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Einleitung

1 Einleitung

Viele wichtige biochemische Prozesse finden an der Oberflédche von biologischen Membranen
statt, welche die Zellen lebender Organismen und deren Organellen eingrenzen. Dazu gehdren
zum Beispiel Energie- und Stofftransport, die Adhédsion von Zellen oder die
Signaltransduktion durch Rezeptorproteine (von Heijne 1999). Membrangebundene oder die
Membran durchdringende Proteine sind daher nicht nur als Ansatzpunkt der meisten
Pharmazeutika interessant (Luttrell 2003), (Becher 2005), sondern ihre Untersuchung
ermOglicht erst das Verstehen einer Vielzahl von biologischen Eigenschaften.

Die Analyse von biochemischen Reaktionen an der Membranoberfliche ist eine grofe
experimentelle Herausforderung, da fiir die Aufrechterhaltung der Funktionalitit von
Membranproteinen eine spezielle Membranumgebung bendtigt wird, die gleichzeitig die
effiziente Detektion und Charakterisierung von molekularen Interaktionen ermdglicht. In
dieser Arbeit werden molekulare Interaktionsprozesse von Membranproteinen an
biofunktionalisierten Grenzflachen in zwei unterschiedlichen Ansédtzen untersucht. Zum einen
werden anhand einer artifiziellen Membran mit inkorporierten Integrinrezeptoren, an welche
photomodulierbare Liganden binden, spezifische Erkennungsprozesse der Zelladhédsion
analysiert. Im zweiten Teil der Arbeit wird die Insertion von heterolog exprimiertem
Rhodopsin als Modell eines Membranproteins in die Plasmamembran lebender Zellen
zeitaufgelost detektiert. Als empfindliche oberflichensensitive Untersuchungsmethode wird
in beiden Fillen die Oberflaichenplasmonen-Fluoreszenzspektroskopie (SPFS) verwendet,

welche in Kapitel 3 beschrieben ist.

1.1 Biologische Membranen und Membranproteine

Biologische Membranen erstellen eine Barriere zwischen einer Zelle und ihrer Umwelt sowie
zwischen den verschiedenen subzelluldren Kompartimenten innerhalb eukaryontischer Zellen,
wodurch die zelluldre Integritdit und Funktion aufrechterhalten wird. Obwohl die
Grundstruktur einer Membran aus einer Lipiddoppelschicht besteht, werden spezifische
Funktionen wie der Informationsaustausch zwischen einer Zelle und ihrer Umgebung von den
bis zu 30% der zelluliren Proteine ausgefiihrt, welche mit der Membran assoziiert sind
(Wallin 1998), (Stevens 2000) (siche Abb.1-1).
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Peripheres Membranprotein

A Lipiddoppelschicht

ca. 5nm

Integrales Membranprotein ) Integrales Membranprotfein
Abb. 1-1: Schematisches Modell einer Zellmembran nach (Singer 1972).

Um gleichzeitig eine Membran durchspannen und mit Komponenten aus dem Zytosol oder
aus dem extrazelluldren Raum interagieren zu konnen, sind integrale Membranproteine aus
hydrophoben und hydrophilen Doménen aufgebaut. Aufgrund dieser amphipatischen
Eigenschaft, aber auch wegen der geringen Verfiigbarkeit von Membranproteinen ist deren
Untersuchung mit groflen Herausforderungen verbunden (Hurley 2003), (Torres 2003),
(Seddon 2004), (White 2001).

Die erste Schwierigkeit in der Untersuchung von Membranproteinen besteht zunéchst darin,
das gewiinschte Protein in einer ausreichenden Menge zu beschaffen, da die meisten
Membranproteine nur in geringen Mengen in ihrer natiirlichen Umgebung vorkommen. Fiir
ihre Aufreinigung ist daher oft eine Uberexpression notwendig. Ein Hauptproblem der
heterologen Expression von geklonten Konstrukten der Membranproteine in den zur
Proteinexpression iiblichen bakteriellen Systemen wie E. coli ist die Aggregation des Proteins
im Zytoplasma. Die meisten Membranproteine, wie z.B. der G-Protein gekoppelte Rezeptor
Rhodopsin, bendtigen zudem posttranslationale Modifikationen, die in den bakteriellen
Systemen nicht erstellt werden konnen (Ferreira 995). Eine weitere Erschwernis in der
Analyse von Membranproteinen besteht darin, daB3 diese Proteine natiirlicherweise in einer
Lipiddoppelschicht eingebettet sind. AuBerhalb ihrer physiologischen Membranumgebung
konnen Membranproteine ihre Struktur und damit ihre funktionalen Fahigkeiten verlieren.
Daher bendtigen Membranproteine, die in wiéssrige Losung gebracht werden sollen, eine
Umgebung, welche ihren hydrophoben Doménen entspricht. Das dafiir verwendete Detergenz
ist entscheidend fiir die entsprechende Aufreinigungsprozedur und muf} individuell und
zeitaufwandig fir jedes Membranprotein optimiert werden (Seddon 2004). Fiir Experimente
in vitro wurden spezielle synthetische Membransysteme entwickelt, in welche die
hydrophoben Dominen der untersuchten Membranproteine eingebettet werden kdnnen. Die
Rekonstitution aufgereinigter Membranproteine in solche artifizielle Membranmodelle stellt
eine weitere Herausforderung dar, wie z.B. die Feststellung der Anzahl und der Orientierung

der inkorporierten Membranproteine (de Lima Santos 2005).
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1.2 Membranmodelle

Eine genaue Analyse von Membranproteinen wird durch Modellsysteme artifizieller
Membranen ermoéglicht, welche die natiirliche Umgebung der rekonstituierten
Membranproteine imitieren und dadurch deren Funktionalitit aufrechterhalten. Vor allem fiir
eine detaillierte Untersuchung der Interaktionen zwischen einem Rezeptor und seinen
Liganden, einer Voraussetzung fiir das Verstehen vieler komplexer biologischer
Signaltransduktionswege, ist die native Konformation des Membranproteins notig. Solche
Analysen erfordern effiziente und reproduzierbare in vitro Systeme, um die spezifischen
Bindungsereignisse zwischen Rezeptor und Ligand getrennt von anderen Interaktionen des
Rezeptors untersuchen zu konnen. Inzwischen sind verschiedene artifizielle Membranmodelle
bekannt, in denen aufgereinigte und solubilisierte Membranproteine rekonstituiert werden.
Das klassische System der Liposomen besteht aus einer Lipiddoppelschicht um einen
Hohlraum (Steinberg-Yfrach 1998). Die Nachteile dieser Methode sind, dafl aufgrund der
kugelférmigen Geometrie der Liposomen nur sehr wenige Charakterisierungsmethoden und
Messverfahren angewendet werden kénnen und daB3 der Inhalt des Hohlraums nicht zu
kontrollieren ist. Eine beidseitige Zugéinglichkeit der Lipiddoppelschicht ermoglicht dagegen
das Modell der sogenannten schwarzen Lipidmembranen (Wiedemann 2004), welches aus
einer Fliissigkeitslamelle an der Grenzfliche zwischen zwei fliissigen Phasen besteht. Diese
aufgund von Interferenzen im Mikroskop schwarz erscheinenden Membranen iiberspannen
maximal 1 mm” groBe Locher in einer Teflonfolie. Der Nachteil der schwarzen Membranen
ist ihre kurze Stabilitidtsdauer (Winterhalter 2000).

Um die beschriecbenen Probleme zu umgehen, wurden im letzten Jahrzehnt die
festkdrperunterstiitzten Lipidmembranen entwickelt (Knoll 2000). Die bisher bekannten
unterstiitzten Lipidmembranen bestehen aus bifunktionalen Molekiilen, welche eine lipophile
Doméne und einen hydrophilen Abstandshalter aufweisen. Der lipophile Teil inseriert in eine
der beiden Schichten der Lipidmembran und besteht in der verwendeten Modellmembran aus
Phospholipiden (Schmidt 1998), (Sackmann 2000), (Sinner 2004). Der hydrophile
Abstandshalter bindet die Modellmembran an die Unterlage und bewirkt zugleich die Bildung
einer Aussparung unterhalb der Membran. Dieser submembrane Raum kann als ionisches
Reservoir verwendet werden und ermdoglicht die Unterbringung von peripheren zytosolischen
Dominen der inkorporierten Membranproteine (Sinner 2001), (Giess 2004). In dieser Arbeit
wird das Modell der peptidunterstiitzten artifiziellen Membran zur Bindungsstudie an nativen
Integrinrezeptoren benutzt. Die Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie (SPR), welche
die Anderung von Schichtdicken adsorbierender Molekiile detektiert, hat sich als Methode zur
Kontrolle des Aufbaus von planaren artifiziellen Membranmimetika besonders bewdéhrt
(Sinner EK 2004). Eine Erweiterung der SPR ist die Oberflaichenplasmonen-
Fluoreszenzspektroskopie (SPFS, sieche Kapitel 3) (Liebermann 2000), (Neumann 2002), bei
der das evaneszente Feld der Plasmonen die Fluoreszenz geeigneter Fluorophore

abstandssensitiv verstiarkt und mit der Konzentration der gebundenen Fluorophore an der

3
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Oberfliache korreliert. Dabei minimiert die artifizielle Membran den negativen Einflufl des
Forstertransfers auf die Fluoreszenzausbeute. Zusammengefalit ermoglichen definierte
Membranmodelle die Reduktion der komplexen Prozesse, welche an biologischen
Membranen stattfinden, auf einzelne Interaktionen zwischen ausgewahlten Proteinen, Lipiden

und Liganden.

1.3 Photomodulierbare Interaktionen an artifiziellen Membranen

Artifizielle Membranmodelle eignen sich aufgrund ihrer definierten Zusammensetzung
besonders fiir die spezifische Analyse von molekularen Interaktionen. Zur kontrollierten
Induzierung der gewiinschten Vorginge kann als spezifischer Ausldser eine Anderung der
Temperatur oder des pH-Werts verwendet werden, z.B. um ein Antigen von Antikdrpern zu
l6sen. Allerdings entstehen dadurch Abweichungen in der Zusammensetzung des
Losungsmittels, wodurch biologische Materialien verdndert oder sogar zerstort werden
konnen. Ein alternativer prizise wirkender molekularer Schalter ist ein Lichtsignal, bei dem
keine Verdanderung des Losungsmittels benétigt wird und zudem eine hohe Reversibilitét
besteht. Bisher ist die lichtgesteuerte Kontrolle von Enzymreaktionen und der Affinitét
bestimmter Liganden bekannt (Willner 1991), (Liu 1997), (Willner 1996). Lichtschaltbare
Biomaterialien konnen ihre optische Anregung in mechanische Arbeit im Nanobereich
umsetzen. Diese Materialien isomerisieren reversibel bei der Absorption von Licht einer
bestimmten Wellenléinge, wobei ihre einzelnen photoisomeren Zustinde anhand von
bestimmten spektralen und chemischen Eigenschaften charakterisiert werden kénnen. Die
Integration von photoisomerisierbaren Schaltern in Biomaterialien ermoglicht durch die
lichtinduzierte Freisetzung oder Zerstérung der biologisch aktiven Stelle die Steuerung von
Prozessen wie der Katalyse oder der Ligandenbindung.

Der meistgenutzte optische Schalter in biologischen Systemen ist das Azobenzen (Renner
2005), da seine beiden photomodulierbaren Isomere cis und frans besonders ausgeprigte
Unterschiede in ihrer Geometrie und Polarisation aufweisen (siche A4bb. 1-2). Zudem
begiinstigen die hohe Stabilitdt des Azobenzens und sein schneller, vollkommen reversibler
Isomerisierungsproze3 die Verwendung als Photoschalter. Die Umwandlung des trans-
Isomers in das cis-Isomer von reinem Azobenzen bendtigt nur 10 ps, wihrend eine
Isomerisierung in die umgekehrte Richtung bereits nach 1 ps abgeschlossen ist (Lednev
1996).

© ©

DA 6A
-’
h%
W : 2 8
-*i" Sl L) P 3e0nm ?d .,_1 W
> r P o’ N
o . . 450nm sod
’ ) ) \: U. -'.H u
Trans Cis

Abb. 1-2: cis=trans Isomerisierung von Azobenzolverbindungen (Renner 2005).
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In dieser Arbeit wird Azobenzen als Lichtschalter verwendet, um die stark
konformationsabhingige Bindungsaffinitit von Zelladhdsionsrezeptoren zu modulieren,
welche in einer peptidunterstiitzten Modellmembran inkorporiert sind. Die Kombination einer
Azobenzolgruppe mit dem RGD-Bindungsepitop der Zelladhdsion ermdglicht die
experimentelle Untersuchung einer durch Photoisomerisierung ausgelosten Bindungsaffinitét
der Peptidisomere an Integrinrezeptoren. Damit konnen strukturelle Grundlagen der
Wechselwirkungen zwischen Integrinrezeptoren und der extrazelluliren Matrix untersucht
werden, welche noch weitgehend ungekliart sind. Im Gegensatz zu den momentan
experimentell verwendeten Analysen, die physiologische Effekte anhand der Auszidhlung der
adhérierenden Zellen ermitteln (Dopheide 2001), (Pilch 2002), kann die Dynamik der
Adhésion durch spezifische molekulare Interaktionen mit der in dieser Arbeit angewendeten

SPFS systematisch erfal3it werden.

1.4 Integrinvermittelte Zelladhé&sion

Die Adhésion von Zellen aneinander oder an einer Oberfliche ermoglicht den Zusammenhalt
von Zellen in allen mehrzelligen Tieren und dadurch Prozesse der Embryogenese, der
Wundheilung oder auch die Entstehung von Tumoren (Gumbiner 1996), (Humphries 2004).
Die dafiir notigen Interaktionen einer Zelle mit anderen Zellen oder mit der extrazelluldren
Matrix (ECM) werden vor allem von sogenannten Integrinen vermittelt (Hynes 1987),
(Hynes 1992), (Bokel 2002), (Hynes 2002), (Varner 2004). Diese heterodimeren
Adhésionsrezeptoren aus einer a- und einer B-Untereinheit von etwa 180 kDa bzw. 95 kDa
GroBe regulieren die Beweglichkeit einer Zelle iiber deren spezifische und selektive Bindung
an Sequenzen wie das RGD-Motiv extrazelluldrer Matrixproteine (Gumbiner 1996), (Arnaout
2002), (Holly 2000). Die bekannten 18 a- und 8 B-Untereinheiten interagieren dabei
untereinander nichtkovalent in 24 mdglichen Kombinationen. Das in dieser Arbeit
untersuchte Integrin oyfs ist fiir die Metastase von Tumoren und deren Versorgung mit
Blutgefdlen (Angiogenese) von Bedeutung (Cheresh 1999), wobei Integrin oyfs an
besonders viele unterschiedliche Glykoproteine wie z.B. Vitronektin oder Fibronektin bindet
(Plow 2000).

