena, Deutschland). Die Bilddaten wurden mit einer EMCCD-Kamera (ImageEM C9100-13,
Hamamatsu, Herrsching, Deutschland) aufgezeichnet und von der Software AxioVision
(Carl Zeiss Microlmaging, Jena, Deutschland) erfasst. Alle dargestellten Aufnahmen zeigen
Bereiche mit individuell kontrastangepassten Rohdaten. Jede Lipidmischung wurde mit
0,05 mol-% Rh-DHPE (Verringerung der Menge an PE um 0,05 mol-%) und einmal mit
1 mol-% TopFluor® Cholesterol dotiert. Die Monoschichten wurden, wie in Kapitel 4.2
beschrieben, gespreitet und das Protein injiziert.

4.4 Praparation der Vesikel

GroRe unilamellare Vesikel (LUVs) wurden hergestellt, indem zunachst alle in Chloroform
gelosten Lipide (bei -30 °C gelagert) in einem Glasflaschchen gemischt wurden. Die
Zusammensetzung ist dabei dhnlich der zytoplasmatischen Membran von Myelin (L-a-
Phosphatidylcholin (PC), L-a-Phosphatidylserin (PS), L-a-Phosphatidylethanolamin (PE),
Sphingomyelin  (SM), L-a-Phosphatidylinositol (Pl) mit einem Molverhédltnis von
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11:13:27:3:2) [68,169,208]. Der Cholesterolgehalt wurde um folgende Prozentsatze
variiert: 0%, 10%, 20%, 30%, 35%, 40%, 44%, 50%, 60%, wobei die verbleibenden Lipide
immer auf das gleiche Molverhaltnis eingestellt waren (siehe Tabelle 2). Danach wurde
das Chloroform unter einem Stickstoffstrom verdampft, dies flihrte zu einem trockenen
Lipidfilm. Der Lipidfilm wurde dann bei -30 °C eingefroren und bei Raumtemperatur
wieder aufgetaut. Zum Quellen der Vesikel wurde der trockene Lipidfilm je nach
Messmethode und damit erforderlicher Konzentration mit einer definierten Menge Puffer
(20 mM HEPES, 10 mM NaCl, pH 7,4) Gberschichtet. Das Glasflaschchen mit Lipidfilm und
Puffer wurde dann zweimal 10 Minuten lang in ein Wasserbad (45 °C) mit Ultraschall
gestellt. Zwischen und nach dem Quellvorgang wurde die Vesikel-Suspension mit einem
Vortexer durchmischt, um die Vesikel vom Boden des Glaschens zu l6sen und zu
verkleinern. Als letzter Schritt zur Erzielung einer homogenen Grofle von 100 nm
Durchmesser und Unilamillaritat wurde die Vesikel-Suspension 31-mal bei 45 °C
extrudiert (Avanti-Lipidextruder, ausgestattet mit einer Polymermembran (100 nm
PorengrofRe)) und Gber Nacht bei 4 °C gelagert. Alle Vesikel-Suspensionen wurden erst am
nachsten Tag und bis zu 3 Tagen verwendet.

Bei Messungen mit divalenten Metallionen (Tabelle 3) wurden immer 44%
cholesterolhaltige LUVs verwendet und drei verschiedene Pipettier-Reihenfolgen
durchgefihrt: 1. LUVs+MBP+Metallionen, 2. LUVs+Metallionen+MBP  und
3. LUVs+(MBP+Metallionen-Inkubation).

Tabelle 3: Verwendete Konzentrationen der divalenten Metallionen ZnZ* und Cu?*. Die Mischung aus Zn?* und Cu?

besteht aus 50 UM ZnZ*und 14 uM CuZ*. Kursiv sind die Konzentrationen, auf welche das Hauptaugenmerk gelegt wird
und weiterfiihrend mittels TEM und EPR-Spektroskopie (nur Zn?*) untersucht wurden.

Metallion Konzentration
Zn? - 20 uM 40 uM 50 uM -
Cu® 14uM | 20 uM 40 uM 50 uM -
Zn*+Cu? - - - - 64 um

4.5 Dynamische Lichtstreuung

Instrumentation und Messeinstellungen

Dynamische Lichtstreuungsmessungen wurden mit einem Litesizer 500-Gerat (Anton Paar
GmbH, Graz, Osterreich) durchgefiihrt. Die wissrigen Suspensionen von LUVs (1,1 mM) in
HEPES-NaCl-Puffer (20 mM HEPES, 10 mM NaCl, pH 7,4) wurden in eine Quarzzelle
(Hellma Analytics, Millheim, Deutschland) gegossen. Alle Proben wurden bei
verschiedenen Temperaturen (0-60° C) gemessen, die in einem Detektionswinkel von 90°
(Seitstreuung) relativ zum einfallenden monochromatischen Licht aufgezeichnet wurden
(He-Ne-Laser A = 658 nm). Zusatzlich wurde bei 20 °C ein Detektionswinkel von 175°
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(Rickstreuung) aufgezeichnet. Bei jeder Temperatur wurden 6 Durchldufe a 30 s mit einer
Equilibrierungszeit von 9 min und eine automatische Fokussierung durchgefiihrt. Die
Eingabe in der Software fiir die Datenanalyse war ein allgemeines Analysemodell, ein
Cumulant Modell und Wasser als Losungsmittel (Brechungsindex nu20=1,33; Viskositat
1n=1,0019 mPa*s bei 20 °C). Die hydrodynamischen Durchmesser wurden mit der von
Anton Paar bereitgestellten Kalliope-Software berechnet und zusatzlich die
Autokorrelationsfunktionen mit dem ALV-5000/E/EPP analysiert.

Die Inkubationszeit fir MBP mit den LUVs betrug 15 min, bevor mit dem gleichen Aufbau
wie fur die LUV-Suspension gemessen wurde. Das Molverhéltnis von Lipiden zu Protein
betrug 567:1. Die Messungen mit divalenten Metallionen wurden analog zu denen mit
verschiedenem Cholesterolgehalt durchgefiihrt. Dabei wurden mit Hilfe einer
Stammldsung Metallionen-Konzentrationen von 14-64 puM in der Vesikel-Suspension
eingestellt, entsprechend der Versuchsreihe (siehe Tabelle 3 und Kapitel 3.2.2 fir mehr
Informationen).

Datenanalyse

DLS-Daten von reinen Vesikelproben wurde mit dem Cumulant Fit analysiert. Dies war
moglich, weil die Annahme, dass nur eine Partikelpopulation mit einer GauRschen
Verteilung vorliegt, erfiillt war (siehe Abbildungen A14 bzw. A18). Um den Teilchenradius
R zu erhalten, muss der Diffusionskoeffizient D bestimmt werden. Die Stokes-Einstein-
Gleichung [117] definiert den Diffusionskoeffizienten:

_ kgT
~ 6mnR

(G23)

mit der Boltzmann-Konstante kg, der Temperatur T und der Losungsmittelviskositat 1.
Wenn sich streuende Partikel in verdiinnter Losung wie harte Kugeln verhalten und die
Rayleigh-Debye-Theorie giltig ist. Daher muss die Intensitatskorrelationsfunktion
analysiert werden. Bei der Cumulant-Methode wird dies erreicht, indem ein Polynom
dritten Grades an den Logarithmus der Intensitdtskorrelationsfunktion angepasst wird
und die Abklingrate I' erhalten wird:

I = Dg? (G24)

. .0 o . . .
mit dem Streuvektor g = 4nTnsmE , einschlieBlich des Losungsmittelbrechungsindex n

und der Laserwellenlange A. Die Kalliope-Software verwendet eine Anpassungsroutine fiir
»hicht negative kleinste Quadrate” mit Tikhonov-Regularisierung [271] mit der Option
zwischen ,allgemein” und ,eng”. Letzteres wurde wegen der engen
PartikelgroRenverteilung fir Proben ohne Protein ausgewahlt. Fiir Proben mit Protein

wurde ,allgemein” gewahlt, da die Verteilungen meist bimodal und breit sind.
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Mit der Cumulant-Anpassung konnen nur monomodale Verteilungen analysiert werden
und da groRere Partikel relativ hoher gewichtet sind als kleine Partikel, wurden die
Intensitatszeitkorrelationsfunktionen auch mit einem nichtlinearen Modell mit der ALV-
Software (5000/E/EPP) angepasst. Dieses Modell basiert auf denselben Grundprinzipien
fiir den Diffusionskoeffizienten D, verwendet jedoch das flexiblere CONTIN-Modell, um
die Korrelationsfunktionen anzupassen. Die Mathematik kann im Programm CONIN 2DP
von Provencher [272,273] nachgeschlagen werden. Gleichung G25 zeigt das nichtlineare
ALV-Anpassungsmodell fiir die Intensitatszeitkorrelationsfunktion ga(t):
Imax
@ -1=([ " eTmGwdry (625)

Iimin

mit der Verteilungsfunktion der Abklingrate G(I"). Die resultierende anzahlgewichtete
Partikelradiusverteilung wird durch Einstellen der Amplituden der Abklingrate erhalten,
um grole, nicht physikalische Beitrage bei kleinen Partikelradien herauszuschneiden.