Der spezifischen Bindung von Integrinen an Liganden der ECM geht zunichst die reversible
Bindung von Glykoproteinen wie z.B. den Selektinen voraus. Bei der Adhésion von Zellen
beispielsweise an die Wand eines Blutgefilles entsteht durch die Interaktionen der Selektine
ein erster mechanischer Kontakt der Zelle mit der Oberfliche (Springer 1994), wodurch
Integrine aktiviert werden. Diese verstirken durch eine Konformationsianderung zugleich ihre
Affinitét fiir Liganden der extrazelluldren Matrix als auch eine veridnderte Interaktion mit dem
Zytoskelett. Die hierdurch ausgeloste Produktion zelleigener Matrixproteine sowie die
verdnderte Zellform bewirkt eine stabile Adhdsion der gesamten Zelle (Konstantopoulos
1998).
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Diese Arbeit liefert einen Einblick in die noch weitgehend unverstandene Spezifitdt und deren
Auswirkung auf die Dynamik dieser strukturinduzierten, molekularen Erkennungsprozesse.
Ausgehend davon, daBl die Stirke der Bindung von Integrinen an Liganden mit dem RGD-
Motiv von dessen rdumlicher Anordnung sowie von den umgebenden Aminosdureresten
abhingen kann (Kuhn 1994), (Kessler 2002), wird der EinfluB der Konformation der
Liganden auf die Bindungsaffinitit von Integrin oyf; anhand von Bindungsmessungen
photoschaltbarer synthetischer RGD-Peptide eindeutig bestimmt. Zusétzlich wird eine
deutliche Anderung der Bindungsaffinitit durch die Variation einer einzigen
Aminosdureposition in der Primérsequenz der synthetischen Peptide nachgewiesen. Die
photomodulierbaren Interaktionsvorgénge an der Integrin-funktionalisierten artifiziellen
Membran werden mit der oberflichensensitiven Methode der SPFS charakterisiert. Die damit
erzielten Ergebnisse konnen zu einer Weiterentwicklung fiihren, in der eine Kontrolle der
Adhisionsprozesse intakter lebender Zellen mittels einer Photoschaltung erreicht werden

kann.

1.5 Detektion von Membranproteinen in lebenden Zellen

Im Unterschied zu den definierten artifiziellen Membranmodellen bestehen die Membranen
lebender Zellen aus einer extrem komplexen Zusammensetzung unterschiedlicher Lipide,
wobei zusitzlich kontinuierlich weitere Lipide hinzugefiigt oder entfernt werden. Die typische
Plasmamembran einer Siugerzelle besteht aus etwa acht Hauptklassen von Lipiden (White
1973), innerhalb derer bis zu 100 verschiedene molekulare Spezies bekannt sind (Ekroos
2003). Die Lipide beeinflussen durch spezifische Protein-Lipid-Interaktionen die Aktivitét
von Membranproteinen (Johannsson 1981), (Cornelius 1991), (Cornelius 2001). Da die
momentan beschriebenen kiinstlichen Membransysteme nicht die Komplexitit einer Membran
einer lebenden Zelle errcichen, konnen sie nur Grenzwerte innerhalb des Netzwerks der
zelluliren Membranen geben. Es ist bekannt, dal von membranstindigen Rezeptoren in
intakten Zellen eine deutlich hohere und spezifischere Aktivitit als in Liposomen oder sogar
in rekonstituierten Membranfragmenten gemessen wird (Fierens 2002), (Claasen 2005). Auch
kann die jeweilige Methode zur Expression, Solubilisierung und Aufreinigung zu einer
unterschiedlichen Zusammenlagerung der Untereinheiten und damit zu einer verdnderten
Aktivitit des untersuchten Membranproteins fithren (de Lima Santos 2005). Fiir die Analyse
von nativen Membranproteinen bieten Experimente in vivo zusétzlich den Vorteil, die
Schwierigkeiten der zeitaufwéndigen Aufreinigungsprozedur und Rekonstitution zu umgehen.
Als héufigste Untersuchungsmethode von Ilebende Zellen wird momentan die
Fluoreszenzmikroskopie angewendet (Smith 2004). Allerdings konnen bei diesem Verfahren
mefbare Storungen des zelluliren Metabolismus auftreten (Tyrrell 1990), (Konig 1996),
(Konig 2000), (Kieft 2004). Zu den Ursachen hierfiir zdhlen besonders reaktive
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Sauerstoffspezies (ROS) oder der Zerfall der zur Detektion verwendeten Farbstoffe (Knight
2003) durch die intensive Belichtung der Probe. Weiterhin kann ein untersuchtes Protein
durch die Fusion mit fluoreszierenden Proteinen oder das Einfiigen mehrfacher Hise-Tags in
seiner Faltung entscheidend beeintrachtigt werden (Javitch 2004).

Als eine Alternative zur Fluoreszenzmikroskopie wird in dieser Arbeit erstmals die
Oberflachenplasmonen-Fluoreszenzspektroskopie (SPFS) an einem Membranprotein in
lebenden Zellen angewendet. Dabei kann das Problem der Photooxidation weitgehend
dadurch umgangen werden, daf} eine fiir biologische Materialien unschéidliche Lichtstirke
verwendet wird. Gleichzeitig besteht eine hohe Sensitivitdt durch die mittels eines
evaneszenten Feldes l6fach verstirkte Fluoreszenz der zur Immunodetektion verwendeten
fluoreszenzmarkierten Antikorper (Liebermann 2000), welche an das gewliinschte Protein in
der adhérierenden Plasmamembran binden. Diese Oberfldchensensitivitdt bewirkt zusétzlich
einen vernachlissigbar geringen Hintergrund aus der Autofluoreszenz der Zellen oder des zur
Zellkultur verwendeten Mediums. Weiterhin bietet die zur Erzeugung der Oberfléchen-
plasmonen verwendete Goldoberfliche, an der die untersuchten Zellen adhirieren, die
Moglichkeit, den Versuchsaufbau durch definierte thiol-vermittelte Adsorption von Peptiden
oder Proteinen zu verdndern.

Das in dieser Arbeit als Modell eines Membranproteins verwendete Rinderrhodopsin, ein
Photorezeptor in der Retina der Vertebraten, besitzt eine bekannte Struktur und Aktivitét
(Palczewski 2000), (Stryer 1995). Rhodopsin gehdrt zur Familie der G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren (GPCRs), welche eine essentielle Rolle in der zelluldren Signaliibertragung
einnehmen und dadurch besondere pharmakologische Bedeutung aufweisen (Pierce 2002).
Der Nachweis der Expression von Rhodopsin mit SPFS in lebenden Zellen bietet die

Moglichkeit, dieses Verfahren auch an weiteren wichtigen GPCRs anzuwenden.

1.6 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

1.6.1 Nachweis der photoschaltbaren Bindung von RGD-Peptiden an natives Integrin
avps
Das Integrin ayf; ist ein Zelladhésionsrezeptor, der die Beweglichkeit von tierischen Zellen
iiber ihre Haftung an einer Unterlage kontrolliert. Dabei binden Integrin ay33-Rezeptoren vor
allem an das sogenannte RGD-Motiv in Proteinen der extrazelluldren Matrix. Die Stérke
dieser Bindung kann von der rdumlichen Anordnung der RGD-Sequenz sowie von
umgebenden Aminosdureresten beeinfluft werden (Kuhn 1994), (Kessler 2002). Die
Auswirkung einer Konformationsdnderung von RGD-Liganden auf deren Bindungsaffinitét
an natives Integrin ayPs in einer artifiziellen Membran soll in dieser Arbeit anhand von
synthetischen photoisomerisierbaren RGD-Peptiden eindeutig analysiert werden. Zusétzlich
soll die Auswirkung der Verdnderung einer Aminosdureposition in der Primdrsequenz der

synthetischen Peptide auf deren Bindungseigenschaften nachgewiesen werden (siehe Kapitel
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4). Die Bindungen der Peptidliganden an die integrinfunktionalisierte Membran werden mit
Oberflachenplasmonen-Fluoreszenzspektroskopie (SPFS) detektiert. Diese Analyse gewdhrt
einen Einblick iiber die Selektivitit der Bindung von Integrin ayP; an Liganden mit dem
RGD-Motiv. SchlieBlich soll die Moglichkeit einer lichtschaltbaren Bindung bzw. Ablésung

der Liganden von Integrin a3 iiberpriift werden.

1.6.2 Zeitaufgeloste Detektion der Expression von Rhodopsin als Beispiel eines
Membranproteins in lebenden Zellen mit SPFS

Die Analyse von Membranproteinen in artifiziellen Membransystemen unterliegt
Begrenzungen, da die Komplexitdt einer lebenden Zelle noch nicht vollstindig in vitro
nachempfunden werden kann. Eine Untersuchung in lebenden, intakten Zellen umgeht auch
die Schwierigkeiten eines langwierigen Aufreinigungsprozesses, sowie einer reduzierten
Stabilitdt und Funktionalitit von Membranproteinen. Diese werden momentan in ihrer
natiirlichen Umgebung zumeist mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Die dabei
stattfindende  intensive = Beleuchtung kann allerdings toxische Prozesse wie
Wirmeentwicklungen und Photooxidationsreaktionen hervorrufen (Konig 1996), (Konig
2000). Durch die Verwendung einer fiir die meisten biologischen Materialien
zerstorungsfreien Lichtintensitdt von weniger als | mW werden Photooxidationsprozesse bei
Messungen mit SPFS weitgehend vermieden. In dieser Arbeit soll die SPFS als alternatives
Verfahren erstmals an lebenden Zellen angewendet werden. Dabei soll die Expression von
Rinderrhodopsin als Modell eines Membranproteins zeitaufgelost detektiert werden (siehe
Kapitel 5). Diese neuartige Anwendung der Detektion eines Membranproteins mittels SPFS

an lebenden Zellen wird anhand von konventioneller Fluoreszenzmikroskopie liberpriift.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien, Enzyme und Geréate

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien werden in hochster Qualitidt von den Firmen
Amersham Biosciences (Freiburg), Applied Biosystems (Bedford, MA, USA), Bio-Rad
Laboratories (Miinchen), Invitrogen (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Pierce (Rockford, IL,
USA), Riedel-de-Haén (Seelze), Roche Diagnostics (Mannheim), Roth (Karlsruhe) und
Sigma (Deisenhofen) bezogen.

Bacto-Agar, Hefe-Extrakt und Bacto-Trypton sind Produkte der Firma Difco Laboratories
(Detroit, Michigan, USA). Die verwendeten Restriktionsenzyme, die zugehdrigen Puffer,
sowie die T4-DNA-Ligase stammen von der Firma New England Biolabs (Beverly, MA,
USA). Das verwendete Wasser durchlduft vor seiner Benutzung eine hausinterne
Filtrationsanlage von Millipore, Schwalbach (MilliQ-Wasser).

Als Molekulargewichtsmarker-Protein fiir die SDS-Gelelektrophorese wird der SeeBlue®
Plus2 Pre-Stained Standard (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet.

Die benutzten Zellkulturmedien und deren Zusédtze werden ausschlieBlich von Gibco
(Invitrogen, Karlsruhe) bezogen. Fiir die Pipettierarbeiten werden sterile Einmalpipetten
(Corning, Schiphol-Rijk, NL) verwendet. Die sterilen GefiaBle fiir die Zellkultur stammen
ebenfalls von Corning (Schiphol-Rijk, NL) oder Falcon (BD Biosciences, Heidelberg). Die
sterilen Elektroporationskiivetten stammen von der Firma BioRad (Miinchen). Die benutzten
autoklavierbaren Glasflaschen und -Geféal3e sind Produkte von Schott AG, Mainz.

Gerate:

Autoklav: Varioklav Dampfsterilisator Typ S00E (H+P Labortechnik GmbH,
Oberschleiffheim)
Melag Autoklav 23 (Schembera, Miinchen)

GelgieBBkammer fiir Agarose-Gele: Eigenbau Max Planck-Institut fiir Biochemie, Martinsried

Heizblock: Eppendorf Thermostat 3401 (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf)
Julabo Paratherm F12 Electronic (Seelbach)

pH-Meter: InoLab, St.Albans, UK

Schiittelinkubator: GFL 3033 (Gebr. Buddeberg GmbH, Mannheim)

Infors AG (Bottmingen, Schweiz)
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Sterilbank: HeraSafe (Heraeus, Hanau)
Vortex-Gerit: Vortex Genie (Scientific Industries, Bohemia, NY, USA)
Waagen: Sartorius LP620S (Mettler, Iffeldorf)
Feinwaage Toledo AE163 (Mettler)
Zentrifugen: Beckman Coulterry Avanti J-20XP (Beckman, Krefeld)

Rotoren: JLA-8.100, JLA-10.500, JA 25.50
Beckman L7 Ultrazentrifuge (Beckman)
Eppendorf MiniSpin Tischzentrifuge (Eppendorf )
Eppendorf Zentrifuge 5417R (Eppendorf)
Eppendorf Zentrifuge 5810R (Eppendorf)

Die PCR-Reaktionen erfolgen in dem 73 Thermocycler von Biometra (Leusden, NL). Die
spektroskopischen Messungen zur Konzentrationsbestimmung von DNA werden mit Hellma
Prazisions-Quarzkiivetten in dem Spektrometer GeneQuantll von Pharmacia Biotech
(Amersham Biosciences, Freiburg) vorgenommen. Zur Konzentrationsbestimmung von
Protein wird das Spektrometer Ultrospec 3000 von Pharmacia Biotech (Amersham
Biosciences, Freiburg) verwendet. Weitere verwendete Geridte sind jeweils unter den

beschriebenen Anwendungen aufgefiihrt.

2.1.2 Plasmidkonstrukte

Zur Expression von der Integrin all-Doméne, dem Rinderrhodopsin und der 3-Galactosidase

benutzte Plasmidkonstrukte sind in Tabelle 2-1 aufgelistet.

Plasmidkonstrukt codiertes Protein Herkunft

pSFVhelper2 (Liljestrom 1991) | strukturelle Proteine des SFV K. Lundstrom, Epalinges,
Schweiz

pSFV3lacZ (Liljestrom 1991) 3-Galactosidase K. Lundstrom, Epalinges,
Schweiz

pSFV1capVSVrhodopsin Rinderrhodopsin mit VSV-Tag~ | K. Holscher, Miinchen

pSFV1rhodopsinHIS, Rinderrhodopsin mit Hiss-Tag K. Hélscher, Miinchen

Tabelle 1-1: Verwendete Plasmidkonstrukte

2.1.3 Bakterienstamm und Zellkulturlinien

Fiir die Klonierung und die Priparation von DNA aus dem Semliki-Forest-Virus (SFV)-
System dient der E.coli-Stamm DH5a (Hanahan 1983) mit dem Genotyp [F- ®80d/lacZ
M15 A(lacZY A-argF)U169 recAl endA1 hspR17(rk-mk+)supE44 - thi-1 gyrA96relAl].

" Der VSV-tag besteht aus der unikalen Peptidsequenz YDTIEMNRLGK des Vesikuldren Stomatitis Virus.
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Die in dieser Arbeit zur heterologen Expression von Rinderrhodopsin und J3-
Galactosidasebenutzten Zellkulturlinien stammen aus dem Hamster (Baby Hamster Kidney-
Zellen, die als BHK-21-Zellen bezeichnet werden) und der Maus (P19-Zellen). BHK-21
Zellen (Nr. CCL10 von American Type Culture Collection, ATCC, Rockville, Maryland,
USA) besitzen einen meist diploiden Karyotyp mit 21% Tetraploiditdt. Die Zellinie wurde
1961 aus den Nieren von 5 ungeschlechtlichen, 24 h alten syrischen Goldhamstern
(Mesocricetus auratus) etabliert (MacPherson 1962). P19-Zellen (Nr. CRL 1825 von
American Type Culture Collection, ATCC, Rockville, Maryland, USA) entstammen einem
Mause-Teratokarzinom (McBurney 1982).

2.2 Mikrobiologische Standardmethoden

Anzucht von Bakterienkulturen

Plattenkulturen

Zu der Herstellung von LB-Agarplatten wird LB (Luria-Bertani)-Medium mit 15 g/l Agar
versetzt und autoklaviert. Nach dem Abkiihlen wird Ampicillin zugegeben (Endkonzentration
100 pg/ml) und die Losung in sterile Petrischalen (Corning, Schiphol-Rijk, NL) gegossen.
Die Lagerung der Platten erfolgt bei 4°C.

Zum Ausplattieren von den Glyzerin- und Fliissigkulturen werden 10 — 50 pl einer
Bakterienkultur auf eine Platte pipettiert, mit einem sterilen Drygalski-Spatel ausgestrichen
und tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

LB Medium 1% (w/v) Trypton
0.5% (w/v) Hefe-Extrakt
1% (w/v) NaCl
10 mM NaOH

Fliissigkulturen
Die Fliissigkulturen zur Priaparation von Plasmid-DNA werden in den Kulturvolumina 3 ml bis
100 ml angesetzt. Zur Anzucht einer Fliissigkultur aus einer Plattenkultur wird eine einzelne
Bakterienkolonie mit einem sterilen Zahnstocher aufgenommen, in LB-Medium mit einer
Ampicillin-Konzentration von 100 pg/ml iiberfiihrt und iiber Nacht bei 37°C, 200 — 250 U/min
inkubiert.

Glyzerinkulturen
Zum langfristigen Aufbewahren von Bakterienstimmen wird die Methode der Glyzerinkultur
verwendet. Dazu werden 0.5 ml einer Bakterienkultur mit dem gleichem Volumen an sterilem
87% [v/v] Glyzerin vermischt und bei -70°C gelagert.
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2.3 Molekularbiologische Standardmethoden

2.3.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli

Die Plasmidpriparation aus E. coli wird nach der Methode von Birnboim und Doly
vorgenommen (Birnboim 1979). Entsprechend dem Fliissigkeitsvolumen der Ubernacht-
Kultur wird die Reinigung mit Hilfe der Plasmid-Kits von Qiagen (Hilden) (Plasmid-Mini-
Kit, Plasmid-Midi-Kit oder Plasmid-Maxi-Kit) nach den Angaben des Herstellers
durchgefiihrt. Die Ausbeute dieser Methode liegt bei 2-10 ug Plasmid-DNA. Die
Bestimmung von der Konzentration und der Reinheit der DNA-Losungen erfolgt
spektroskopisch mit dem GeneQuant II Photometer (Biochrom, Cambridge, UK). Dabei wird
fiir die Konzentrationsbestimmung von doppelstringiger DNA nach Sambrook et al.

(Sambrook 1989) die Absorption bei 260 nm und 280 nm gemessen. Eine Extinktion von

Aazeo

Aze0=1 entspricht einer DNA-Konzentration von 50ug / ml. Der Absorptions-Quotient
80

wird als Mal fiir die Reinheit der DNA beziiglich in der Losung enthaltener Proteine

verwendet und sollte zwischen 1.8 und 2.0 liegen.

2.3.2 Reinigung von Plasmid-DNA durch Phenol-Chloroform-Extraktion

Zur Entfernung von Proteinen wie z.B. Restriktionsenzymen aus Plasmid-DNA-
Priparationen wird eine Phenol-Chloroform-Extraktion durchgefiihrt (Helgeland 1967).
Hierfiir wird das Volumen der DNA-L6sung mit MilliQ-Wasser auf 200 ul eingestellt, und
die Losung mit dem gleichen Volumen an Phenol-Chloroform-Losung (25% [v/v] Phenol,
24% [v/v] Chloroform, 1% [v/v] Isoamylalkohol) in einem Eppendorfgefil mit
Schraubdeckel fiir 3 Minuten (min) auf dem Vortex-Gerit durchmischt. Zur Phasentrennung
wird fiir 3 min bei 12000 x g in der Tischzentrifuge zentrifugiert. Die wilirige, DNA-haltige
Phase wird in ein frisches Eppendorfgefa3 tiberfiihrt und die Phenol-Chloroform-Extraktion
damit wiederholt. Um eventuell vorhandene Salze zu entfernen, wird die DNA-LOsung
anschlielend mit Ethanol gefallt. Hierfiir wird mit 1/10 Volumen (vol) 3 M NaOH pH 5.2 und
2.5 vol eiskaltem EtOH abs. fiir mindestens 1 h bei -20°C inkubiert. Ausgefallene DNA wird
fiir 15 min bei 4°C, 12000 x g pelletiert, mit 70 % [v/v] EtOH gewaschen und nach dem
Lufttrocknen in MilliQ-Wasser aufgenommen. Die so erhaltene DNA-Losung ist weitgehend
proteinfrei und kann so u. a. zur in vitro-Transkription (siche Kapitel 2.2.4.1) verwendet

werden.

2.3.3 Charakterisierung von DNA-Fragmenten anhand der Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von den DNA-Fragmentgemischen erfolgt durch die Agarose-
Gelelektrophorese (Takahashi 1969). Hierbei werden die DNA-Molekiile mittels eines
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elektrischen Feldes nach ihrer GroBe aufgetrennt. Zur Herstellung eines 1% [w/v]
Agarosegels werden 0.5 g Agarose in 50 ml TBE-Laufpuffer durch Aufkochen geldst. Nach
dem Abkiihlen auf ca. 60°C wird eine wifirige Ethidiumbromid-Lésung (10 mg/ml)
zugegeben, so daB eine Endkonzentration von 0.5 ug pro ml Gelmaterial besteht. Die
Agarose-Losung erstarrt nach dem GieBen in eine Horizontal-Gelkammer. Fiir die
Elektrophorese wird das Agarosegel mit dem TBE-Laufpuffer iliberschichtet. Die mit einem
Drittel ihres Volumens an 6x Probenpuffer versetzten DNA-Proben werden in die Geltaschen
pipettiert und bei einer Spannung von 50 — 80 mV (PowerEase” 500 Power Supply, Novex,
Invitrogen, Karlsruhe) aufgetrennt. Durch die Bestrahlung mit UV-Licht (A = 254 nm, mit
ChemiDoc-It, 1tf Labortechnik, Wasserburg) kann die Lage der DNA-Banden anhand der
Fluoreszenz des in die DNA-Doppelhelices interkalierten Ethidiumbromids identifiziert
werden. Die jeweilige Fragmentgrofe wird mit Hilfe der verwendeten DNA-Marker (/kB-
Ladder, Gibco, Mannheim bzw. 2log-DNA-Ladder, New England Biolabs, Schwalbach)

ermittelt.

TBE-Laufpuffer (pH 8.0) 90 mM Tris-Borat ,2 mM EDTA
DNA-Probenpuffer (6x) 0.25% [w/v] Bromphenolblau, 0.25% [w/v] Xylenxyanol, 30% [v/v] Glyzerin

2.3.4 Charakterisierung von RNA-Fragmenten

Die Charakterisierung von RNA-Fragmenten verlangt besonders kontaminationsfreies
Arbeiten. Die benutzten Gerdte und Arbeitsflichen werden vor dem Gebrauch mit
RNaseZAP-Lésung (Ambion, Cambridgeshire, UK) dekontaminiert.

Agarose-Gelelektrophorese von RNA-Fragmenten

Fiir die Gelelektrophorese von den RNA-Fragmenten (Wicks 1986), (Furdon 1987) wird aus
0.7 % [w/v] Agarose, 6 ml 10x MOPS und 49.2 ml DEPC-H,O durch Aufkochen eine
Agarose-Losung hergestellt. Nach dem Abkiihlen der Agarose-Losung auf 65°C werden 4.8
ml einer 37%igen [w/v] Formaldehydlosung zugegeben, fiir 5 min bei 65°C inkubiert und in
eine horizontale Gelkammer gegossen. Nach dem Erstarren werden die mit RNA-Laufpuffer
versehenen Proben in die noch pufferfreien Taschen pipettiert und das Agarose-Gel
mit MOPS beschichtet. Als Marker wird RNA-ladder von New England Biolabs (Beverly,
MA, USA) verwendet.

Die Gelelektrophorese erfolgt fiir den 15miniitigen Einlauf der Proben bei 40 V und
anschlielend zur Auftrennung der Proben fiir 1 - 3 h bei 30 - 80 V. Das Gel wird 20 min mit
Denaturierungslosung und danach fiir 20 min mit Neutralisationslésung behandelt. Daran
folgt eine Sminiitige Einfarbung in MOPS mit 0.01% [v/v] Ethidiumbromid.

10x RNA-Laufpuffer: 10% [v/v] 10x MOPS
59.2% [v/v] Formaldehyd
13.4% [v/v] Glyzerin
1% [v/v] Xylenxyanol
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1% [v/v] Bromphenolblau
0.5% [v/v] Ethidiumbromid

10x MOPS: 0.4 M MOPS
0.1 M NaAc
0.1 M EDTA
DEPC-Wasser: 0.1% [v/v] DEPC (Diethylpyrocarbonat) in MilliQ-Wasser.

Die Losung wird {iber Nacht in einem locker verschlossenen Gefafl unter dem Abzug
inkubiert. AnschlieBend wird das DEPC durch Autoklavieren zerstort.

Denaturierungslosung:  0.05 M NaOH, 0.15 M NaCl
Neutralisationslosung: 0.1 M Tris pH 7.5, 0.15 M NacCl

2.3.5 Restriktionsverdau von DNA

Die DNA wird sowohl zu analytischen als auch zu priparativen Zwecken mit
Restriktionsenzymen geschnitten (Morrow 1972). Bei den analytischen Arbeiten, wie z.B. der
Charakterisierung von DNA-Fragmenten, werden 1 pg DNA eingesetzt. Die priparativen
Verdaus wie z.B. die Linearisierung mit Spel fiir die in vitro-Transkription erfolgen mit 15 pg
DNA. Pro pg DNA werden dabei im Endvolumen (20 — 150 pl) des Reaktionsgemisches 2
Einheiten (analytischer Verdau) bis 6 Einheiten (priparativer Verdau) Restriktionsenzym
sowie 1/10 des zugehorigen Reaktionspuffers zugegeben. Der Verdau erfolgt bei 37°C fiir 1 h
(analytischer Verdau) bis zu 5 h (préparativer Verdau).

2.3.6 Sequenzierung von DNA

Die DNA wird nach der Didesoxymethode (Sanger 1977) unter dem Gebrauch des BigDye™
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kits von ABI, Columbia, MD, USA
sequenziert. Dazu wird die zu sequenzierende DNA zusammen mit dem BigDye (optimierte
Konzentrationen an dNTPs, den fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotiden, dem Puffer fiir

Tag-Polymerase und Tag-Polymerase) in einem Reaktionsvolumen von 20 pl mittels PCR

vervielfaltigt.

Reaktionsansatz: Plasmid 50 ng
Primer 10 pmol
BigDye Kit 3 pl

PCR-Bedingungen: 5 min 96°C

30 —35 Zyklen (1 min 96°C/ 1 min Tm/ 1 min 60°C)

Die so erhaltene PCR-Probe wird durch die Gelfiltration iiber ein Micro-Spin G-50 Sdulchen
nach den Angaben des Herstellers Pharmacia Biotech (Amersham Biosciences, Freiburg)
aufgereinigt und anschliessend in einer Vakuumzentrifuge (Speed Vac Concentrator,
Bachhofer, Reutlingen) getrocknet. Die Sequenzierung erfolgt iiber eine Gelelektrophorese in
einem DNA-Sequenzierer (Modell 377 von Applied Biosystems, Bedford, MA, USA).
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2.4 Proteinchemische Methoden

2.4.1 Proteinanalytik

2.4.1.1 Konzentrationsbestimmung von Proteinlosungen

Fiir die Konzentrationsbestimmung von Proteinlosungen wird der Bradford Test verwendet
(Bradford 1976). Er enthélt den Farbstoff Coomassie Brilliantblau, welcher an die Arginin-
Reste der Proteine bindet. Durch diese Reaktion wird der Farbstoff von der kationischen in
die anionische Form umgewandelt. Das Absorptionsmaximum verschiebt sich dabei von 470
nm zu 595 nm. Zu 20% [v/v] der konzentrierten Bradfordreagenz-Losung (Bio-Rad,
Miinchen) wird in einem Volumen von 1ml 1% [v/v] der zu messenden Proteinlosung
gegeben. Nach 10 min Inkubationszeit bei RT wird die Absorption bei 595 nm gemessen und
die Konzentration iiber den Vergleich zur Eichkurve mit BSA bestimmt. Fiir die Eichkurven

werden BSA-Losungen mit den Konzentrationen 50 pg/ml bis 1 mg/ml verwendet.