4.6 Elektrophoretische Lichtstreuung

Instrumentation und Messeinstellungen

Die Probenvorbereitung fir cmPALS-Messungen war dieselbe wie fiir DLS-Messungen.
Das Litesizer 500-Gerdt war mit einer Univette-Kivette (Anton Paar GmbH, Graz,
Osterreich) ausgestattet, die elektrische Feldgradienten an der Messposition verhindert.
Unter Verwendung der LASER-Doppler-Velocimetrie (LDV)-Technik in einem
elektrophoretischen Lichtstreuungsaufbau (ELS) wurden die Zeta-Potentiale durch
Messen der elektrophoretischen Mobilitdt bei 20 °C erhalten. Eine konstante Spannung
von 11 V wurde angelegt. Die lonenstarke flir den HEPES-NaCl-Puffer bei pH 7,4 betrug
1=0,018 M und wurde fiir die Messungen mit Metallionen entsprechend angepasst. Die
Henry-Funktion wurde Uber die Software mit dem hydrodynamischen Radius aus DLS-
Messungen berechnet. Die Datenanalyse wurde mit der kontinuierlich liberwachten
Phasenanalyse-Lichtstreutechnologie (cmPALS) durchgefiihrt, welche im Softwarepaket
Kalliope 10.02.2002 enthalten ist.

Datenanalyse

Die cmPALS-Methode hat den Vorteil, empfindliche Proben mit kurzer Messzeit und
geringen elektrischen Feldern messen zu koénnen. Das Hinzufiigen eines
Modulatormonitors im Vergleich zur PALS-Technik ermdglicht die Kompensation
jedweder Nichtlinearitdt des Modulators, und das Ergebnis wird nicht durch eine
langerfristige Verschlechterung der Leistung des Modulators beeinflusst. [114,274]
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Das Zeta-Potential { steht in Verbindung mit der elektrophoretischen Mobilitat nach der
Henry-Gleichung [124]:

_2xex{xF(k*a)
= T

E (G10)

wobei U die elektrophoretische Mobilitdt, € die Permittivitdt, { das Zeta-Potential, ) die
Viskositat und F (k * a) die Henry-Funktion mit k! = Debye-Lange und a = Teilchenradius
ist. Hier wurde die Henry-Funktion mit dem hydrodynamischen Durchmesser aus DLS-
Messungen berechnet. Neben der PartikelgroRe und dem Lésungsmittel ist { von der
Temperatur und der lonenstarke der Probe abhangig. Die lonenstarke kann mit

1
1=5) a? (626)

in Abhdngigkeit von der Konzentration ¢; und der Ladung z;, der enthaltenen ionischen
Baueinheiten, bestimmt werden.

4.7 Elektronenspinresonanz-Spektroskopie

4.7.1 Continuous wave EPR

Instrumentation und Messeinstellungen

Fiir cw EPR-Messungen, wurden Stammldsungen mit 1,1 mM LUVs, die 0%, 10%, 20%,
30%, 35%, 40%, 44%, 50% und 60% Cholesterol enthielten, in HEPES-NaCl-Puffer
hergestellt. In jeder Probe waren entweder 4,4% aller Lipide (50 uM) Carboxy-TEMPO-
spinmarkiertes Cholesterol (CSOSL) oder 2,2% (25 uM) TempoPC. Die entsprechende
Menge an Cholesterol/PC wurde dann verringert, sodass die Gesamtkonzentration an
Cholesterol/PC-artigen Molekilen dem gewtinschten Verhaltnis glich. Die bovine MBP-
Stammldsung hatte eine Konzentration von 100 uM. Fiir Experimente mit Protein wurde
eine Inkubationszeit von 15 min eingehalten und ein Molverhaltnis von Lipid zu MBP von
567:1 verwendet. Fir Messungen mit Zink-lonen wurde, entsprechend der Versuchsreihe,
das Chloridsalz beigemengt und 15 min abgewartet. Etwa 15 pl Probe wurden in eine
Quarzkapillare (BLAUBRAND IntraMARK) mit etwa 1 mm AuBRendurchmesser gefillt. Das
X-Band-Miniscope-Tischspektrometer MS400 (Magnettech GmbH, Berlin, Deutschland)
wurde bei Mikrowellenfrequenzen von etwa 9,4 GHz verwendet, ausgestattet mit einem
Frequenzzdhler (RACAL DANA, Modell 2101) und einem Temperaturregler HO3
(Magnettech GmbH, Berlin, Deutschland). Fiir alle Proben wurde eine Temperaturreihe
im Bereich von -10 °C bis 60 °C mit 8 bis 16 Durchldufen a 60 s unter Verwendung von
Modulationsamplituden von 0,2 bis 0,1 mT, Scanbreiten von 15 mT und
Mikrowellenleistungen von 5-10 dB durchgefiihrt.
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Datenanalyse

Die mittlere scheinbare isotrope Hyperfeinkopplungskonstante aiso,app Wurde durch
Auslesen der Nulldurchgdnge der Spektren und Berechnung nach Gleichung G27
bestimmt.

Aiso,app = (Bhigh field — Biow field)/2 (G27)

Die Spektralsimulationen basieren auf der von Schneider und Freed [275] entwickelten
Zeitlupentheorie und wurden mit selbst geschriebenen Matlab-Skripten (R2017a) unter
Verwendung des EasySpin-Pakets [231] durchgefiihrt. Ausgangsparameter fir den
g-Tensor und Hyperfeinkopplung-Tensor A wurden aus Literaturdaten [224,276]
ahnlicher spinmarkierter Cholesterole in wadssrigen Medien entnommen. Folgende
Parameter wurden verwendet:

- g-Tensor: g,,=2,0093, g,,=2,0062, g,,=2,0022
- A-Tensor: A,,=18,5 MHz, A,,,=17,63 MHz, A,,=100 MHz

Fiir TempoPC wurden folgende Parametersatze verwendet: [276]

- g-Tensor: g,,=2,0099, g,,=2,0061, g,,=2,0024

- A-Tensor: A,,=14,84 MHz, A,,,=19,63 MHz, A,,=100 MHz
Beide Parametersatze wurden fiir Proben mit und ohne MBP verwendet und bei jeder
Simulation wurde nur A,, angepasst. In der Simulation wurden die heterogene
Linienverbreiterung und der Rotationsdiffusionskoeffizient impliziert und nach Bedarf

angepasst. Der isotrope Wert a;g, wurde aus den simulierten Tensordaten berechnet, wie
in Gleichung G18 definiert.

Aiso = (Axx + Ayy +4,,)/3 (G18)
Die Rotationskorrelationszeit tcorr Wurde gemafl Gleichung G21 durch ein Modell der

Brownschen Diffusion basierend auf dem Rotationsdiffusionstensor D =
[Dxx Dy, D,;] berechnet. [277,278]

1

T = e—
corr 63 ,—Dxx Dyy D,,

Es wurde getestet, ob eine Simulation mit mehr als einer Komponente erforderlich war.

(G21)

Da die zweite Spinspezies jedoch nur 1% des Spektralanteils betragen hatte, wurde mit
einer Einkomponentensimulation fortgesetzt. Zusatzlich mussten die Euler-Winkel a, B
und y fur die Simulation impliziert werden. Fir Nitroxid-Spinmarkierungen wurde
hauptsachlich der Winkel B eingestellt, beginnend mit einem Satz von a = 0°, B = 66° und
y =0°.
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4.7.2 Puls EPR

Instrumentation und Messeinstellungen

Alle 4-Puls-DEER-Experimente wurden bei X-Band-Frequenzen von 9,3-9,6 GHz und 50 K
durchgefiihrt. Ein BRUKER Elexsys E580-Spektrometer, das mit einem BRUKER Flexline
Splitring-Resonator ER4118X-MS3 ausgestattet war und den Resonator auf Q<200
Uberkoppelte. Die Kiihlung wurde durch einen Kryostaten mit geschlossenem Kreislauf
(ARS AF204, kundenspezifisch) erreicht. Das Maximum jedes Elektronenspin-Echo (ESE)-
detektierten  Spektrums wurde als Pumpfrequenz vpump Vverwendet. Die
Beobachterfrequenz vobs wWurde auf vpump + Av eingestellt, wobei Av im Bereich von
70 MHz liegt und daher mit dem lokalen Niederfeldmaximum des Nitroxid-ESE-Spektrums
Ubereinstimmt. Die Proben wurden in 3 mm Quarzréhrchen (100-150 pl) gemessen und
vorher mit unterkiihltem 2-Methylbutan schockgefroren. Die Konzentration des Radikals
war sowohl bei CSOSL als auch bei TempoPC 100 uM. Die entsprechende Menge an
Cholesterol/PC  wurde dann verringert, sodass die Gesamtkonzentration an
Cholesterol/PC-artigen Molekilen dem gewinschten Verhéltnis glich.