2.4.1.2 Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Proteinen

Bei der Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) werden die Proteine nach ihrer Grofle im
elektrischen Feld aufgetrennt (Schmitt 1970). Zuvor werden sie mit dem Detergenz
Natriumdodecylsulfat (SDS) denaturiert, wobei ein negativ geladener Protein-SDS-Komplex
entsteht. Als Matrix fiir die GroBentrennung wird Acrylamid eingesetzt, welches beim
Polymerisieren mit Methylenbisacrylamid ein Gel ausbildet. Fiir die Polymerisation werden
Ammoniumpersulfat (APS) und N, N, N°, N'-Tetramethylethylendiamid (TEMED) als
Radikalstarter verwendet. Der Anteil an Bisacrylamid bestimmt die Porengrofle des Gels und
damit seinen Trennungsbereich. Um eine bessere Auftrennung der Proteine zu erreichen, wird
iber das Trenngel (pH 8.8) ein Sammelgel (pH 6.8) geschichtet, damit die in das Gel
einlaufenden Banden moglichst schmal sind.

Die SDS-Gelelektrophorese findet in einem XCell II mini cell apparatus (Novex, Invitrogen,
Karlsruhe) nach der Methode von Laemmli statt (Laemmli 1970). Es werden 7.5%ige bis
15%ige Gele verwendet. Tabelle 2-2 zeigt die Zusammensetzung von 4 Gelen (15%).

Reagenzien Trenngel (15%) Sammelgel (4.8%)
Acrylamid/Bisacrylamid (30% 10.05 ml 1.3 ml

[v/v]

1.5 M Tris, 0.4% [v/v] SDS, 5ml -

pH 8.8

0.5 M Tris, 0.4% [v/v] SDS, - 2ml

pH 6.8

MilliQ-Wasser 4.85 ml 4.74 ml
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10% [v/v] APS 100 pl 40 pl

TEMED 10 pl 4l

Tabelle 2-2: Zusammensetzung von 4 Laemmli-Gelen (15%) fiir eine Proteingel-GieR-Apparatur (Hoefer,Bio-
Rad, Miinchen).

Die Proteinproben werden mit 6x Proteinauftragspuffer versetzt und 5 min bei 95°C inkubiert.

Die zu analysierenden Membranproteine werden fiir 30 min auf 37°C erhitzt.

6x Proteinauftragspuffer: 350 mM Tris/HC1 pH 6.8
350 mM SDS
30% [v/v] Glyzerol
600 mM DTT
0.175 mM Bromphenolblau

Laemmli Laufpuffer: 25 mM Tris
192 mM Glycin
0.1% [v/v] SDS

An das Gel wird zunéchst eine Spannung von 80 mV angelegt, um die Proben in das
Sammelgel einlaufen zu lassen. Zur Separierung der Proben im Trenngel wird die Spannung
auf 120 mV hochreguliert. Nach der Elektrophorese werden die Gele mittels der Coomassie-
bzw. der Silber-Farbemethode gefarbt. Fiir die Farbung mit Coomassie werden die Gele fiir
mindestens 1 h in Coomassie-Farbelosung geschwenkt und anschlieend fiir 3 h bis tiiber
Nacht in 10% [v/v] Essigsdure entfdrbt. Die Zugabe eines Einmalpapiertuchs (Tork SCA
Hygiene Products GmbH, Mannheim) verbessert dabei den EntfarbeprozeB.

Coomassie-Férbelosung:
Coomassie Brilliant Blue 0.1% [w/v], Essigsdure 10% [v/v], Ethanol 40% [v/v]

Die Silberfarbung ist um das 50-fache empfindlicher als die Farbung mit Coomassie. Hierfiir
wird das Gel 1-24 h fixiert, 3x fiir 1-20 min mit 50% [v/v] EtOH gewaschen und 1 min in
Thiosulfat-Losung inkubiert. Nach 3x 20 sek Waschen mit Bidest-Wasser wird fiir 20 min mit
AgNOs-Losung imprégniert. Diese wird 2x mit Bidest-Wasser abgewaschen, und die Banden
werden bei Entwicklung in Na,CO3-Losung sichtbar. Die Reaktion wird mit EDTA-L6sung

abgestoppt.

Fixierlosung: 50% [v/v] Methanol, 12% [v/v] Eisessig, 0.1% [v/v] Formaldehyd
Thiosulfat-Losung: 1.26 mM Na,S,0;

AgNO;-Losung: 6.7 mM AgNOs, 75% [v/v] Formaldehyd

Na,CO3-Losung: 316 mM Na,COj;, 0.017 mM Na,S,05, 30% [v/v] Formaldehyd
EDTA-LG&sung: 5 mM EDTA, pH 7-8

Zur Aufbewahrung werden die entfarbten bzw. entwickelten Gele in Wasser gewaschen, mit
Trocknungslosung zwischen Zellglasfolie in Plexiglas-Rahmen gespannt und fiir 2 Tage an
der Luft getrocknet.

Trocknungslosung: 10%][v/v] EtOH
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5%[v/v] Glyzerin

2.4.1.3 Immunodetektion

In SDS-Polyacrylamid denaturierte Proteine konnen aufgrund ihrer negativen Ladung durch
das Anlegen eines elektrischen Feldes von einem SDS-Polyacrylamidgel auf eine Membran
transferiert werden. Hier sind die Proteine fiir eine Immunodetektion mit Antikérpern frei
zugénglich.

Der Transfer der Proteine auf die Membran (Blotting) erfolgt mit Towbinpuffer (Towbin
1992) in einer Halbtrocken-Apparatur der Firma Novex (Invitrogen, Karlsruhe). Diese
Apparatur wird unter der Benutzung von Filterpapier der Firma Whatman (Maldstone, GB)
und dem Towbinpuffer nach den Angaben des Herstellers verwendet. Fiir den Transfer auf
eine Nitrozellulosemembran (Schleicher & Schiill, Dassel) wird fiir 60 min eine Stromstérke
von 250 mA angelegt. Der erfolgte Transfer wird {iberpriift, indem die Proteinbanden auf der
Membran fiir 1-5 min mit Ponceau S-Losung eingefarbt werden (Salinovich 1986). Die
gefirbte Membran wird mit Bidest-Wasser gespiilt, bis der Hintergrund klar erscheint. Das
Bandenmuster wird auf dem Rand der Membran mit Bleistift markiert und fotografiert. Das
Ponceau S wird mit TTBS abgewaschen. Fiir die Blockierung der unspezifischen
Bindungsstellen auf der Membran wird diese mit 2% [w/v] hochreinem Casein (Tropix I-
Block™, Tropix, Bedford, MA, USA) in TTBS fiir 1 h bei RT oder {iber Nacht bei 4°C
inkubiert. Die Blocking-Losung wird durch 3x 10miniitiges Waschen in TTBS entfernt.

Der Blot wird anschliefend mit dem Primérantikérper in einer Endverdiinnung von 1:1500
bis 1:10000 (nach Angaben des Herstellers) fiir 1 h bei RT inkubiert. Ungebundener und
unspezifisch gebundener Antikorper wird durch 3x 15 min Waschen mit TTBS entfernt. Nun
wird fiir 1 h bei RT mit dem Sekunddrantikorper in einer Endverdiinnung von 1:3000 bis
1:20000 (nach den Angaben des Herstellers) inkubiert. Hier wird ebenfalls ungebundener und
unspezifisch gebundener Antikérper durch 3x 15 min Waschen mit TTBS entfernt. Die in den
Western Blot-Analysen verwendeten Antikdrper sind in Tabelle 2-3 aufgelistet. Die
Sekundérantikorper sind jeweils an das Enzym Meerrettich-Peroxidase (POD) gekoppelt,
dessen Aktivitdt mittels Chemilumineszenz nachweisbar ist. Fiir den Nachweis iiber die POD-
Aktivitdt wird die Membran fiir 1-5 min mit Super Signal® West Pico Chemiluminescent
Substrat (Pierce, Rockford, USA) inkubiert. Der Immunoblot wird auf X-omat AR Filmen
(Kodak, Stuttgart) entwickelt.

Priméarantikorper Antigen Sekundéarantikorper
anti-Hiss (Qiagen, Hilden) Hiss-Tag anti-Maus (Pierce,
Rockford, IL, USA)
anti-VSV (Sigma, Deisenhofen) VSV-Tag anti-Maus (Pierce,
Rockford, IL, USA)
anti-Ca”"-ATPase (Abcam, Ca’"-ATPase der | anti-Kaninchen (BioRad,
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Cambridge, UK) Maus Miinchen)

Tabelle 2-3: In Western Blot-Analysen verwendete Primar- und Sekundérantikorper.

Towbinpuffer (10x) 190 mM Glycin
25 mM Tris
20% [v/v] Methanol
0.01% [w/v] SDS
pH82-pH 8.4

Ponceau S-Losung 0.5% [w/v] Ponceau S
1% [v/v] Essigsdure
2% [v/v] 2 mM NaOH

TTBS 50 mM Tris/HCl pH 7.4
150 mM NacCl
0.1% [v/v] Tween 20

Ein Immunoblot kann wiederverwendet und mit einem weiteren Primérantikérper untersucht
werden, indem die bereits gebundenen Primdr- und Sekundirantikdrper wieder abgeldst
werden. Hierfiir wird die Membran fiir 20 min im Wasserbad bei 65°C in Stripping-Losung
inkubiert und anschlieend 4x mit TTBS gewaschen. Die anschliefende Behandlung folgt
dem Protokoll des Immunoblots.

Stripping-Losung: 62.5 mM Tris pH 6.8

2% [w/v] SDS
100 mM B-Mercaptoethanol

2.4.1.4 UV-Vis-Spektroskopie

Die UV-Vis-Spektroskopie wird in einer Peptidkonzentration von 4x 10° M an einem
UV/Vis Spektrometer Lambda 19 von Perkin Elmer (Rodgau-Jiigesheim) in
Quarzglaskiivetten (Hellma, Miillheim) bei 25°C durchgefiihrt. Die Peptidkonzentrationen
werden jeweils durch das Gewicht und den Peptidgehalt ermittelt. Als Referenz dient jeweils
eine Probe ohne den zugegebenen Chromophor oder der Puffer, in dem das jeweilige Protein

gelost ist.

2.4.1.5 NMR-Spektroskopie

Die NMR-Spektroskopischen Messungen werden von der Gruppe Christian Renner,
Abteilung Bioorganische Chemie, an Bruker DRX 500 und DMX 750 Spektrometern (Bruker,

Ettlingen) bei 30°C vorgenommen.
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2.5 Zellbiologische Methoden

In der Anwendung aller zellbiologischen Methoden wird besonders auf Sterilitdt geachtet. Bei
der Handhabung der kultivierten Zellen wird dem Lehrbuch von T. Lindl gefolgt (Lindl
2000).

2.5.1 Kultivierung von adhérenten Saugetierzellen

Die verwendeten adhidrenten Zellkulturen wachsen in  horizontalen, flachen
Gewebekulturgefdlen (Tos, T7s und Tj75 von Corning, Schiphol-Rijk, NL) in einem Inkubator
(Heraeus, Hanau) bei kontinuierlich 37°C mit 5% CO, und einer relativen Luftfeuchte von ca.
80%. In vitro senken die Zellinien ihre Proliferationsrate bis zum Wachstumsstopp, sobald die
zur Verfligung stehende Kulturfliche eingenommen ist. Das vollstindige Bedecken der
Kulturfliche mit Zellen wird als Konfluenz bezeichnet. Ab einer Dichte von etwa 80%
Konfluenz werden die verwendeten Zellkulturen passagiert, d.h., sie werden unter
Verdiinnung mit frischem Kulturmedium in ein neues Kulturgefaf iiberfiihrt. Hierfiir werden
die adhirenten Zellen mit 37°C warmer PBS-Losung ohne Mg”" and Ca*" (Gibco, Invitrogen,
Karlsruhe) gewaschen, da geringste Spuren von Medium die Wirkung der Trypsin-Protease
beeintrachtigen. Die Ablosung der Zellen von der Substratunterlage erfolgt proteolytisch
durch das Benetzen mit Trypsin/EDTA-Losung (5 ml fiir eine T;7s-Zellkulturflasche). Diese
wird fiir 30 sek bei RT (P19-Zellen) bzw. 2-3 min bei 37°C (BHK-Zellen) inkubiert. Durch
Abklopfen (mit der Handinnenfliche an die Seitenkante der Zellkulturflasche) werden die
Zellen zusitzlich von der Unterlage geschiittelt. Zur Inaktivierung des Trypsins durch das im
BHK-Medium enthaltene Serum werden die Zellen mit 10 ml frischem, 37°C warmem
Medium abgespiilt und in ein steriles Falcon-Gefall (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NY,
USA) iberfiihrt. Um eventuell noch vorhandene EDTA-Reste zu entfernen, wird die
Zellsuspension bei 500 x g fiir 5 min zentrifugiert und das Pellet in frischem 37°C warmem
Medium resuspendiert. Hierfiir werden ausnahmslos 5 ml-Sterilpipetten benutzt, deren
erzeugte Scherkrifte ein Resuspendieren bei dem gleichzeitigen FErhalt der Vitalitat

ermoglichen.

2.5.2 Fixierung von Saugetierzellen

Methanolfixierung

Fiir die Methanolfixierung werden die adhirenten Zellen 3x mit kaltem PBS gewaschen und
mit 100% Methanol iiberdeckt fiir 60 sek bei -20°C inkubiert. AnschlieBend wird 3x mit
kaltem PBS gewaschen, zwischen den Waschschritten 5 min bei RT inkubiert und wieder 3x
mit kaltem PBS gewaschen. Die so fixierten Zellen werden bei 4°C aufbewahrt und fiir die

Immunofluoreszenz-Detektionen verwendet.
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Fixierung mit Paraformaldehyd

Die wie bei der Methanolfixierung mit kaltem PBS gewaschenen Zellen werden mit 4% [w/v]
Paraformaldehyd iiberdeckt und fiir 20 min unter dem Abzug inkubiert. Dabei werden
Erschiitterungen des Substrats vermieden. AnschlieBend wird mindestens 7x mit PBS
gewaschen und zwischen den Waschschritten fiir jeweils 5 min inkubiert. Die mit
Paraformaldehyd fixierten Zellen werden fiir die Immunofluoreszenz-Messungen mit dem

Konfokalen Laser Scanning Mikroskop (Leica, Heidelberg) verwendet.

Paraformaldehyd (PFA) —Stocklosung, 16% [w/v]:

32 g Paraformaldehyd werden in 200 ml H,O geldst. Um das Losen zu erleichtern, wird 0.34 g Na,CO;
zugegeben und auf einer Heizplatte geriihrt. Dabei wird nicht {iber 60°C erhitzt. Die Lagerung von Aliquots
erfolgt bei -20°C.

PBS (10x) 81 mM Na,HPO42 H,0O
17.6 mM KH,PO,
1.5 M NaCl
pH 7.4

2.5.3 Heterologe Expression von Proteinen mit Hilfe des Semliki-Forest-Virus-Systems

Der Semliki Forest Virus (SFV) wird in einer verdnderten Form (Liljestrom 1991) zur
effizienten heterologen Expression von funktionellen Proteinen, auch Membranproteinen, in
Saugerzellen verwendet (Lundstrom 2003), (Lundstrom 2003). Die Infektion einer Zelle mit
dem SFV-System (siche Abb. 2-1) fiihrt zur Unterdriickung der Expression von zelleigenen
Proteinen zugunsten der Uberexpression des gewiinschten Proteins (Lundstrom 1994). Das
SFV-System besteht aus Sicherheitsgriinden aus zwei Plasmiden (Liljestrom 1991). Das
Expressionsplasmid enthélt eine genomische cDNA, die hinter den SP6-Promotor in ein
Virus-Plasmid inseriert wird. Dieses Plasmid enthdlt auBBerdem Verpackungssignale sowie
nicht-strukturelle virale Gene, welche eine autonome Replikation ermdglichen. Das Helfer-
Plasmid kodiert fiir die strukturellen Gene des Virus. Es enthélt keinerlei Verpackungssignale.
Um rekombinante Viruspartikel zu erhalten, werden die RNA-Transkripte beider Vektoren
cotransfiziert. Die neu entstandenen Viruspartikel enthalten dann nur die cDNA des
gewiinschten Gens, da die strukturellen Gene nicht mit verpackt werden. Diese
rekombinanten Viruspartikel sind zur einmaligen Neuinfektion imstande, um das gewiinschte
Protein zu produzieren.

Um auch das Entstehen eines geringen Prozentsatzes replikationsfdhiger Viren zu verhindern,
enthdlt das SFV-System eine zweite Sicherheitsstufe (Berglund 1993). Eine Variante des
Helfer-Plasmids, Helfer 2, liefert ein spaltungsdefizites p62-Spike-Protein, dessen Spaltung
essentiell fiir eine erfolgreiche Neuinfektion ist. Mit dem Helfer 2-Plasmid produzierte
rekombinante Viruspartikel sind daher erst nach einer in vitro-Behandlung mit o-

Chymotrypsin aktiv.
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Das Gen des viralen Capsid-Proteins enthilt ein Verstirkungssignal fiir die Translation an
seinem 5°-Ende. Eine Fusion dieses Capsid-Gens mit dem gewiinschten Gen kann zu einer 5-
10fach erhohten Expression fithren. Dabei wird das Capsid-Protein autokatalytisch
abgespalten (Sjoberg 1994). In dieser Arbeit wird das Capsid-Gen in dem Plasmid
pSFV1capVSVrhodopsin verwendet.
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Abb. 2-1 Schematische Darstellung des Semliki Forest Virus-Expressionssystems.
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2.5.3.1 Generation von Semliki-Forest-Virusstock

In vitro-Transkription von linearisierten pSFV-Plasmiden

Der im pSFV-Vektor vorliegende SP6-Promotor ermdglicht eine in vitro-Transkription (Vos
1984). Hierfiir werden jeweils 15 pg des rekombinanten pSFV-Plasmids sowie des
pSFVHelfer2 mit Spel linearisiert (siche Kapitel 2.3.5) und anschlieend mit der Methode der
Phenol-Chloroform-Extraktion (sieche Kapitel 2.3.2) aufgereinigt. Jeweils 2.5 pg linearisierte
Plasmid-DNA werden mit den Reagenzien fiir die in vitro-Transkription gemischt. Das im
SP6-Polymerase-Puffer enthaltene Spermidin kann bei Temperaturen um 4°C eine Féllung
der Plasmid-DNA verursachen (Razin 1959). Daher erfolgt die Herstellung der Ansétze bei
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Raumtemperatur. Die in vitro-Transkription findet in einem Volumen von 50 pl fiir 60 min
bei 37°C statt.

in vitro Transkription: 10% [v/v] 10x SP6-Polymerase-Puffer (Roche Diagnostics, Mannheim)
5mM DTT
1 mM rNTP-Mix (Roche Diagnostics, Mannheim)
1 mM m7G(5")ppp(5°)G Capping Structur (Roche Diagnostics, Mannheim)
60 Einheiten RNAsin (Stratagene)
70 Einheiten SP6-RNA-Polymerase (Roche Diagnostics, Mannheim)
RNase-freies Wasser
2.5 pg linearisierte Plasmid-DNA

Die Uberpriifung der in vitro-Transkription erfolgt auf einem RNA-Gel (siehe Kapitel 2.3.4).

Wiéhrenddessen werden die Proben auf Eis gelagert.

Transfektion in Sdugetierzellen

Fiir die Transfektion mit rekombinantem SFV-Transkript werden BHK bzw. P19-Zellen, die
in der Zellkulturflasche 80% konfluent gewachsen sind, mit Hilfe von Trypsin geerntet (siche
Kapitel 2.5.1). Die Zellen werden zweimal mit PBS ohne Mg*" and Ca®" gewaschen, und die
Zellzahl wird unter Verwendung dieses Puffers auf 107 Zellen/ml eingestellt. Fiir jeden
Elektroporationsansatz werden 0.4 ml Zellsuspension in Elektroporationskiivetten der
Spaltbreite 0.2 cm (BioRad, Miinchen) pipettiert. Die Zellen werden mit dem Ansatz der
rekombinanten RNA und der Hélfte des Ansatzes des Helfer 2 Plasmids gemischt und fiir
10 min auf Eis inkubiert. Die Elektroporation findet in zwei direkt aufeinanderfolgenden
Pulsen zu je 1.5 kV, 25 puF und R = oo statt (Holscher 1999). Die Zeitkonstante betrigt jeweils
0.7 — 0.8 ms. Transfizierte Zellen werden fiir 5 min auf Eis inkubiert. Jeder Ansatz wird in 10
ml frischem Medium aufgenommen und fiir 24 h in einer T,s Zellkulturflasche bei 37°C,
5% CO, inkubiert. Reife Viruspartikel werden von transfizierten Zellen ins Medium
abgeschniirt. Dieses wird durch Abpipettieren geerntet, aliquotiert und bei -80°C gelagert.

Aktivierung der rekombinanten Viruspartikel

Vor der Neuinfektion werden die rekombinanten Virusstocks durch 15 bis 20 miniitige
Proteolyse mit 1/100 vol a-Chymotrypsin (20 mg/ml, Sigma, Deisenhofen) bei RT aktiviert.
Die Reaktion wird durch Zugabe von 1/20 vol des Trypsin-Inhibitors Aprotinin (10 mg/ml,

Sigma, Deisenhofen) terminiert.

2.5.3.2 Bestimmung des Virustiters

Der Titer eines Virus wird durch seine Anzahl an Plaque bildenden Einheiten, ,plaque
forming units (pfu) pro ml angegeben. Fiir die Ermittlung des Virustiters wird eine 80%
konfluent mit Zellen bewachsene 12 well-Zellkulturplatte (Corning, Schiphol-Rijk, NL) mit

einer Verdiinnungsreihe des frisch aktivierten Virus (10 — 10 %) infiziert. Nach iiber Nacht-
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Inkubation bei 37°C, 5% CO, werden die Zellen fixiert. Die Expression des rekombinanten
Proteins und damit die Aktivitit des Virusstocks werden mit Hilfe der
Immunfluoreszenzmikroskopie (VSV-Rhodopsin) bzw. mittels 15miniitiger Inkubation in
LacZ-Fdrbelosung (3-Galactosidase) nachgewiesen. Die hochstmdgliche Verdiinnung, bei der
positive Zellen detektiert werden kdnnen, entspricht dem Titer des Virus.
LacZ-Férbelosung: PBS mit 2.5% [v/v] X-Gal (BioRad, Miinchen)

20 mM MgCl,

1 mM K;Fe(CN),
1 mM K Fe(CN)g

2.5.3.3 Infektion von Sdugetierzellen mit rekombinantem Semliki-Forest-Virus

Fiir diese Arbeit wird jeweils eine Anzahl von 3x10° Zellen mit 500 ul Virusstock eines Titers
von 10° pfu/ml infiziert. Die Zellen werden bei 37°C, 5% CO, inkubiert. Dabei wird im
Abstand von 15 min kontrolliert, ob die Zellen noch von Fliissigkeit bedeckt sind, und
gegebenenfalls frisches Medium nachgefiillt. Nach 1 h Inkubationszeit wird der Virusstock
entfernt und die Zellen mit 37°C warmem Medium gewaschen. Die Zellen werden mit
frischem, 37°C warmem Medium bedeckt und fiir die jeweilige Expressionszeit bei 37°C, 5%
CO; inkubiert.

2.5.4 Immunodetektion mittels Fluoreszenzmikroskopie

Fir die Immunodetektion mittels Fluoreszenzmikroskopie wird ein 24-well-Kulturgefal3
(Corning, Schiphol-Rijk, NL) mit 3x10° Zellen pro Vertiefung angeimpft und iiber Nacht bei
37°C, 5% CO, inkubiert. Nicht adhérierte Zellen werden anschlieBend mit frischem 37°C
warmem Medium abgewaschen. Die adhédrierten Zellen werden mit aktivierter SFV-
Stocklosung infiziert (siehe Kapitel 2.5.3.1).

2.5.4.1 Immunodetektion mittels Fluoreszenzmikroskopie an fixierten Zellen

Zur Immunodetektion an fixierten Zellen wird die Zellschicht mit PBS gewaschen und mit
Methanol oder Formaldehyd fixiert (siche Kapitel 2.5.1).

Fir die Immunofiarbung wird eine Losung von anti-VSV-Antikorper (Sigma, Deisenhofen)
fiir 1 h auf die fixierten Zellen gegeben. Anschlieend wird 3x mit PBS gewaschen und im
Dunkeln fiir 1 h mit anti-Maus-Cy3-konjugiertem Antikorper (Sigma, Deisenhofen) bzw.
anti-Maus-Alexa-488-konjugiertem Antikorper (Molecular Probes, Leiden, NL) inkubiert. Die
Antikorper werden hierfiir in einer Endkonzentration von 1:1000 in einer Losung aus PBS mit
1% [w/v] hochreinem Casein (7Tropix I-Block™, Tropix, Bedford, MA, USA) verwendet.
Anschlieend wird abermals 3x mit PBS gewaschen. Die angefarbten Zellen werden mit PBS
iiberschichtet und im Zeiss Axiovert 100 Fluoreszenzmikroskop (Zeiss, Gottingen) unter

Verwendung einer Olympus DPl10-Kamera (Olympus, Hamburg) analysiert.
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2.5.4.2 Immunodetektion mittels Fluoreszenzmikroskopie an lebenden Zellen

Fiir die Immunofarbung lebender Zellen wird fiir alle Inkubations- und Waschschritte PBS
mit Mg®" and Ca*" (Gibco, Invitrogen, Karlsruhe) verwendet, um das AblSsen der Zellen zu
minimieren. Fiir die Antikorperlosungen wird 1% [w/v] BSA als Blockingreagent benutzt.
Die einzelnen Inkubationsschritte finden wie in Kapitel 2.5.4.1 beschrieben, aber bei 4°C
statt. Dabei ist die Inkubationszeit des primdren Antikorpers auf 30 min, die des sekundiren

auf 45 min beschrinkt.

2.5.5 Praparation von Plasmamembranen aus Sdugetierzellen

Plasmamembranen von S#ugetierzellen werden nach dem Protokoll von Morré und Morré
(Morré 2000) prapariert. Diese Methode basiert auf der unterschiedlichen Verteilung der
Zellbestandteile in einem wéssrigen 2-Phasen-System, das aus Dextran und Polyethylenglycol
(PEG) gebildet wird. Von den tierischen Zellmembranen haben Plasmamembranen die
hochste Affinitét fiir die obere Phase aus Dextran.

Fiir eine Plasmamembranpridparation werden die Saugetierzellen mit Hilfe von Trypsin
pelletiert und mit 10 ml PBS gewaschen. Anschlieend wird die Anzahl der Zellen mit einer
Z#ghlkammer bestimmt und die Zellen in 1 ml Karbonatpuffer pro 10® Zellen aufgenommen.
In diesem Puffer werden die Zellen fiir 30 min auf Eis inkubiert. Die so aufgequollenen
Zellen werden mit einem Glaspotter addquater Grofle auf Eis aufgeschlossen. Dieser
ZellaufschluB3 wird unter dem Lichtmikroskop tliberpriift. Die Losung wird fiir 10 min bei 4°C
und 175 x g zentrifugiert. Das hier entstehende Pellet enthélt unaufgeschlossene Zellen, die
noch einmal mit Hilfe des Potters aufgeschlossen werden. Das im Uberstand enthaltene Lysat
wird fir 30 min bei 4°C und 25000 x g zentrifugiert. Das aus dieser Zentrifugation
hervorgehende Pellet enthélt die Gesamtmembranen, die in dem 2-Phasen-System getrennt
werden. Dafiir werden sie in 1 ml Kaliumphosphatpuffer pro 5x10® Zellen aufgenommen und
zu dem 2-Phasen-System pipettiert. Das Gewicht des 2-Phasen-Systems mit
Gesamtmembranen wird mit Kaliumphosphatpuffer auf insgesamt 16 g eingestellt.
AnschlieBend wird die Losung bei 4°C durchmischt, und die Phasen in einem frei
schwingenden Rotor (Eppendorf Zentrifuge 5810R, Wesseling-Berzdorf) fiir 5 min bei 4°C
und 1150 x g separiert. Die obere, Plasmamembranen enthaltene Phase wird vorsichtig
abgenommen und mit 10 ml Karbonatpuffer gewaschen. Die Plasmamembranen werden fiir
30 min bei 4°C und 25000 x g pelletiert und in 1 ml Phosphatpuffer pro anfinglich 5x10°

Zellen aufgenommen.