Datenanalyse
Elektronenspin-Echo (ESE) mit Feldabhdngigkeit

Elektronenspin-Echo (ESE)-detektierte EPR-Messungen in Anhangigkeit des Magnetfeldes
wurden unter Verwendung der Hahn-Echosequenz [279] rt/2-t-nt-T-Echo und eines 200-G-
Felddurchlaufs durchgefiihrt. Es wurden Impulsldngen von 16 ns und 32 ns fiir den n/2-
bzw. n-Puls verwendet und die Verzogerungszeit T zwischen den Impulsen betrug 176 ns.
Das Integrationsfenster wurde auf das Echo-Maximum zentriert und seine Breite wurde
auf 100 ns eingestellt, um das volle Echo aufzuzeichnen.

Double electron-electron resonance (DEER)

Um dipolare Zeitentwicklungsdaten zu erhalten, wurde Elektron-Elektron-
Doppelresonanz (DEER) -EPR-Spektroskopie mit einer 4-Puls-Sequenz, 1/2(0obs)-T1-Tt(Vobs)-
t'-1(Lpump)-(T1+T2-t")-Tt(Vobs)-T2-Echo, durchgefiihrt. Das Maximum jedes Elektronenspin-
Echo (ESE)-detektierten Spektrums wurde als Pumpfrequenz vpump verwendet. Die
Beobachterfrequenz vobs wurde auf vpump + A eingestellt (siehe Abbildung 49), wobei Av
im Bereich von 70 MHz liegt und daher mit dem lokalen Niederfeldmaximum des Nitroxid-
ESE-Spektrums tGbereinstimmt. Die Beobachterpulsldangen betrugen 32 ns, sowohl fiir den
1t/2- als auch fiir den mt-Puls. Der Pumppuls hatte eine Lange von 12 ns. Die Pumppulszeit
t' wurde in Schritten von 8 ns erhdht. Das 11 begann mit t1 = 180 ns und die 8 11-Werte,
die jeweils um 8 ns gegeniliber dem Vorherigen erhoht wurden, wurden gemittelt, um
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Protonenmodulationen zu unterdricken. DEER-Zeitspuren wurden mit T, = 1,5 pus
aufgezeichnet.

Abbildung 49: Echodetektiertes EPR-Spektrum mit eingezeichneten Positionen der Beobachter (vobs)- und
Pumpfrequenzen (Vpump)-

Die DEER-Zeitspuren wurden mit dem Matlab-basierten Programm DeerAnalysis (Version
2016) von Jeschke [270] analysiert. Die Daten wurden phasenkorrigiert und die Startzeit
auf einen Wert von 130 ns eingestellt. Der Hintergrund wurde an die dipolare
Evolutionszeitspur angepasst, wobei eine dreidimensionale homogene Verteilung der
Spins angenommen wurde. Es wurde auch mit einer zweidimensionalen Verteilung
getestet, diese zeigte jedoch keine Anderung der Ergebnisse und anfingliche
dimensionale Anpassungen bei Hintergrundanpassungen bei t = 0 zeigten eine Tendenz
zur dreidimensionalen Verteilung. Die Analyse der Abstandsverteilung unter Verwendung
der Tikhonov-Regularisierung wurde vernachldssigt, da sich alle Abstande im als unsicher
vorhergesagten Bereich von 4 nm befanden.

4.8 Kryo-Transmissionselektronenmikroskopie

Fir Kryo-TEM wurden LUVs mit einem Cholesterolgehalt von 20%, 44% und 60%
hergestellt. Die wassrigen Proben mit einer Lipidkonzentration von 1 bis 1,5 mg/mL
wurden auf ein l6chriges Kohlenstoff-EM-Gitter (C-flatTM, Protochips Inc., Raleight, NC,
USA) aufgebracht und dann mit einem Filterpapier geblottet, um einen diinnen Film zu
erhalten, der die Locher Gberspannt. Zur Vitrifikation der Proben wurden die Gitter mit
einem Leica Grid Plunger GP1 (Wetzlar, Deutschland) in fliissiges Ethan getaucht. Die
Vitrifikation wurde in einer Kammer mit kontrollierter Temperatur und Feuchtigkeit
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durchgefiihrt. Die Proben wurden zur Lagerung und wahrend der Messung bei 77 K
aufbewahrt. Die Messungen wurden mit einem Transmissionselektronenmikroskop LIBRA
120 plus (Carl Zeiss Microscopy, Jena, Deutschland; 120 kV) durchgefiihrt, welches mit
einem Gatan 626-Kryotransfersystem ausgestattet ist. Mit der iTEM-Software Olympus
SIS (Miinster, Deutschland) wurden mikroskopische Aufnahmen mit einer SSCCD-Kamera
mit doppelter Geschwindigkeit auf der Achse (BM-2 k-120; TRS, Moorenweis,
Deutschland) gemacht. Fur Experimente mit Protein wurde ein Lipid/MBP-Molverhéltnis
von 567:1 verwendet. Bei Messungen mit divalenten Metallionen wurden immer 44%
cholesterolhaltige LUVs verwendet und drei verschiedene Pipettier-Reihenfolgen
durchgefiihrt: 1. LUVs+MBP+Metallionen, 2. LUVs+Metallionen+MBP  und
3. LUVs+(MBP+Metallionen-Inkubation). Nach jeder Zugabe von MBP oder Metallionen
wurde 15 min gewartet. Die Vitrifikation der Proben wurde von PD Dr. Annette Meister
und die Messungen am Mikroskop von Dr. Gerd Hause durchgefihrt.
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5 Zusammenfassung

Multiple Sklerose gehdért zu den neurodegenerativen Erkrankungen die zur
Demyelinisierung der Myelinmembran fihrt. Obwohl die weltweit verbreitete Krankheit
schon intensiv erforscht wurde ist noch kein verifizierter pathologischer Mechanismus
bekannt.

In der Verdichtung und Stabilitat der Myelinmembran um das Axon spielt das intrinsisch
ungeordnete, basische Myelin-Protein (MBP) eine wichtige Rolle. Dabei hat man
herausgefunden, dass das Gleichgewicht zwischen sowohl verschiedenen MBP-Varianten
als auch die Wechselwirkungen zwischen Protein und Lipiden der Membran in
erheblichem MaR dazu beitragen. Modifikationen des Proteins und minimale lokale
Veranderungen dieser Interaktionen fiihren zu einer Verschiebung des Gleichgewichtes
und resultieren in enormen Unterschieden in der Myelinmembran. Eine Vielzahl an
Parametern kann eine Gleichgewichtsverschiebung auslésen. Deshalb wurden in dieser
Arbeit mittels multidisziplindrer Messmethoden einige ausgewdhlte Parameter
untersucht, die Auswirkungen auf das Bindungsverhalten von MBP mit verschiedenen
Modellmembranen haben.

Zunachst wurde die Wirkung des Cholesterol- und MBP-Gehalts auf Lipidmonoschichten,
die die zytoplasmatische Membran des Myelins nachahmen, untersucht. Dazu wurden
Monoschichten an der Luft/Wasser-Grenzflaiche mit variierendem Cholesterolgehalt
(0-100%) hergestellt und das isotherme Kompressionsverhalten mittels Langmuir-
Filmwaagen und Epi-Fluoreszenzmikroskopie in Ab- und Anwesenheit von MBP
betrachtet. Es zeigte sich, dass 44% Cholesterol (natlirlicher Gehalt) in der Monoschicht
den hochsten Kondensationseffekt (vermutlich korrelierend mit einer guten Verdichtung
und Stabilitdit der Lipidmonoschicht) und eine optimale Proteinwechselwirkung
kombiniert. AuBerdem kann eine oberflachendruckabhangige Interaktion des Proteins
mit der Lipidmonoschicht beobachtet werden, die vermuten lasst, dass MBP seine
Bindungsart/-modus bei hohem Druck dndert. Darlber hinaus scheint das Lipidsystem ein
minimalistisches System und in bestimmten Aspekten eine robuste Nachahmung des
gesamten Myelins zu sein. Ferner wird klar, dass die Zusammensetzung der Monoschicht
sehr wichtig ist und die Anderung nur eines Lipids das Verhalten der Lipidmonoschicht
und die Wechselwirkung mit MBP beeinflusst.

In Kapitel 3.2.1 und 3.2.2 wurden groBe unilamellare Vesikel (LUVs) mit eine
Lipidzusammensetzung dhnlich der zytoplasmatischen Seite der Myelinmembran als
Membranmodell verwendet. Diese wurden mittels verschiedener Techniken untersucht,
um das globalere und lokale Verhalten zu beobachten, wie in Abbildung 50 dargestellt.
Dazu wurde Kryo-Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) fir eine umfassendere
Ubersicht, dynamische Lichtstreuung (DLS) und kontinuierlich Giberwachte Phasenanalyse
der Lichtstreuung (cmPALS) fur die ndhere Umgebung und Elektronenspinresonanz (EPR)-
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Spektroskopie fiir das lokale Verhalten von Vesikel und Protein in wassriger Losung

verwendet.
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Abbildung 50: Ubersicht der genutzten Methoden zur Charakterisierung der Interaktion von LUVs mit MBP und die
Informationen, die von ihnen extrahiert werden kénnen: Elektronenspinresonanz (EPR)-Spektroskopie, dynamische
Lichtstreuung (DLS), kontinuierlich (iberwachte Phasenanalyse der Lichtstreuung (cmPALS) und Kryo-
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM).

Weiterfihrend zum vorherigen Kapitel wurde die Variation des Cholesterolgehaltes in der
Lipidkomposition in Lipiddoppelschichten und dessen Auswirkungen auf die Lipid-MBP-
Wechselwirkung untersucht. Dabei wurde der Cholesterolgehalt von 0-60% divergiert und
in Prasenz und Abwesenheit von MBP vermessen. Wie zuvor beobachtet, ist die
Zusammensetzung der Lipidschichten relevant fiir die Interaktion mit MBP. Nicht nur sind
die GroRe, die Form und das Aggregationsverhalten abhangig vom Cholesterolgehalt,
sondern auch die Bewegungsfreiheit, die Umgebungspolaritidt und die Verteilung des
spinmarkierten Cholesterols. AuBerdem konnten durch die Messmethoden die
Ubergangstemperaturen der Lipidphasen mit der menschlichen Kérpertemperatur von
37 °C korreliert werden. Die geordnete Adhéasion der Vesikel mit 44% Cholesterolgehalt
stimmt (Uberein mit der vorherigen Vermutung aus Kapitel 3.1., dass eine
thermodynamische Stabilitat mit einer optimalen Proteinwechselwirkung vereint wird.
Woraus sich schlieen lasst, dass die notwendige homogene Schichtung der
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Myelinscheide fir ein gesundes Gehirngewebe, durch die RegelmaRigkeit in Form und
Abstand beglinstigt wird.

Wahrend in den vorangegangenen Kapiteln die Abhdngigkeit von Cholesterol auf die
Interaktion von MBP und Lipiden untersucht wurde, beschaftigt sich Kapitel 3.2.2 mit dem
Einfluss von divalenten Metallionen auf das Modellsystem. Unter Verwendung der in
Abbildung 50 dargestellten Methoden wurde der Einfluss von divalenten Zink- und
Kupfer-lonen auf LUVs mit einer Zusammensetzung dhnlich der zytoplasmatischen Seite
der Myelinmembran beobachtet und die Veranderung der Lipid-MBP-Wechselwirkung
analysiert. Hierbei stellte sich heraus, dass neben der Art und Konzentration des
Metallions, die Reihenfolge der Interaktionspartner entscheidend ist flir das Resultat der
Aggregation. Die Konkurrenz um gleiche Interaktionspartner, wie negativ geladene Lipide
oder positive Ladungen des Metallions bzw. MBP, erdffnet ein komplexes
Wechselwirkungsnetzwerk, das einer intensiveren Untersuchung bedarf. Uber die
Spinmarkierung der Kopfgruppe von Phosphatidylcholin konnte auferdem die geringe
Praferenz des PC-Lipides als Interaktionspartner aufgezeigt werden. Minimale Variationen
des Metallionengehalts in der Umgebung einer myelinartigen Lipiddoppelschicht und
MBP kann zu erheblichen Veranderungen im Wechselspiel zwischen Lipiden, Metallionen
und MBP fiihren und somit eine homogene Stapelung der Myelinmembran behindern.

Die zusammenfassende Betrachtung der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stellt sich wie
folgt dar:

1.) die Bedeutsamkeit eines exakten Cholesterolgehaltes in der gesunden
Myelinmembran, der als Grundlage fir eine stabile und optimale
Proteinwechselwirkung dient,

2.) die starke Beeinflussung des Phasen- und Interaktionsverhalten der Lipide und
MBP, die von divalente Metallionen (Zink und Kupfer) ausgeht,

3.) die Relevanz der Reihenfolge der Interaktionspartner und

4.) eine Summe an offenen Fragen, die in der zukiinftigen Forschung angegangen
werden sollten.
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6 Ausblick

Diese Arbeit bildet die Grundlage fiir weiterfiihrende Untersuchungen, in denen sowohl
die Cholesterol- als auch die Metallionenabhangigkeit weiter thematisiert werden sollten.

Die nachsten Schritte fiir die Forschung zur Abhangigkeit des Cholesterolgehalts konnten
die Verwendung von reinen Rekombinanten und fluoreszenzmarkiertem MBP in
Monoschichten an der Luft/Wasser-Grenzflache sein. Da das verwendete bovine basische
Myelin-Protein in Bezug auf Ladung und Lange keine reine Proteinprobe ist, konnte man
versuchen, reine rekombinante Formen zu integrieren, die die unmodifizierten und
deiminierten Formen von MBP darstellen (wie es bereits fiir die Wechselwirkung mit SM
getan wurde) [65], um die Einflisse von Cholesterol auf das gesunde und erkrankte MBP
in den Monoschichten zu untersuchen. Zusatzlich kdnnte man das Protein anstatt der
Lipide fluoreszenzmarkieren, um die Position in der Monoschicht deutlicher zu
bestimmen. Jedoch darf hierfir der Fluoreszenzfarbstoff das Faltungsverhalten des
Proteins bzw. die Interaktion mit den Lipiden nicht behindern.

Weiterfihrend wirde der Ansatz der Verwendung von reinen MBP-Varianten auch auf
das Membranmodell der Vesikel Anwendung finden. Hierbei ware besonders beziiglich
der EPR-Studien interessant die Kombination aus einem spinmarkiertem Lipid und einer
ortsgerichteten  Spinmarkierung am  Protein. Dadurch koénnten spezifische
positionsabhdngige Interaktionen untersucht werden, die einen Einblick z. B. in den a-
helikalen Bereich des MBP im membranassoziierten Zustand geben kdnnten.

In Bezug auf die Auswirkungen von divalenten Metallionen auf die MBP-Lipid-Interaktion
ware fortsetzend besonders die Wechselwirkung von Kupfer mit der Vesikeloberflache
und MBP von Interesse, da Kryo-TEM-Aufnahmen eine deutliche Veranderung der
Oberflachentopographie zeigten, die mit Zink-lonen nicht beobachtet werden konnte.
Dazu kénnten Rasterkraftmikroskopie- oder EPR-Spektroskopie-Messungen durchgefiihrt
werden. Aufbauend auf den bisherigen EPR-Experimenten sollten sowohl die
Kombination aus Zink- und Kupfer-lonen als auch die Beeinflussung durch die Prasenz von
Eisen-lonen untersucht werden. Eisen spielt eine wichtige Rolle bei der Synthese von
Neurotransmittern oder DNA und ist essenziell bei der Bildung von Myelin und bei der
Reifung von Oligodendriozyten. Es wurden abnormale Fe?*-Ansammlungen bei MS-
Patienten in Oligodendriozyten, Makrophagen und Mikrogliazellen um entziindete
Bereiche, in Verbindung mit Adern, gefunden, die offensichtlich eine Folge der Erkrankung
sind [280]. Man vermutet, dass durch Extravasation von Erythrozyten und Freisetzung von
extrazellularem Hamoglobin oxidative Schaden an Lipiden und Proteinen entstehen, die
wiederum zu einer Entziindung fihren [281,282]. In Bezug auf entstehende oxidierte
Lipide wére die Folge dieser Veranderung und mégliche GegenmalBnahmen zu erforschen,
da unter anderem schon aufgezeigt wurde, dass oxidierte PC-Lipide die
Neurodegeneration bei MS-Patienten verstarkt [283]. Die Untersuchung der
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systematischen Variation von spinmarkierten Kopfgruppen wére ebenso aufschlussreich,
um die praferierten Interaktionspartner der Metallionen in myelinartigen LUVs zu
erforschen.

Die Erforschung der Zusammensetzung des erkrankten Myelins ist ebenso wichtig wie die
des gesunden. In mehreren Studien wurde bereits mit der Zusammensetzung des
Tiermodells EAE (experimentelle Autoimmun-Enzephalomyelitis), spezifisch fir MS, die
Interaktion mit MBP untersucht [44,66,67,284—-286]. In Kapitel 2.2.2 wurde bereits die
abweichende Komposition der Lipide fiur EAE erwdhnt. Darauf aufbauend wurde im
Rahmen der Bachelorarbeit von Sebastian Michler [287] Monoschicht-Untersuchungen
von Lipidkompositionen der erkrankten, zytoplasmatischen Myelin-Membran
vorgenommen. Dabei wurden drei unterschiedliche Zusammensetzungen naher
untersucht: ladungsausgeglichene EAE-Monoschichten mit dem gesunden PS-Gehalt von
12,5 mol-% (EAE-PS) nach Min et al. [67], alternative ladungsausgeglichene EAE-
Monoschichten mit Zusatz des gesunden PI-Gehaltes von 2 mol-%, wobei der PS-Gehalt
um den gleichen Wert reduziert wurde (EAE-PI), sowie EAE-Monoschichten ohne
Ladungsausgleich nach Ohler et al. [66]. In Tabelle 4 sind die molaren Verhéltnisse der
Mischungen aufgefuhrt.