Karbonatpuffer: 1 mM NaHCOs;
0.2 mM EDTA
Phosphatpuffer: 28% [v/v] 0.1 M KH,PO4

72% [v/v] 0.1 M K,HPO,

2-Phasen-System: 6.6% [w/v] Dextran T500 (Amersham Biosciences, Freiburg)
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6.6% [w/v] PEG 3350 (Sigma, Deisenhofen)
Phosphatpuffer ad 14 g (+ Gesamtmembran-Fraktion, dann Phosphatpuffer ad 16 g)

26 Methoden zur photomodulierbaren Bindungsmessung an Integrin ayfs

2.6.1 Aufbau einer peptidunterstitzten Membran mit inkorporiertem Integrin

Aufbau einer peptidunterstiitzten Monolipidschicht

Eine artifizielle peptidunterstiitzte Membran wird bei RT auf einem goldbeschichteten
Glassubstrat generiert (Schmidt 1998), (Knoll 2000), (Sinner 2003), (Sinner 2004). Der
Vorgang des Aufbaus wird durch die Zunahme der Schichtdicke mit der Methode der
Plasmonenspektroskopie detektiert (siehe Kapitel 3).

Zum Aufbau einer peptidunterstiitzten Membran chemisorbieren 0.5 pg in 500 pl Wasser
gelostes Lamininpeptid CSRARKQAASIKVAVSADR (Derivat der o-Laminin-Untereinheit,
Sigma, Deisenhofen) fiir 2060 min an die Goldoberflache. Ungebundenes Peptid wird mit
I ml sterilfiltriertem MilliQ-Wasser abgespiilt. AnschlieBend wird die terminale
Carboxygruppe des Peptids aktiviert. Dies geschieht widhrend einer 10miniitigen Inkubation
mit einer Losung aus  gleichen Volumina von 200 mM  N-ethyl-N-
(dimethylaminopropyl)carbodiimid ~ (EDC, Fluka, Neu-Ulm) wund 50mM  N-
hydroxysuccinimid (NHS, Fluka, Neu-Ulm). An die aktivierte Peptidschicht wird wéhrend
einer Inkubationszeit von 45min eine Lipidschicht aus Dimyristoylphosphatidyl-
Ethanolamin-Losung (DMPE, 0.3 mg/ml geldst in 0.003% [w/v] Triton X-100) angekoppelt.
Ungebundenes DMPE wird mit 1 ml Bindungspuffer (BP) abgespiilt.

Bindungspuffer (BP): 50 mM Tris/HCI (pH 7.4), 150 mM NacCl, 2 mM MgCl2 - 6H20,
1mM MnCl2 -2H20

Inkorporation des Integrins in Lipidvesikel

Zur Generation von Liposomen mit inkorporiertem Integrin werden 40 pl Phosphatidylcholin
(PC)-Losung (aus Sojabohnen von Fluka, Neu-Ulm; 1 mg/ml in CHCIs) in einen sterilen 10
ml-Glaskolben pipettiert. Durch Evaporation des Losungsmittels CHCl; mit Helium wird ein
diinner Phospholipidfilm erzeugt. Eine Protein-Lipid-Emulsion entsteht durch Vortexen nach
gleichzeitiger Zugabe von 2.5 ml BP und 5 pg Integrin avfB; (in 10 mM n-Octyl-B-d-
Glucopyranosid, von Chemicon, Temecula, USA). Die Protein-Lipid-Emulsion wird 3x in
einem Vesikel-Extruder (LiposoFast, Avestin, Ottawa, Canada) mit gleichméBiger

Geschwindigkeit durch einen Polycarbonatfilter (Porendurchmesser 100 nm) gepresst.

Vesikelspreitung
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Die unilamellaren Vesikel werden unmittelbar nach dem Extrusionsproze auf die
Thiopeptid-Lipid-Schicht gegeben. Durch Interaktion mit den hydrophoben Acylresten der
DMPE-Schicht organisiert sich wéhrend einer Inkubationszeit von 2h spontan eine
Lipiddoppelschicht mit inkorporierten Integrinmolekiilen (Bunjes 1997), (Sinner 2004). Nicht

gebundene Vesikel werden durch Spiilen mit 1 ml BP entfernt.

2.6.2 Photoisomerisierung der cRGD-Azo-Liganden

Zur Photoisomerisierung werden 40 nmol des synthetischen cRGD-Azo-Peptids in 300 ul
Kopplungspuffer (0.1 M Na,CO; pH 9.3) gelost, um die anschlieBende Markierung mit
Fluorophor zu ermdglichen (siehe Kapitel 2.6.3). Die Photoisomerisierung erfolgt mit einem
Gerdt der Firma Miller Elektronik-Optik (Moosinning), welches mit einem
Quarzkondensator, sphdrischen Riickspiegeln sowie einer Blende ausgestattet ist. Als
Strahlungsquelle dient eine 450 W XBO Xenonlampe Typ SVX150 (Osram, Miinchen). Der
Lichtstrahl wird zundchst durch ein Wasser-Reservoir zur Filterung der IR-Strahlung geleitet,
um die nachfolgenden UV/Vis-Filter vor Erwidrmung zu schiitzen. Mit Hilfe eines
Fliissigkeitslichtleiters (3 mm-3 m, Miiller Elektronik-Optik, Moosinning) kann in ein
geoftnetes 1,5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefdll direkt auf die Peptidlosung belichtet werden.
Fiir die Isomerisierung zur trans-Konformation bei 450 nm wird eine Kombination von
GG435- und BGI2-Filtern (Itos, Mainz) verwendet. Fiir die Isomerisierung zur cis-
Konformation bei 360 nm wird ein UGI-Filter (Itos, Mainz) benutzt. Nach einer
Belichtungszeit von 20 min wird das Gefall verschlossen, durch Umhiillen mit Alufolie vor
Tageslichteinwirkung geschiitzt und bei 4°C gelagert.

2.6.3 Fluorophormarkierung des cRGD-Azo-Liganden

Zur Markierung mit monofunktionellem Cy5-Fluoreszenzfarbstoff (Amersham Biosciences,
Freiburg; A= 649 nm, A, = 670 nm) wird das photoisomerisierte Peptid im Dunkeln in das
lyophilisierten Cy5-Farbstoff enthaltende Reaktionsgefdl des Herstellers pipettiert. Das
Gefdl wird sofort durch Umbhiillen mit Alufolie weiter im Dunkeln gehalten. Die
Kopplungsreaktion erfolgt wéhrend leichtem Schiitteln fiir 3 h bei RT. AnschlieBend wird
ungekoppelter Farbstoff durch Zugabe von 5 pl 1 M Ethanolamin/HCI pH 8.3 abgesittigt. Da
keine unspezifische Bindung von Cy5-Farbstoff an die verwendeten Oberflachen beobachtet
werden kann, wird ungebundener Farbstoff nicht aus der Préparation des Cy5-markierten

Peptids entfernt. Die Cy5-Peptid-Praparation wird im Dunkeln bei 4°C gelagert.
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2.7 Fluoreszenz-Interferenz-Kontrast-Mikroskopie (FLIC)

2.1.1 Theoretischer Hintergrund
Die Fluoreszenz-Interferenz-Kontrast-Mikroskopie (FLIC) beruht auf dem Interferenzeffekt

der Fluoreszenz eines Farbstoffes vor einer reflektierenden Oberfliche. Dieser
Interferenzeffekt hdngt unter anderem von den Eigenschaften des Schichtsystems dieser
Oberflache ab (Lambacher 1996), (Lambacher 2002). FLIC wird in dieser Arbeit dazu
verwendet, den Abstand von adhérierenden Zellmembranen zur Substratoberfliche zu
bestimmen. Dafiir werden Séugetierzellen auf einem Silikonchip mit definierten
Mikrostrukturen (eigene Anfertigung der Abteilung Membran- und Neurophysik) kultiviert.
Auf der gesamten Fliche des Silizium-Siliziumoxid-Chips ist eine regelméBige Struktur aus
Rechtecken von vier verschiedenen Dicken eingedtzt. Die hierauf kultivierten Zellen
adhérieren iiber mehrere dieser Rechtecke (sieche 4bb. 2-2). Zur Untersuchung werden die
lebenden  Zellen mit dem  spezifisch in die Membran interkalierenden
Farbstoff DilCs(3) (1,1'-Dioctadecyl-3,3,3",3'-tetramethylindocarbo-cyanin Perchlorat,
Molecular Probes, Invitrogen, Mannheim) behandelt. Das Fluoreszenzmuster in dem Bereich
der Zelladhésion wird mit einer CCD-Kamera (Theta-System, Grobenzell, SIS1-s285), die an
ein Fluoreszenzmikroskop (Zeiss, Axioskop mit Achroplan 100x/1,0 Wasser) gekoppelt ist,
untersucht. Durch quantitative Analyse des Fluoreszenzmusters kann der Abstand von Zelle
zu dem Substrat bestimmt werden (Braun 1997), (Sorribas 2001), (Gleixner 2004).

hv

| lebende Zelle

SiO,-Schicht
Si-Chip

Abb. 2-2: Schematische Darstellung von Fluoreszenz-Interferenz-Kontrast-Mikroskopie (FLIC)

2.1.2 Durchfihrung der Messungen

Firbungsprozedur:
Zur Farbung von lebenden Zellen mit DilC;g(3) werden 2 ul einer 5 mM Stocklésung zu 2 ml
Zellkulturmedium gegeben. Darin werden die Zellen auf dem Chip im Dunkeln fiir 10 min

inkubiert. AnschlieBend wird die Férbelosung sorgfiltig entfernt und gegen frisches
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Zellkulturmedium ausgetauscht. Gefarbte lebende Zellen werden innerhalb einer Stunde nach
Anféarbung mittels FLIC untersucht.

Datenauswertung

Die Fluoreszenzfotografien werden mit Hilfe des Programms New Extractor (von A.
Lambacher, R. Gleixner, Abteilung Membran- und Neurophysik) ausgewertet. Hierfilir werden
die Fluoreszenzintensititen auf den vier verschiedenen Oxidschichtdicken bestimmt und
mittels der von Lambacher (Lambacher 2002) beschriebenen Theorie die Abstéinde der Zellen

von der Substratoberfldche ausgerechnet.

2.8 Datenanalyse

Zur digitalen Analyse und Auswertung von Daten werden folgende Programme benutzt:
Adobe Acrobat 6.0 Professional, Adobe Photoshop 6, CorelDraw 11, CorelPhotoPaint 11,
DNAssist 2.0, Endnote 4, Excel XP, Igor Pro 5.01, Isis Draw 2.4, Nero Burning ROM, New
Extractor, Origin 6.1, pDraw 32, PowerPoint XP, Sequencer, WasPlas 2.19, WaspView 3.34,
Winspall 2, Word XP.
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3 Plasmonenspektroskopie

In dieser Arbeit werden Oberflichenplasmon-Polaritonen an der Grenzfliche von Wasser und
Gold (Burstein 1972) (im Folgenden vereinfacht als Oberflichenplasmon bzw. SPP
bezeichnet) benutzt, um die Bindung von fluoreszenzgekoppelten Liganden an
Integrinrezeptoren (siehe Kapitel 4) bzw. die Bindung fluoreszenzmarkierter Antikorper an
Rinderrhodopsin (siehe Kapitel 5) nachzuweisen. Da das eingestrahlte Licht in der Néhe der
Goldoberfldche durch die Anregung von Plasmonen verstérkt wird (Raether 1988), kommt es
zu einer verstirkten Fluoreszenz der angekoppelten Fluorophore, sofern der Bindungsprozel3
nahe der Grenzfliche stattfindet (Sasaki 1983), (Attridge 1991). Dies kann durch
entsprechende Probenpriparationen von artifiziellen Membranen und, wie in dieser Arbeit
gezeigt wird, sogar von lebenden Zellen auf Goldfilmen erreicht werden (siche Kapitel 5).
Damit stellt die sog. Oberflichenplasmonen-Fluoreszenzspektroskopie (SPFS) eine besonders
sensitive, nichtinvasive Detektionsmethode dar (Schmidt 1998), (Schmidt 1998),
(Liebermann 2000), (Neumann 2002), (Yu 2003), (Ekgasit 2004).

3.1 Theoretischer Hintergrund

Oberflachenplasmonen sind eine gekoppelte elektromagnetische Anregung von Elektronen
und Photonen, die sich entlang der Grenzfliche zwischen einem Metall und einem
Dielektrium ausbreiten (Raether 1988). Oberfldchenplasmonen erzeugen ein evaneszentes
Feld, dessen Intensitit senkrecht zur Grenzfliche exponentiell abfillt, an der Grenzfldche
jedoch gegeniiber der einfallenden Lichtintensitit um ein Vielfaches iiberhoht ist. Der
Verstirkungsfaktor ist dabei von dem jeweiligen Metall abhéngig. Fiir eine Gold/Wasser-
Grenzflache betrdgt diese Verstdrkung bei einer Anregungswellenldnge von 633 nm etwa den
Faktor 16 (Liebermann 2000), (Neumann 2002), (Yu 2003).

Optische Anregung von Oberflachenplasmonen

Plasmonen konnen durch das Einstrahlen von Photonen angeregt werden, wenn Energie und
Impuls beider iibereinstimmen. Eine Reflexion von Licht an der Metalloberfldche reicht fiir
eine Anregung von Plasmonen nicht aus, da der Impuls kpy, eines Photons in Luft stets kleiner
ist als der Impuls kgpp eines Oberfldchenplasmons. Eine Anregung von Plasmonen kann daher
nur stattfinden, wenn der Impuls des Photons entsprechend erhoht wird. Diese
Impulserh6hung kann durch eine Reflexion von Photonen an der Grenzfliche Glas/Metall

erreicht werden, was in der sog. Kretschmann-Konfiguration realisiert wird (siehe Abb. 3-1)
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(Kretschmann 1968), (Kretschmann 1971). Da Oberflachenplasmonen auch eine longitudinale
Feldkomponente aufweisen, wird zu ihrer Anregung ein elektrisches Feld E parallel zu ki

bendtigt, was bei p-polarisiertem Licht gegeben ist.

Luft

dunner
Metallfilm

Glasprisma (90°)

Laserstrahl

Abb. 3-1: Schematische Darstellung der Anregung von Oberflachenplasmonen in der Kretschmann-
Konfiguration. Das Oberflachenplasmon propagiert mit dem Wellenvektor kspp entlang der Grenzflache
zwischen Metall und Luft.

Die zur Anregung von Oberflachenplasmonen bendtigten Verhéltnisse zwischen Energie und

Impuls bzw. zwischen Frequenz und Wellenvektor'

konnen als sog. Dispersions-
relationen w(ky) fiir Plasmonen und Photonen dargestellt werden. Aufgrund des hoheren
Brechungsindex weist die Lichtgerade (kypn) in Glas eine geringere Steigung auf als in
Luft. Dadurch entsteht ein Schnittpunkt mit der Dispersionsrelation ®(kyspp) des Plasmons,
an dem sowohl Impuls und Energiec von Plasmon und Photon iibereinstimmen (siche auch
Abb. 3-2). Diese Ubereinstimmung erméglicht die Anregung von Plasmonen.