Tabelle 4: Stochiometrie der variierten Lipidzusammensetzungen der erkrankten zytoplasmatischen Myelinmembran
im ZNS in mol-% und maximaler Insertionsdruck (MIP) in mN/m. [287]

PC PS PE SM | Pl | Chol MiP
EAE, nicht ladungsausgeglichen 6,9 | 25,1 | 24,7 | 0,8 0 42,5 -
EAE, ladungsausgeglichen 8,1 | 12,5 | 28,9 1 0 49,6 60,7+1,3
EAE, ladungsausgeglichen mit PI 8,1 | 10,5 | 28,9 1 2 49,6 45,7+1,4

Adsorptions- und Kompressionsisothermen der Monoschichten wurden aufgenommen
und letztere zusatzlich fluoreszenzmikroskopisch beobachtet. Die Analyse der maximalen
Insertionsdriicke (MIPs) und der Doméanenbildung ergab, dass der Zusatz von Pl scheinbar
das Adsorptionsverhalten von MBP an der EAE-Monoschicht wieder ndher zum Verhalten
der gesunden Monoschicht verschiebt. PI kénnte dabei eine wichtige Rolle bei der
Stabilisierung des Oberflaichendruckes spielen. Auch die generelle Ladung der
Monoschicht ist von Bedeutung, da ohne Ladungsausgleich festgestellt wurde, dass die
Lipidschichten eher instabil werden und nicht reproduzierbar waren. Weiterfiihrend
kdnnten hier die drei Lipidzusammensetzungen in Doppelschicht-Modelle (Vesikel,
supported bilayers) Gbertragen werden und um weitere Kompositionsvarianten erganzt
werden.

Die Erforschung demyelinisierender Krankheiten, wie Multiple Sklerose, sollte weiter
intensiviert werden, um langfristig ein Verstandnis fiir die Ursachen dieser Krankheiten zu
erlangen und damit weitere Therapiemaoglichkeiten entwickeln zu kénnen.
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8 Anhang

A 1. Zusammensetzungen der Lipid-Stammldsungen

Brain PC - Avanti Number 840053

Liver PI - Avanti Number 840042

Unknown {10 Average MW 902.133

211 Average MW 768.610

Unknown

Brain PS - Avanti Number 840032

15 Average MW 824.966

Brain SM - Avanti Number 860062

Average MW 760.223

Abbildung A1l: Fettsdaureverteilungen der verwendeten Lipidextrakte.
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8.1 Anhang zu Kapitel 3.1

A 2. Kalkulierte ideale Oberflache von Lipidmischungen
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Abbildung A2: Experimentelle Oberflachendruck/-Flachenwerte bei 10 mN/m, 20 mN/m und 35 mN/m mit berechneten
idealen Oberflachen von Lipidmischungen mit einem Cholesterolgehalt von 20% (links), 44% (Mitte) und 60% (rechts)
auf einer Subphase von HEPES-NaCl-Puffer (20 °C).

Die experimentellen Daten fir den Oberflachendruck und die Oberflache wurden aus den
Kompressionsisothermen bei spezifischen Druckpunkten von 10 mN/m, 20 mN/m und
30 mN/m enthnommen. Um die theoretischen Werte bei den drei Oberflachendriicken fir
die Lipidmischungen mit unterschiedlichem Cholesterolgehalt in der Monoschicht zu
berechnen, wurden die Isothermen von nur Lipiden (0% Cholesterol) und reinem
Cholesterol (100%) verwendet. Nach A = X 01 * Achor + Xiipids * Alipias (G2) wurden
diese bestimmt, wobei A die durchschnittliche Molekilfliche der Monoschicht ist,
Achorund  Ajipigs sind  die  Oberflaichen der reinen Cholesterol- bzw. reinen
Lipidisotherme. xp,; ist das Molverhaltnis von Cholesterol in der Mischung und x;;p;4s fur
die Lipidmischung ohne Cholesterol. Die berechneten durchschnittlichen Oberflachen
aller drei Cholesterolgehalte liegen im Vergleich zu den experimentellen Werten bei
hoheren Oberflachen. Dies zeigt die kondensierende Wirkung von Cholesterol in der
Monoschicht von Lipidmischungen.

A 3. Berechnung der iiberschiissigen freien Mischungsenergie
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Abbildung A3: Berechnete (iberschissige freie Mischungsenergien AGexcess als Funktion des Molenbruchs von
Cholesterol Xcholesterol VON Monoschichten mit unterschiedlichem Cholesterolgehalt auf einer Subphase von HEPES-NaCl-
Puffer (20 °C) bei Oberflachendriicken von 10 mN/m (links), 20 mN/m (Mitte) und 35 mN/m (rechts).
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Die Uberschissige freie Mischungsenergie wird berechnet durch AGeycess = fonAml-x -

(xc,wlAc,wl + xlipidSAlipids)dn (G3) fur nicht ideales Mischen. Wobei x., das
Molverhdltnis von Cholesterol in der Mischung und Xx;;,;4s flr die Lipidmischung ohne
Cholesterol ist. A,y ist die Oberflache der gemischten Monoschicht, Acpo; Und Agipias
sind die Oberflichen des reinen Cholesterols bzw. der reinen Lipidisotherme.
AG,ycess Wurde fir drei verschiedene Oberflachendriicke berechnet: 10 mN/m, 20 mN/m
und 35 mN/m. Alle Werte fir die Uberschiissige freie Mischungsenergie zeigen eine
Tendenz negativ zu sein oder ungefahr 0 kJ/mol. AG,ycess-Werte sind negativ, wenn die
Monoschicht kondensiert, was auf Anziehungskrafte zwischen verschiedenen Molekiilen
zurlickzufiihren ist und daher wird der Mischungsprozess thermodynamisch bevorzugt.
Hohe positive Werte des AG,,cess legen die Entmischung des Monoschichtgemisches mit
einer moglichen Phasentrennung nahe. Die Uberschissige freie Mischungsenergie von
Monoschichten mit MBP wurde nicht berechnet, da die Kompressionsisothermen bei
hoheren Oberflachendriicken beginnen, die fiir Berechnungen nicht geeignet sind.

A 4. Vergleich verschiedener Injektionsdriicke fiir MBP

Zunéachst wurden Versuche mit MBP bei einem Oberflachendruck von 20 mN/m (flussig-
expandierte Phase) durchgefiihrt. Die Monoschicht wurde auf 20 mN/m komprimiert und
anschlieBend MBP injiziert (Abbildung A4a griin). Dies wurde durchgefiihrt, um den
Membrandruck von 30-35 mN/m zu beobachten, bei dem die physikalischen
Eigenschaften der Monoschicht der entsprechenden Doppelschicht dahnlich sind [54].
Nach der Injektion des Proteins unter die Lipidmonoschicht stieg der Oberflachendruck
allmahlich auf 27 mN/m an (Abbildung A4a rechts). Zum Vergleich wurde MBP auch bei 0
mN/m (Gasphase) injiziert, um die Lipid/Protein-Wechselwirkung (iber den gesamten
Kompressionsbereich zu untersuchen (Abbildung 18 bzw. Ada rot). Es ist offensichtlich,
dass die Isothermen beider Injektionsexperimente unterschiedlich aussehen. Da die
Fluoreszenzaufnahmen bei 25 mN/m jedoch dieselben Merkmale aufweisen, weist dies
auf vergleichbare Ergebnisse dieser unterschiedlichen Verfahren hin (siehe
Abbildung A4b). Dartiber hinaus ist der Versuchsaufbau nicht flir Messungen geeignet, die
langer als 4 Stunden dauern, da keine Hohenpegelsteuerung der Subphase erfolgt. Diese
Dauer wurde bei Injektionsexperimenten von MBP bei 20 mN/m (berschritten. Das
Volumen der Subphase nimmt mit der Zeit durch Verdunstung ab und ist nach ungefahr
4 Stunden in diesem Aufbau nicht vernachldssigbar. Daher wurde fiir alle anstehenden
Experimente die Injektion von MBP in die gasanaloge Phase zur weiteren Bewertung
ausgewahlt.
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Abbildung Ada: Kompressionsisothermen von Monoschichten mit 44% Cholesterol und Injektion von MBP bei
verschiedenen Oberflachendriicken (links) und zeitabhangige Oberflichendruckkurve mit Injektion von MBP bei
20 mN/m (rechts) (Subphase von HEPES-NaCl-Puffer, 20 °C).

Der schnelle Anstieg des Oberflaichendrucks, gefolgt von einer langsameren
Druckrelaxation direkt nach der MBP-Injektion unter die Lipidmonoschicht bei 20 mN/m
(Abb. 4a rechts), konnte ein experimentelles Artefakt sein, da das Protein mittels einer
Nadel durch den Lipidfilm injiziert wurde. Nach einer kurzen Latenzzeit stieg der
Oberflachendruck aufgrund der MBP-Wechselwirkung mit der Lipidmonoschicht
allmahlich an.

Abbildung Adb: Reprasentative fluoreszenzmikroskopische Bilder einer Lipidmonoschicht mit 44% Cholesterol bei
25 mN/m (0,05 mol-% Rh-DHPE), wobei MBP bei 20 mN/m (links) und 0 mN/m (rechts) injiziert wurde (Subphase von
HEPES-NaCl-Puffer, 20 °C).