In den meisten Versuchsaufbauten findet die Plasmonenanregung bei einer bestimmten
Wellenlinge A statt. In diesem Fall kann der Impuls der Photonen durch eine Anderung des
Einfallswinkels 0; angepalit werden (Knoll 1998) (siehe Abb. 3-2). Entscheidend fiir die
Anregung von Plasmonen ist ndmlich nicht der Wellenvektor des Photons ki, sondern dessen
Projektion kpn x = kpn sin 0; auf die Grenzfliche. Der Winkel, der die Bedingung kspp = kpp, x

zur Anregung von Plasmonen erfiillt, wird im folgenden Ospp genannt.

' Energie (E = ho) und Impuls (p = hk) sind sowohl fiir Plasmonen als auch Photonen zur Frequenz o bzw. zum
Wellenvektor k proportional.
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o(k,) fur Einfallswinkel 0,

7 § w(k,) fur Einfallswinkel 0,
o~ E

Les?®™TTTTTTTTET Plasmon
HeNe Lasel e |— — — 27,

>
K, ~P,

Abb. 3-2: Anregung von Oberflichenplasmonen mit einem Laser einer festen Frequenz durch die Anderung des

eSF’F’ 811

Einfallswinkels 0. Zur Anregung von Plasmonen durch eingestrahltes Licht ist die Projektion des
Wellenvektors der Photonen kp, . = kpy sin 6:auf die Grenzfliche entscheidend. Ein Schnittpunkt der
Dispersionsrelationen von Licht und Plasmonen wird durch die Anpassung des Winkels 0, erreicht.

Die Anregung von Oberflachenplasmonen kann durch das Verhéltnis R =1/]; (reflektierte
Leistung / eingestrahlte Leistung) in Abhédngigkeit des Einfallswinkels dargestellt werden
(siche Abb. 3-3). Bei geringen Einfallswinkeln 0; nimmt zunichst die reflektierte Leistung zu,
bis bei 0. der sog. kritische Winkel erreicht wird. Hier beginnt die Totalreflexion des Lichts
an der Grenzflaiche Glas/Metall. Die Reflexion wird maximal und erreicht fast 100%, d.h.
R=1. Durch eine weitere Erhohung des Einfallswinkels beginnt der Bereich, in dem
Plasmonen angeregt werden konnen. Sobald die Plasmonenanregung erfolgt, nimmt die
reflektierte Leistung I, ab, da die eingestrahlte Leistung auf das Plasmon iibertragen wird.
Beim sog. Resonanzwinkel Ogpp entsteht ein Minimum in der reflektierten Leistung. Hier
findet die maximale Plasmonenanregung statt.

Wird nun eine diinne Schicht auf der Metalloberflache adsorbiert (siche Abb. 3-3), so dndern
sich in Abhéngigkeit des Brechungsindex des adsorbierten Materials und der Schichtdicke der
Wellenvektor bzw. der Impuls des Plasmons (Knoll 1998). Dadurch verschiebt sich das
Minimum zu einem groferen Winkel 6y, (siche 4bb. 3-3). Dieser Effekt bietet die
Moglichkeit, den Brechungsindex bzw. die Schichtdicke von Adsorptionschichten von nur

wenigen nm zu messen.
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Abb. 3-3: Chemisorption eines Peptids. Das Plasmon wird durch das Verhaltnis der Intensitdt von
eingestrahltem Licht (I;) zu der Intensitat von reflepktiertem Licht (I,) dargestellt. Durch die Chemisorption
und den verénderten Brechungsindex verschiebt sich der Anregungswinkelvon @spp zu &spp-.

Kinetik-Messungen

Fiir Kinetik-Messungen wird ein Anregungswinkel 6;* gewahlt, der groBer als das Minimum
ist (siehe 4bb. 3-3). Dieser Winkel wird auf dem Goniometer fest eingestellt und die Intensitét
des reflektierten Lichts als Funktion der Zeit gemessen. Die Adsorption von einer diinnen
dielektrischen Schicht (z.B. eine Peptidschicht) auf der Goldoberflédche verschiebt aufgrund
des verdnderten Brechungsindex den Anregungs-winkel Ospp zu Ospp (siche Abb. 3-3).
Dadurch erhoht sich die Intensitédt des reflektierten Lichts bei 0;+ wodurch der Aufbau einer
peptidunterstiitzten artifiziellen Membran zeitabhéngig verfolgt werden kann (Schmidt 1998)
(siche auch A4bb. 4-10). In Abb. 3-4 ist die Adsorption einer Peptidschicht mittels einer
Kinetik-Messung dargestellt. Bei bekanntem Brechungsindex der Peptidschicht (Schmidt
1998) kann anhand der verdnderten Reflektivitit AR mit Hilfe der Fresnel-Gleichungen
(Raether 1988) die Schichtdicke errechnet werden (Knoll 1998).
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Abb. 3-4: Plasmonenspektroskopische Kinetik-Messung der Adsorption einer Peptidschicht

Verstarkung der Fluoreszenzintensitat

Nahe der Metalloberfldche, an der ein Plasmon propagiert, wird aufgrund der Feldverstirkung
die Fluoreszenz von Fluorophoren verstirkt (Liebermann 2000), (Ekgasit 2004), (Yu 2003).
Dabei hingt die jeweilige Fluoreszenzverstirkung davon ab, in welchem Abstand der
Fluorophor sich von der Metalloberfliche befindet. Ist dieser Abstand kleiner als 5 nm, wird
die Fluoreszenz durch den Forster-Energie-Transfer geddmpft und es kann keine
Fluoreszenzverstarkung gemessen werden (Forster 1948), (Neumann 2002). Bei Abstdnden
grofler als etwa 5nm ist der Forstertransfer vernachldssigbar klein, und es kommt zu
Fluoreszenzverstiarkung. Da das elektromagnetische Feld aber exponentiell mit dem Abstand
zur Oberfldche abfillt, nimmt entsprechend auch die Fluoreszenzverstarkung ab (siche Abb.
3-5). Die Abklingldnge des Feldes liegt im Bereich von 100 nm.

Prisma Metall Wasser
A

Z — durch Oberfldchenplasmonen
erzeugtes elektromagnetisches Feld

----- Fluoreszenzintensitét eines
Fluorophors

=,
100 200 Abstand [nm]

Abb. 3-5: Schematische Darstellung eines elektromagnetischen Feldes, das durch ein Oberflachenplasmon
verursacht wird (—), sowie der Fluoreszenzintensitat eines Fluorophors in diesem Feld (---). Die

Abbildungen zeigen einen Querschnitt durch das Schichtsystem Prisma/Metall/Wasser (siehe auch
(Liebermann 2000)).
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3.2 Verwendeter MeRaufbau

Das in dieser Arbeit verwendete Plasmonspektrometer ist in Abb. 3-7 schematisch dargestellt.
Oberflachenplasmonen werden mit einem Helium-Neon-Laser der Wellenldnge A = 633 nm
angeregt. Der Laserstrahl durchlduft zwei Glan-Thompson Polarisatoren (Berliner Glas,
Berlin). Davon regelt der erste die Intensitét des Laserstrahls, wahrend der zweite das Licht p-
polarisiert. AnschlieBend trifft der Laserstrahl unter dem Winkel 6; auf das Glasprisma,
welches auf einem Zweikreis-Goniometer (Huber Diffraktionstechnik GmbH& Co KG,
Rimsting) montiert ist. Uber das Goniometer kann der Einfallswinkel 0; eingestellt werden.
Das goldbeschichtete LaSFN9-Glassubstrat wird mittels Immersionsdl (n = 1.680) optisch an
das Prisma gekoppelt. Der Goldfilm auf dem Glassubstrat sowie ein Objekttrager begrenzen
die Glaskiivette (Glasmanufaktur des Max-Planck-Instituts fiir Polymerforschung, Mainz), in
der sich die Probenpréparationen befinden (siche Abb. 3-6). Zur Detektion des reflektierten
Strahls wird das Licht durch eine Bikonvexlinse der Brennweite f= 100 mm auf eine Si-
Photodiode fokussiert. Um den EinfluB von Hintergrundlicht zu vermeiden, wird die
Intensitét des Laserstrahls zundchst mit Hilfe eines Choppers mit einer Frequenz von 1193 Hz
moduliert. Das daraus resultierende, modulierte Detektorsignal wird mit einem Lock-In-
Verstérker (EG&G, 5210) gemessen und anschiefend von einem Computer aufgezeichnet.

Die aus der MeBzelle emittierte Fluoreszenz wird von einem Interferenzfilter (LOT 670 nm,
10 nm FWHM) selektiert, mit einem Photomultiplier (Hamamatsu, Perkin Elmer, Wiesbaden)

gemessen und gleichzeitig mit dem reflektierten Licht aufgezeichnet.

Objekttrager

Kuvette im
Durchflu@

Goldfilm d= 50 nm
LaSFN9-Glassubstrat
Immersionsol

arfifizielle Membran
bzw. lebende Zellen

Q0°-Prisma

Laserstrahl

Abb. 3-6: Schematische Anordnung der in dieser Arbeit vermessenen Proben.
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He-Ne-Laser
‘ Photodiode
BN | risblende
. I ~ Goniometer
aE
Spiegel I
Polarisatoren Iisblende Photomultiplier

Chopper
Abb. 3-7: Schema des verwendeten MeRaufbaus nach (Liebermann 2000). Ein Laserstrahl (—) trifft durch
zwei Polarisatoren, einen Chopper und das Glasprisma auf den Goldfim und wird dort reflektiert. Die
Intensitat des reflektierten Lichts wird von einer Photodiode registriert. Gleichzeitig mifit ein Photomultiplier
die aus der MeRkuvette emittierte Fluoreszenz (—).

Aufdampfen des Goldfilms

Die LaSFN9-Glassubstrate werden mit Hilfe einer Aufdampfanlage (Pfeiffer Vacuum C250,
Wessel) mit 99.99% Gold (Unaxis, Miinchen) beschichtet. Das Gold wird hierfiir mittels
ElektronenbeschuB bei 2.51 x 10 mbar verdampft.

Reinigung von optischem Glas

Da die LaSFNO9-Glassubstrate relativ teuer sind, werden sie nach den erfolgten Messungen
wiederverwendet. Dafiir wird die Goldschicht entfernt und das Glassubstrat entsprechend
gereinigt (Lawall 1992). Fiir die Ablosung der Goldschicht wird mit einer 2% [w/v] Jod/ 8%
[w/v] Kaliumjodid-Losung fiir 10 min im Ultraschallbad inkubiert. Anschliefend werden die
Glastrdger mit Bidest-Wasser gespiilt. Die Reinigung erfolgt durch vorsichtiges Abreiben der
Glastrdger in 2% [v/v] Hellmanex-Detergenslosung (Hellma, Miillheim) und Spiilen in
Bidest-Wasser und MilliQ-Wasser. Zum Trocknen wird das Glas mit 100% Ethanol benetzt
und der Alkohol mit gefilterter Druckluft evaporiert. Nach diesem Protokoll werden auch das
Glasprisma und die Glaskiivette gereinigt. Fiir die Reproduzierbarkeit der Messungen ist die
Reinheit der benutzten Glasgerdte von entscheidender Bedeutung, da Unreinheiten zu

Artefakten in der Fluoreszenzdetektion fithren konnen.

3.3 Durchgefiihrte Messungen an artifiziellen Membranen

Die an artifiziellen Membranen durchgefiihrten Messungen werden mit einem
Mindestvolumen von 500 pl Fliissigkeit in der MeBkiivette durchgefiihrt, da der Kontakt mit
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Luft die Membran zerstort (E. Sinner, pers. Mitteilung). Alle Spiilvorgénge erfolgen daher im

Durchflufl mit Hilfe von zwei Kaniilen (Omnifix®, Braun, Melsungen) zu je 1 ml Volumen.

3.3.1 Bindungsstudie

Fiir eine Bindungsstudie wird zunéchst der Fluoreszenzhintergrund der artifiziellen Membran
mittels SPFS gemessen. Die nachfolgenden Bindungsmessungen erfolgen mit jeweils 10 nmol
des Cy5-gekoppelten Liganden. Die Ligandenbindung an das Integrin erfolgt im Dunkeln
wihrend einer Inkubationzeit von 30 min bei RT. AnschlieBend wird ungebundener und
unspezifisch gebundener Ligand durch Spiilen mit 15x 1 ml BP entfernt. Danach erfolgt die
eigentliche SPFS-Messung.

3.3.2 Abldsen eines Liganden

Die artifiziellen Integrin-funktionalisierten Membranen werden durch das Ablosen der
gebundenen Liganden wiederverwendet, um einen besseren Vergleich der Bindungsstudien
durchfiihren zu kénnen. Hierfiir wird eine Losung aus EDTA verwendet, welches die zur
Integrinbindung essentiellen Mg2+—Ionen komplexiert (Plow 2000), (Hynes 1992). Der an die
Membran gebundene Ligand wird durch 0.5 M EDTA-L6sung (pH 7.2) abgelost. Die Kiivette
wird mit 5x 1 ml EDTA-L6sung gespiilt und 15 min mit EDTA-Ldsung inkubiert. Dieser
Vorgang wird insgesamt 12x wiederholt. Eine alternative Moglichkeit besteht in der
Inkubation der mit 5x 1 ml EDTA-L&sung gespiilten Kiivette iiber Nacht. AnschlieBend wird
erneut mit 5x 1 ml EDTA-Losung gespiilt. Vor erneuter Liganden-bindung wird das EDTA
durch Spiilen mit 5x 1 ml BP entfernt.