Die Fluoreszenzbilder in Abbildung A4b zeigen den Vergleich der beiden Injektionspunkte
von MBP bei 20 mN/m und 0 mN/m bei einem Oberflachendruck von ungefahr 25 mN/m.
Beide Bilder zeigen grofe Domadnen, die nicht mehr perfekt kreisférmig sind.
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A 5. Kompressibilitat der Lipidmonoschichten
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Abbildung A5: Kompressibilitdt/Oberflichendruck-Graphiken von Monoschichten mit unterschiedlichem
Cholesterolgehalt mit (rechts) und ohne (links) MBP bei 20 °C. Als Grundlage dienen die Isothermen aus Abbildung 17
und 18.

Die Kompressibilitdt k der Monoschichten wurde aus den Isothermen von Abbildungen 17
und 18 mit KZ—%Z—;: berechnet. Die Kompressibilitdit der Monoschichten mit

unterschiedlichem Cholesterolgehalt zeigt keinen Phasenilibergang ohne MBP
(Abbildung A5 links). Wenn jedoch MBP unter die Monoschichten injiziert wird, dndert
sich die Kompressibilitat fir alle Gemische deutlich zwischen 20 mN/m und 35 mN/m
(Abbildung A5 rechts). Diese Veranderung ist vermutlich auf das Herausdriicken des
Proteins zuriickzufiihren. Die zweite Anderung der Kompressibilitit bei niedrigeren
Oberflachendriicken (5-17 mN/m) wurde nicht im Detail untersucht. Es konnte sich um
einen Phasenibergang handeln, der von Cholesterol herriihrt, da er in der reinen
Cholesterolisotherme am starksten ausgepragt ist, aber auch um ein Artefakt der
Monoschicht, da es sich um einen sehr breiten Ubergang handelt.
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A 6. Differenz der Oberflichen von Monoschichten mit unterschiedlichem
Cholesterolgehalt und MBP

Tabelle Al: Berechnete Oberflachendifferenz von Monoschichten mit unterschiedlichem Cholesterolgehalt und MBP
zwischen 20 mN/m und 35 mN/m.

Cholesterolgehalt in % AA = Ao mn/m — Azs m/m
in A2/Molekdl

0 45

10 42

20 51

30 46

35 44

40 39

44 36

50 42

60 42
100 38

Aufgefihrt sind die Differenzen AA der Oberflichen bei 20 mN/m (Ao myn/m) und
35 mN/m (Assmn/m) von Monoschichten mit unterschiedlichem Cholesterolgehalt in
Anwesenheit von MBP. Die Flachenwerte sind aus Abbildung 19 entnommen.

A 7. Einfluss fluoreszierender Farbstoffe auf das Isothermenverhalten
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Abbildung A7: Vergleich der Kompressionsisothermen mit 44% Cholesterolgehalt in Prasenz von verschiedenen

®

Fluoreszenzfarbstoffen (rot: Rhodamin-DHPE; griin: TopFluor® Cholesterol; schwarz: ohne Farbstoff) auf einer

Subphase von HEPES-NaCl-Puffer bei 20 °C.

Die Kompressionsisothermen von 44% Cholesterol mit 0,05 mol-% Rhodamin-DHPE (rot)
oder 1 mol-% TopFluor® Cholesterol (griin) zeigen keine signifikante Abweichung von der
44% Cholesterol-Lipidmonoschicht ohne Farbstoff (schwarz). Das Mischen des
Fluoreszenzfarbstoffs mit der Lipidmischung sollte einen vernachlassigbaren Einfluss auf
das Verhalten der Monoschichten haben.
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A 8. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen mit TopFluor® Cholesterol
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Abbildung A8: Reprasentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer Lipidmonoschicht mit 44% Cholesterol und
1 mol-% TopFluor® Cholesterol bei ca. 10 mN/m (20 °C).

In Abbildung A8 sind die hellen Bereiche cholesterolreiche Domanen mit dem Farbstoff
und der dunkle Bereich ist die phospholipidreiche fliissig-expandierte Phase. Das Bild ist
genau invertiert zu den Fluoreszenzaufnahmen von Rhodamin-DHPE, was beweist, dass
Cholesterol tatsachlich in den runden Domanen angereichert ist.

A 9. Vergleich aller Lipidgemische mit und ohne MBP bei ca. 10 mN/m
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(Abbildung wird auf der nachsten Seite fortgesetzt.)
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(Abbildung wird auf der nachsten Seite fortgesetzt.)
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50% Cholesterol

60% Cholesterol

100% Cholesterol

Abbildung A9: Reprasentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Lipidmonoschichten bei 10 £ 2 mN/m mit
unterschiedlichem Cholesterolgehalt und 0,05 mol-% Rh-DHPE. linke Seite: ohne MBP, rechte Seite: mit MBP.
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A 10. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen aller verwendeten Lipidmischungen mit
und ohne MIBP

Die zugehdrigen Oberflachendriicke zu jedem Bild sind in Tabelle A2 in A12 aufgefiihrt.
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10% Cholesterol: mit MBP
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20% Cholesterol: ohne MBP
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30% Cholesterol: ohne MBP

e

-
0¥

L
@
.

-
- .y
.. - 4
'.u.t..ﬁ..\vts c‘,.l
.r...._- Q.....nc L
TRy Sy s kY

e, !

mit MBP

30% Cholesterol:

152



35% Cholesterol: ohne MBP
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35% Cholesterol: mit MBP
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40% Cholesterol: ohne MBP
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40% Cholesterol: mit MBP
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44% Cholesterol: ohne MBP
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44% Cholesterol: mit MBP
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50% Cholesterol: ohne MBP

*9 ..to.

3

161



50% Cholesterol: mit MBP

162



60% Cholesterol: ohne MBP
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60% Cholesterol: mit MBP
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100% Cholesterol: ohne MBP

100% Cholesterol: mit MBP

Abbildung A10. Reprasentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Kompression von Lipidmonoschichten mit
unterschiedlichem Cholesterolgehalt mit und ohne MBP und 0,05 mol-% Rh-DHPE bei 20 °C auf einer HEPES-NaCl-
Subphase. Die jeweiligen Oberflachendriicke zu jedem Bild sind in Tabelle A2 in A12 aufgeflhrt.
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A 11. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen mit einem 20-fachen
VergroBRerungsobjektiv
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Abbildung A11: Reprasentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer Lipidmonoschicht mit 44%
Cholesterolgehalt und 0,05 mol-% Rh-DHPE mit 20-facher VergréRerung (auf HEPES-NaCl-Puffer, 20 °C).
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A 12. Tabelle der Oberflachendriicke fiir alle Fluoreszenzaufnahmen

Tabelle A2: Auflistung aller fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen mit zugehérigem Oberflachendruck fir
Monoschichten mit unterschiedlichem Cholesterol- und MBP-Gehalt.

Cholesterol- Bildnummer und Bildnummer und Cholesterol- | Bildnummer und Bildnummer und
gehaltin % zugehoriger zugehoriger gehaltin % zugehoriger zugehoriger
Oberflachendruck in | Oberflachendruck in Oberflachendruck in| Oberflichendruck in
mN/m ohne MBP mN/m mit MBP mN/m ohne MBP mN/m mit MBP
0 1205 5->10 40 6320 70>3
2->10 6->13 6420 7126
3230 7> 16 65> 1.6 72> 11
440 8> 25 66 > 5.4 73 > 135
9->31 67>7 74 > 23
10 > 41 68 > 7.8 75> 25
69 > 12 76 > 32
77 > 39
10 11->0 16 > 5.9 44 Abbildung 20 Abbildung 21
12->0.2 17>76 A>0 A->5
13>4 18> 11 B>0 B>5
14> 11 19> 23 C>5 Y—> 838
15> 36 20> 25 X>9 C— 20.8
21> 29 D->21 D->22
22240 E-> 25 E-> 25
F->30 F-> 25.8
G~>35 G~>28.7
H->36 H-> 289
| 237 | =30
1232
K-> 37
20 23> 0.2 2729 50 78>0 86 2 4.5
24> 1 28 2> 13 7920 87 > 10.8
25> 10.6 29 2> 25 80> 5.6 88> 12
26 > 36 30> 30 81->10 89> 23
31>31 82->13 90> 24
32240 83> 14 91 > 27
84 > 14.5 92 2> 28
85> 19 93 > 29
94 - 46
30 3320 39>74 60 95>0 103> 5
34> 0.7 4029 96 2 0.1 104 > 5.3
3526 41> 16 97> 4 105 > 11
36 > 6.4 42 > 25 98 >5 106 > 24
3729 43 > 254 99 - 10 107 > 24.6
38> 17 44 > 30 100 > 11 108 2> 25
101 - 35 109 - 25.6
102 > 44 110 > 27
111> 27.6
112 >33
113> 34

(Tabelle wird auf der ndchsten Seite fortgesetzt.)
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35 45->0 53>7.2 100 114>0 119 > 6.2
46>0 54> 8.8 11520 120> 6.6
47 2 3.5 55> 10 116 > 0.4 121> 10
48 > 4.4 56 > 11.7 117 > 10 122 > 22
49> 4.8 57> 16 118 2> 26 123 2> 33
50>5 58 > 23 124 > 45
51>9 59 2> 23.1
52> 44 60 > 23.4
61> 30
62 > 32
44 mit20x {125 > 6.2
VergréRerung |126 > 14.6
127 > 233
128 > 27.1
129 > 32.4
130> 34
131> 34.5
132> 34.9
133 2> 35
134 > 35.5
135> 38
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8.2 Anhang zu Kapitel 3.2.1

A 13. Kryo-TEM-Daten mit MBP in Abhangigkeit vom Cholesterolgehalt

20% 44%

Mit
MBP

Abbildung A13: VergroRerte Kryo-TEM-Aufnahmen aus Abbildung 22 von Vesikeln mit 20% (links), 44% (Mitte) und 60%
(rechts) Cholesterolgehalt mit MBP in HEPES-NaCl-Puffer. Die Prdparation der Proben wurde bei Raumtemperatur
durchgefihrt.

A 14. DLS-Daten ohne MBP in Abhdngigkeit vom Cholesterolgehalt

30 T T T T T T T

Cholesterolgehalt
. 0%

25 " 0% u
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T T T T
200 250 300 350 400
Partikeldurchmesser / nm

Abbildung Al4a: Intensitdtsgewichtete Verteilungen des Partikeldurchmessers von LUVs mit unterschiedlichem
Cholesterolgehalt erhalten durch dynamische Lichtstreuung, beispielhaft fiir eine Messreihe. Gemessen bei 20 °C in
einem HEPES-NaCl-Puffer mit Streuwinkeln von 90° (gestrichelte Linien) und 175° (durchgezogene Linien).
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Abbildung A14b: Anzahlgewichtete Verteilungen des Teilchenradius und die Korrelationsfunktionen gx(t)-1 von (A+C)
LUVs mit unterschiedlichem Cholesterolgehalt, beispielhaft fir eine bei 20 °C gemessene Messreihe. (B+D) zeigt die
Temperaturabhéngigkeit von 44% LUVs. Alle Proben wurden in einem HEPES-NaCl-Puffer und einem Streuwinkel von
90° vermessen.
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Abbildung Al4c. Mittels dynamischer Lichtstreuung erhaltene intensitdtsgewichtete Maxima der
PartikelgroBenverteilung der PartikelgrofRe von LUVs mit unterschiedlichem Cholesterolgehalt in Abhédngigkeit von der
Temperatur mit einem Streuwinkel von 90°.

A 15. DLS-Daten mit MBP in Abhédngigkeit vom Cholesterolgehalt

Messungen mit MBP sind nicht reproduzierbar, deshalb werden nur grobe Tendenzen
analysiert und beispielhaft sind im Folgenden einzelne Messreihen dargestellt. Die
Reproduzierbarkeit scheitert daran, dass MBP keine gleichmaRig grolRen Aggregate bildet
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und diese dazu fiihren, dass die count rate eine starkere Streuung aufzeigt mit einzelnen
sehr hohen AusreifRern. Da die count rate fir die Korrelationsfunktion und folglich fur die
gewichteten Verteilungen von Noéten ist, sind die Daten nur sehr begrenzt interpretierbar.
Deshalb werden im Folgenden nur exemplarisch Ergebnisse der Messreihen gezeigt.
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Abbildung A1l5a: Intensitdtsgewichtete Verteilungen des Partikeldurchmessers von LUVs mit unterschiedlichem
Cholesterolgehalt und MBP, beispielhaft fiir eine Messreihe. Gemessen bei 20 °C mit Streuwinkeln von 90° (gestrichelte
Linien) und 175° (durchgezogene Linien) in einem HEPES-NaCl-Puffer.
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Abbildung A15b: Korrelationsfunktionen g,(t)-1 von (A) LUVs mit unterschiedlichem Cholesterolgehalt und MBP
beispielhaft fiir eine bei 20 °C gemessene Messreihe und (B, C, D) zeigen die Temperaturabhéngigkeit von jeweils 20%,
44% und 60% cholesterolhaltigen LUVs mit MBP. Gemessen in einem HEPES-NaCl-Puffer bei einem Streuwinkel von 90°.
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Abbildung A15c: Exemplarische anzahlgewichtete Verteilungen des Teilchenradius von LUVs mit einem
Cholesterolgehalt von 20%, 44% und 60% mit MBP bei 20 °C. Erhalten durch dynamische Lichtstreuung mit einem

Streuwinkel von 90°.
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Abbildung A15d: Dynamische Lichtstreuung an einer wassrigen bMBP-Losung (100 uM) in HEPES-NaCl-Puffer bei pH 7,4
und unterschiedlichen Temperaturen. (A) Korrelationsfunktionen, (B)
Partikelradien. Gemessen mit einem Streuwinkel von 90°.
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Abbildung A1l5e. Intensitdtsgewichtete Peakmaxima des hydrodynamischen Partikeldurchmessers von Cholesterol
enthaltenden LUVs mit MBP (2 uM). Gemessen bei (A) 10 °C, (B) 37 °C und (C) 60 °C in einem HEPES-NaCl-Puffer mit
einem Streuwinkel von 90° (Seitwartstreuung), erhalten durch dynamischen Lichtstreuung. Peak 1 @100 nm und Peak 2
beziehen sich dabei auf die in Abbildung 25 definierten Peaks der bimodalen PartikelgroRenverteilung. Die gestrichelte
Linie bei 44% Cholesterolgehalt visualisiert den Umschlagspunkt des, im Text diskutierten, Aggregationsverhalten.
Fehlerbalken reprasentieren den Standardfehler des Mittelwerts von drei Messungen.

A 16. Zeta-Potential-Daten in Abhangigkeit vom Cholesterolgehalt
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Abbildung A16: Verteilungen des Zeta-Potentials von LUVs mit unterschiedlichem Cholesterolgehalt (A) ohne und (B)
mit MBP. In (B) ist zusatzlich das Potential fir bMBP in HEPES-NaCl-Puffer (2 uM) ohne LUVs dargestellt. Alle Messungen
sind beispielhaft fiir eine Messreihe bei 20 °C.
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A 17. EPR-Daten in Abhdngigkeit vom Cholesterolgehalt

CSOSL in Chloroform
T

Experiment

Simulation

Signal /a.u

05 N

1 I I 1 I I
330 332 334 336 338 340 342
B/mT

Abbildung A17a: Experimentelle cw EPR-Messung (schwarz) und Simulation (rot) von CSOSL (50 uM) in Chloroform bei
20 °C. Mit g,,=2.0093, g,,=2.0062, g,,=2.0022, aiso,2pp=44,92 MHz, Dy =D,,=8,9¥107 51, D,,=3,5*1010 5L, B=58° und
normiert auf den Mittelfeldpeak.

Reines CSOSL wurde in Chloroform vermessen, da es nur geringfligig wasserloslich ist und
keine Mizellen ausbilden sollte. Abbildung Al17a zeigt ein Spektrum von frei rotierendem
CSOSL bei X-Band-Frequenzen und dient bedingt als Referenz. Deutlich erkennbar ist bei
LUV-Proben die Veranderung der Intensitatsverhaltnisse der drei Peaks zueinander und
die allgemeine Verbreiterung der Peaks (siehe z. B. A17b) im Vergleich zu frei rotierendem
CSOSL.
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LUVs mit 44% Cholesterolgehalt davon 4.4% CSOSL
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LUVs mit 44% Cholesterolgehalt davon 4.4% CSOSL mit MBP
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Abbildung A17b: Temperaturreihen von normierten X-Band-cw-EPR-Spektren von LUVs mit 44% Cholesterol, davon
4,4% CSOSL, (1) ohne und (2) mit MBP in einem HEPES-NaCl-Puffer (jeweils 8 Scans gemessen bei -10 °C bis 80 °C, MW-
Leistung 5-10 dB, Mittelfeld 336 mT, Scanbreite 15 mT, Modulationsamplitude 0,1 mT). Das Lipid/MBP-Verhaltnis betrug
567:1.

(2)

Signal / a.u.

Die Temperarturreihen (A17b) zeigen die Immobilisierung der Spinmarkierung mit
sinkender Temperatur, da zunehmende Spinanisotropien zu spektralen Verzerrungen
flhren.
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Abbildung Al7d: Differenzen Daiso,app=aiso,app(MBP)-aiso,app(LUVS) der scheinbaren isotropen
Hyperfeinkopplungskonstanten aiso app VOn LUVs mit unterschiedlichem Cholesterolgehalt (aus Abbildung 30), die 4,4%
CSOSL enthalten in Abhangigkeit der Temperatur. Die LUV-Proben wurden in einem HEPES-NaCl-Puffer und mit einem
Lipid/Protein-Verhaltnis von 567:1 vermessen.
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Abbildung Al7e: Temperaturabhangige Rotationsdiffusionsdifferenz AD,, aus D,,(LUV) subtrahiert von D,,(MBP), mit
Werten aus Abbildung 32 fiir LUV-Proben mit unterschiedlichem Cholesterolgehalt.
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LUVs mit 60% Cholesterolgehalt
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Abbildung A17f: Ausgewdhlte temperaturabhdngige Simulationen mit den jeweiligen gemessenen und normierten
X-Band-cw-EPR-Spektren von LUVs mit 50 uM CSOSL in einem HEPES-NaCl-Puffer mit einem Cholesterolgehalt von
(1) 10%, (2) 10% und MBP, (3) 20%, (4) 20% und MBP, (5) 30%, (6) 30% und MBP, (7) 40%, (8) 40% und MBP, (9) 44%,
(10) 44% und MBP, (11) 50%, (12) 50% und MBP, (13) 60% und (14) 60% und MBP. Es wurde ein Lipid/Protein-Verhéltnis
von 567:1 verwendet. Experimentelle (schwarz) und simulierte (rot) Spektren fiir jede Temperatur.
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Abbildung A17g: ESE-detektierte EPR-Spektren von 4,4% CSOSL in LUVs mit unterschiedlichem Cholesterolgehalt in
einem HEPES-NaCl-Puffer bei 50 K (Lipid/Protein-Verhaltnis 567:1). Die Spektren wurden auf eine gleiche Amplitude

normiert.
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8.3 Anhang zu Kapitel 3.2.2

A 18. DLS-Daten in Abhéngigkeit von Metallionen
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Abbildung A18a: Intensitdtsgewichtete Verteilungen des Partikeldurchmessers durch dynamische Lichtstreuung von
LUVs mit unterschiedlichem Metallionengehalt (rechts: Cu?*, links: ZnZ*), beispielhaft fir eine Messreihe. Gemessen bei
20 °C mit Streuwinkeln von 90° (gestrichelte Linien) und 175° (durchgezogene Linien) in einem HEPES-NaCl-Puffer.
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(Die Abbildung wird auf der nachsten Seite fortgesetzt.)
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Abbildung A18b: Anzahlgewichtete Verteilungen des Teilchenradius (links) und die Korrelationsfunktionen g,(t) (rechts)
von LUVs mit unterschiedlichem Metallionengehalt in Abhadngigkeit von der Temperatur, erhalten durch dynamische
Lichtstreuung. (A) 50 uM Zinkchlorid, (B) 50 uM Kupferchlorid, (C) 14 uM Kupferchlorid, (D) 50 uM Zinkchlorid + 14 uM
Kupferchlorid, (E) Vergleich bei 20 °C. Gemessen bei einem Streuwinkel von 90° und in einem HEPES-NaCl-Puffer.
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A 19. DLS-Daten mit MBP in Abhangigkeit von Metallionen

Messungen mit MBP sind nicht reproduzierbar, deshalb werden nur grobe Tendenzen
analysiert und beispielhaft sind im Folgenden einzelne Messreihen dargestellt. Die
Reproduzierbarkeit scheitert daran, dass MBP keine gleichmaRig grolRen Aggregate bildet
und diese dazu flihren, dass die count rate eine starkere Streuung aufzeigt mit einzelnen
sehr hohen AusreifRern. Da die count rate fir die Korrelationsfunktion und folglich fur die
gewichteten Verteilungen von Noéten ist, sind die Daten nur sehr begrenzt interpretierbar.
Deshalb werden im Folgenden nur exemplarisch Ergebnisse der Messreihen gezeigt.
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Abbildung A19a: Intensitdtsgewichtete Verteilungen des Partikeldurchmessers von LUVs mit unterschiedlichem
Metallionengehalt und MBP, beispielhaft flir eine Messreihe. Dargestellt sind die drei verschiedenen Pipettier-
Reihenfolgen fiir jede Messreihe. Gemessen bei 20 °C mit einem Streuwinkeln von 90° in einem HEPES-NaCl-Puffer. Die
Konzentrationen fir die jeweiligen Metallionen sind: Zn2*=50 uM, Cu2*=50 uM, Cuz**=14 uM.
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Abbildung A19b: Exemplarische anzahlgewichtete Verteilungen des Teilchenradius von LUVs mit unterschiedlichem
Metallionengehalt mit MBP und deren drei Pipettier-Reihenfolgen bei 20 °C in einem HEPES-NaCl-Puffer, erhalten durch
dynamische Lichtstreuung. Die Konzentrationen fiir die jeweiligen Metallionen sind: Zn?*=50 uM, Cu?*=50 uM,
CuZ**=14 uM.
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Abbildung A19c:
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Korrelationsfunktionen g,(t) von myelinartigen LUVs mit unterschiedlichem Metallionengehalt und

MBP erhalten durch dynamische Lichtstreuung, beispielhaft fiir eine Messreihe im Temperaturbereich von 0 °C bis 60 °C.
(A) mit 50 uM ZnCl,, (B) mit 50 uM CuCls, (C) mit 14 pM CuCly, (D) mit 50 uM ZnCl; und 14 uM CuCl,. Es wurden drei
Pipettier-Reihenfolgen verwendet: (links) LUVs+MZ*+MBP, (Mitte) LUVs+MBP+M?2* und (rechts) LUVs+(MBP+MZ*).
Gemessen in einem HEPES-NaCl-Puffer und mit einem Streuwinkel von 90°.
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A 20. Zeta-Potential-Daten in Abhangigkeit von Metallionen
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Abbildung A20a: Verteilung des Zeta-Potentials von myelinartigen LUVs mit unterschiedlichem Zinkchloridgehalt
(A) ohne und (B) mit MBP in verschiedenen Pipettier-Reihenfolgen, beispielhaft fiir eine Messreihe. Gemessen bei 20 °C
in einem HEPES-NaCl-Puffer, erhalten durch cmPALS.
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Abbildung A20b: Verteilung des Zeta-Potentials von myelinartigen LUVs mit unterschiedlichem Kupferchloridgehalt
(A) ohne und (B) mit MBP in verschiedenen Pipettier-Reihenfolgen, beispielhaft fiir eine Messreihe. Gemessen bei 20 °C
in einem HEPES-NaCl-Puffer, erhalten duch cmPALS.
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Abbildung A20c: Verteilung des Zeta-Potentials von myelinartigen LUVs mit einer Mischung aus Zink- (50 uM) und

Kupferchlorid (14 uM) ohne und mit MBP in verschiedenen Pipettier-Reihenfolgen, beispielhaft fiir eine Messreihe.
Gemessen bei 20 °C in einem HEPES-NaCl-Puffer, erhalten durch cmPALS.
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A 21. Kyro-TEM-Aufnahmen in Abhangigkeit von Metallionen

MZ*+MBP MBP+M?* (MBP+M?)

Zn2+

cu2+

cu2+*

ZnZ+Cu?+*

Abbildung A21: VergroRRerte Kryo-TEM-Aufnahmen aus Abbildung 37 von Vesikeln mit 44% Cholesterolgehalt mit MBP
und verschiedenen divalenten Metallionen. Es wurde in drei verschiedenen Reihenfolgen Protein und Metallionen
hinzugegeben: Metallionen dann Protein (MZ*+MBP), Protein dann Metallionen (MBP+M?*) oder Protein und
Metallionen wurden inkubiert ((MBP+M?2*)). Dabei stehen die Abkilirzungen der lonen fir folgende Konzentrationen:
Zn?*=50 pM, Cu?*=50 pM, Cuz**=14 uM.
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A 22. EPR-Daten in Abhdngigkeit von Metallionen

TempoPC in Chloroform
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Abbildung A22a: Experimentelle cw EPR-Messung (schwarz) und Simulation (rot) von TempoPC (25 uM) in Chloroform
bei 20 °C. Mit g,=2.0099, g,,=2.0061, g,,=2.0024, ais0app=43,86 MHz, Dy, =D,,,=9,9*107 51, D,,=0,9*101 51, B=53°

und normiert auf den Mittelfeldpeak.

Reines TempoPC wurde in Chloroform vermessen, da es nicht wasserloslich ist und keine
Mizellen ausbilden sollte. Abbildung A22a zeigt ein Spektrum von frei rotierendem
TempoPC bei X-Band-Frequenzen und dient bedingt als Referenz. Deutlich erkennbar ist
bei LUV-Proben die Verdnderung der Intensitatsverhéltnisse der drei Peaks zueinander
und die allgemeine Verbeiterung der Peaks (siehe z. B. A22b) im Vergleich zu frei

rotierendem TempoPC.
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(Abbildung wird auf der nachsten Seite fortgesetzt.)
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(Abbildung wird auf der nachsten Seite fortgesetzt.)
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myelinartige LUVs mit MBP+Zink-lonen
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Abbildung A22b: Temperaturabhéngige Simulationen von normierten X-Band-cw-EPR-Spektren von myelinartigen LUVs
mit 25 UM TempoPC in einem HEPES-NaCl-Puffer (1) ohne Zusatz, (2) mit MBP, (3) mit Zink-lonen, (4) mit Zink-lonen
und MBP, (5) mit MBP und Zink-lonen, (6) mit (MBP+Zink-lonen). Die Konzentration an Zink-lonen betrug 50 uM und es
wurde ein Lipid/Protein-Verhiltnis von 567:1 verwendet. Experimentelle (schwarz) und simulierte (rot) Spektren fur
jede Temperatur.
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Abbildung A22c: ESE-detektierte EPR-Spektren von TempoPC in myelinartigen LUVs in Abhangigkeit des MBP- und Zink-
lonen-Gehalts (und Reihenfolge der Zugabe) in einem HEPES-NaCl-Puffer bei 50 K (Lipid/Protein-Verhéltnis 567:1). Die

Spektren wurden auf eine gleiche Amplitude normiert.
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