3.4 Messungen an lebenden Saugetierzellen

3.4.1 Kultivierung von Saugetierzellen auf goldbeschichteten Glassubstraten fur die
SPFS-Messungen

Fiir die Kultivierung von BHK- und P19-Zellen auf goldbeschichteten Glassubstraten werden
die sterilen Substrate in Petrischalen mit 0.5 pg Fibronektin (Sigma, Deisenhofen), welches in
500 pl Kulturmedium geldst ist, beschichtet. Die Beschichtung wird unter der Sterilbank bis
zur Eintrocknung inkubiert (1 Tag). AnschlieBend wird ungebundenes Fibronektin durch 3x
Waschen mit PBS entfernt. Auf das beschichtete Substrat werden 3x10° Zellen in einem
Volumen von 300 pl pipettiert. Fiir diesen Pipettierschritt wird eine sterile, einzeln verpackte
1 ml Spitze (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf) verwendet, um hochstmdgliche Genauigkeit zu
gewihrleisten. Die Zellen werden fiir 1 h bei 37°C, 5% CO; inkubiert, um ein Absetzen auf
dem Substrat zu ermdglichen. Dabei wird im Abstand von 15 min tiberpriift, ob die Zellen
noch von Medium bedeckt sind, und gegebenenfalls frisches Medium zugegeben. Nachdem
die Zellen auf der Substratoberfliche adhériert sind, wird auf insgesamt 5 ml Medium
aufgefiillt. Die SPFS-Messung erfolgt nach einer weiteren iliber Nacht-Inkubation bei 37°C,
5% CO,.
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3.4.2 Aufnahme einer Zeitreihe mit mehreren Substraten

Fiir jeden Zeitpunkt der SPFS-Messung wird ein Glassubstrat mit Zellen aus einer identischen
Kultur besetzt. Nach Inkubation {iber Nacht werden nicht angewachsene Zellen abgespiilt. Die
adhérierten Zellen werden wie bereits in Kapitel 2.5.3.3 beschrieben mit 37°C warmem,
aktiviertemVirusstock infiziert.

Fiir die SPFS-Messung wird das Glassubstrat mit Prisma und Kiivette in die MeBzelle
eingebaut. Dabei wird die Glasseite des Substrats mit einem fusselfreien Einmalpapiertuch
von Medium befreit. Sofort wird 500 ul handwarmes Medium zugegeben, um die Zellen am
Leben zu erhalten. An mindestens 3 verschiedenen Stellen des Substrats wird die
Hintergrundfluoreszenz gemessen. AnschlieBend wird das Medium in der MefBzelle durch
frisches Medium ausgetauscht, welches die fiir 30 min bei RT vorinkubierten Antikorper anti-
VSV und anti-Maus-Alexa-488 in der jeweiligen Endkonzentration 1:100 enthilt. Die
Bindung der beiden Antikorper erfolgt fiir 30 min bei RT. Ungebundener Antikdrper wird
durch Spiilen mit 5 ml 37°C warmen Medium entfernt. Die SPFS-Messungen erfolgen an

mindestens 10 verschiedenen Stellen des Substrats.

3.4.3 Aufnahme einer Zeitreihe auf einem einzelnen Substrat

Die Messung einer Zeitreihe auf einem einzelnen Glassubstrat erfolgt wird wie in Kapitel
3.4.2 beschrieben, allerdings wird hier die zugefiigte Losung mit den vorinkubierten
Antikorpern nicht abgespiilt. Nach der Inkubation fir 30 min wird daher die
Gesamtfluoreszenz des ersten Zeitpunkts vermessen. Bis zum néchsten MeBzeitpunkt wird
die gesamte MeBzelle bei 37°C, 5% CO, inkubiert. Vor jeder neuen SPFS-Messung wird

jeweils das Antikorper enthaltende Medium mit einer Pipette durchmischt.
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4 Nachweis der photoschaltbaren Bindung von RGD-
Peptidisomeren an natives Integrin ayfs

Die Zelladhdsion ist fiir die Aufrechterhaltung von Geweben ebenso wie fiir viele
physiologische Prozesse wie die Wundheilung, die Differenzierung von Zellen oder fiir die
Immunantwort essentiell (Gumbiner 1996), (Manes 2000), (Bokel 2002), (Springer 2004). In
diesen Prozessen dndert eine Zelle ihr Adhésionsverhalten als eine Antwort auf die
Verdnderungen, die in ihrer Umgebung stattfinden. Diese von der Zelle selbst regulierte
Anderung der Adhision findet iiber die Variation der Affinitit ihrer Integrinrezeptoren zu den
Proteinen der extrazelluldren Matrix statt (Humphries 2003), (Holly 2000). Dabei binden die
meisten Integrinrezeptoren an die Tripeptidsequenz RGD (Pierschbacher 1984), (Ruoslahti
1987). Die Verdffentlichung einer Struktur von Integrin ayfs; im Komplex mit einem
zyklischen RGD-Peptid (Xiong 2002) liefert erste Erkenntnisse der Interaktion dieses
Rezeptors mit seinem Liganden. Eine weiterfilhrende Fragestellung ist das Erreichen der
Spezifitit und der hohen Affinitdt in der Erkennung der Integrinliganden (Takagi 2004). Die
Primérsequenz RGD ist dafiir nicht ausreichend (Aumailley 1991), sondern auch konformelle
Eigenschaften wie die rdumliche Anordnung der Aminosdurereste sind fiir die Affinitat
entscheidend (Miiller 1993), (Haubner 1997), (Gottschalk 2002). Um die Selektivitit der
Bindung von Integrin ayf33 an RGD-Liganden eindeutig bestimmen zu kdnnen, wird in dieser
Arbeit die Affinitdt von nativen ayp3;-Rezeptoren an synthetische photoschaltbare Peptide mit
identischer Aminosduresequenz, aber unterschiedlicher Konformation nachgewiesen (Schiitt
2003). Weiterhin wird eine erhdhte Affinitit durch die Positionsénderung einer Aminoséure
in der Peptidsequenz gemessen (Milbradt 2005). Die Bindungsmessungen erfolgen mittels
einer peptidunterstiitzten artifiziellen Membran (Schmidt 1998), welche die biologische
Aktivitdit des Integrins aufrechterhédlt, und der hochsensitiven Methode der
Oberflachenplasmonen-Fluoreszenzspektroskopie (SPFS, siehe Kapitel 3).

Die vorliegende Arbeit leistet durch die Bindungsanalyse photoisomerisierbarer RGD-Peptide
einen wichtigen Beitrag, den EinfluB der Konformation des Bindungsmotivs in RGD-
enthaltenden Liganden auf die Selektivitit der Bindung von Integrin ayf3; besser verstehen zu

konnen.

38




Nachweis der photoschaltbaren Bindung von RGD-Peptidisomeren an Integrin oyf3

Ergebnisse und Diskussion

4.1 Charakterisierung der Peptidliganden

Fiir die Messungen von photoschaltbaren Bindungen an natives Integrin ayp; werden eigens
hierfiir synthetisierte zyklische RGD-Peptide benutzt (Schiitt 2003), die im Folgenden
Peptid 1 und Peptid 2 genannt werden (sieche 4bb. 4-1). Eine Bestrahlung mit Licht der
Wellenlingen A = 360 nm bzw. A = 450 nm induziert in den Peptiden 1 und 2 einen Ubergang
von der cis-Konformation in die trans-Konformation. Diese lichtinduzierte Isomerisierung
(Photomodulation) wird durch den in den Liganden enthaltenen Azobenzolrest vermittelt,
dessen Photomodulation mit signifikanten Verdnderungen in der Geometrie und der Polaritit
einhergeht (Rau 1990). Die Ringspannung im zyklischen Peptid bewirkt, daB eine
Konformationsidnderung des Azobenzolrests zu einer Konformationsédnderung des gesamten
Peptids fiihrt. Die photoschaltbaren Liganden wurden von M. Loweneck, Abteilung
Bioorganische Chemie, synthetisiert (Schiitt 2003), (Milbradt 2005).

Das Peptid 1 besteht aus einer zyklischen Sequenz der Aminosduren Lysin (K), Alanin (A),
Arginin (R), Glycin (G), Aspartat (D), D-Phenylalanin (F), Valin (V) und des als
4-Aminomethyl-Phenylazobenzoe-Siure vorliegenden Azobenzens (AMPB) (siehe Abb. 4-1).
Dabei liegt das Phenylalanin aufgrund der sterischen Erfordernisse der Ringbildung in der D-
Konfiguration vor. Der Unterschied zwischen Peptid 1 und Peptid 2 besteht ausschlieBlich in
der Position des Lysins, wodurch sich jeweils eine unterschiedliche Position des RGD-
Bindungsmotivs relativ zur AMPB-Gruppe ergibt (siche Abb. 4-1).

Die RGD-Sequenz stellt das Bindungsmotiv von Integrin owf; an extrazelluldre
Matrixproteine wie Vitronektin dar (Hynes 1992). Durch Messungen mit SPFS wird im
Folgenden erstmals gezeigt, daB3 zyklische RGD-Peptide, die eine AMPB-Gruppe enthalten,
an natives Integrin a3 binden konnen (Schiitt 2003). Diese Bindungsaffinitit ist dabei stark
von der rdumlichen Orientierung abhéngig, in der das RGD-Motiv présentiert wird (Milbradt
2005).
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Lys'-Ala’-Arg’-Gly'-Asp’-D-Phe®-Val’
D )
N=N —Q—C —NH
Ha

Ala'-Arg’-Gly’-Asp‘-D-Phe’-Val’-Lys’
- )
N=N C=—NH
Hy

2

Abb. 4-1: Struktur der photoschaltbaren Peptidliganden 1 und 2. Die beiden Liganden unterscheiden sich in der
Position des Azobenzens relativ zum RGD-Bindungsmotiv (Strukturen von M. Loweneck).

4.1.1 Photoisomerisierung der Peptidliganden

Die beiden Isomere von Peptid 1 sind in 4bb. 4-2 als Stabmodelle dargestellt. Diese
Stabmodelle entsprechen den Uberlagerungen des Peptidriickgrats von jeweils zehn
Strukturen der niedrigsten Energiestufe. Dabei induziert die Umschaltung des Azobenzens in
seine Isomere cis bzw. trans eine jeweils stark verdanderte Orientierung des RGD-Motivs. Die
Photoisomerisierung in das cis-Isomer relaxiert das Peptid, so daf es ein groBeres Volumen
einnimmt. Auch die Faltung des Peptidriickgrats unterscheidet sich signifikant in beiden
Strukturen: Im frans-Isomer liegt das Peptidriickgrad in gestreckterer Form als im cis-Isomer
vor. Aus diesen Unterschieden resultiert auch eine jeweils unterschiedliche rdumliche
Prisentierung der RGD-Seitenketten (siehe 4bb. 4-2).
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Abb. 4-2: Stabmodelle von Peptid 1 in trans (A) und cis (B) Konformation. Die Modelle stellen Uberlagerungen
des Peptidriickgrats (grau) aus den zehn Strukturen von Peptid 1 dar, welche der niedrigsten Energiestufe
entsprechen. Der AMPB-Chromophor ist orange dargestellt. (Bilder von A. Milbradlt).

Da die frans-Konformation beider Peptide dem energetisch giinstigeren Zustand entspricht,
kann aufgrund von Riickreaktionen in das trans-Isomer kein reines cis-Isomer erzeugt werden
(C. Renner, Abteilung Bioorganische Chemie, pers. Mitteilung).

Nach Belichtung von 20 min oder ldnger kann eine maximale Rate von 80:20 des
photostationdren Zustands erreicht werden, wie jeweils durch 'H-NMR-Messungen ermittelt
wurde (Daten nicht gezeigt). Hier existiert ein photodynamisches Gleichgewicht, bei dem sich
bevorzugt jenes Isomer bildet, das bei der eingestrahlten Wellenlénge weniger absorbiert. Bei
einer Belichtung mit A = 450 nm bilden sich daher 80% trans-Isomere und 20% cis-Isomere.
Eine Belichtung mit A = 360 nm fiihrt zu umgekehrten Verhéltnissen. Ein Verhiltnis von 98%
trans-Isomer kann durch eine thermische Relaxation erreicht werden. Die mit 'H-NMR-
Messungen ermittelten Raten von der thermischen Relaxation in das trans-Isomer von
Peptid 1 sind in Tabelle 4-1 dargestellt. Die Aktivierungsenergie hierfiir betrigt
83 kJmol ' (Milbradt 2005).
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Temperatur 10 °C 20 °C 30°C 40 °C 50 °C
Peptid 1 trans- | 0.06 0.22 0.40 1.7 5.1
Isomer [%/h]

Tabelle 4-1: Thermische Isomerisierung ka[l'] (Milbradt 2005)

Die cis/trans Photoisomerisierung der Peptide 1 und 2 bei der Belichtung mit den jeweiligen
Wellenlédngen A = 360 nm und A = 450 nm ist ein reversibler ProzeB. Das UV-Vis-Spektrum
enthilt zwei isosbestische Punkte P1 und P2 bei A = 288 nm bzw. A = 395 nm, an denen beide
Isomere eine identische Extinktion aufweisen (siehe 4bb. 4-3). Die UV-Vis-Spektren von
Peptid 1-cis und Peptid 2-cis unterscheiden sich nicht (Daten nicht gezeigt). Ebenso ist kein
Unterschied der Spektren von Peptid 1-trans und Peptid 2-trans feststellbar (Daten nicht
gezeigt), da in den beiden Proben der Chromophor AMPB, die enthaltenen Aminosiuren und
das Losungsmittel identisch sind. Daher zeigt Abb. 4-3 nur die Absorptionskurven von
Peptid 1. Zur Verdeutlichung der Photoisomerisierung wird eine Probe aus 98% trans-Isomer
mit Licht der Wellenldnge A = 360 nm fiir jeweils 1 s, 5 s, 10 s und 20 min bestrahlt. Die
jeweils nach der Belichtung aufgenommenen UV-Vis-Spektren nehmen mit zunehmender
Belichtungsdauer die Charakteristika des Spektrums des cis-Isomers an. Wie A4bb. 4-3
entnommen werden kann, wird bereits nach einer Belichtungsdauer von 10s ein
photostationdrer Zustand erreicht. Eine Belichtungsdauer von 20 min 4ndert das UV-Vis-
Spektrum nur noch geringfiigig. Um die maximale Rate von 80% des gewiinschten Isomers

zu erhalten, wird im Folgenden jeweils fiir 20 min belichtet.

Peptid 1 (98% trans-Isomer)
o e Belichtung 1 s

----- Belichtung 5 s

— - — Belichtung 10 s

Belichtung 20 min

0.5 -

0.4 -

0.3 -

Absorption [a.u.]

0.2 -

0.1 |

T T T T T T
200 250 300 350 400 450 500
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Abb. 4-3: UV-Vis-Spektren von photoisomerisiertem Peptid 1, die jeweils nach Belichtung einer Probe aus 98%
trans-Isomer mit Licht der Wellenldinge A = 360 nm fiir 1 s, 5 s, 10 s bzw. 20 min aufgenommen wurden.

4.1.2 Vergleich der Photoisomerisierung von Peptid 1 und Fluorophormarkiertem
Peptid 1

Die Detektion der Bindung der beiden Liganden erfolgt iiber ihre Markierung mit dem
Fluorophor Cy5. In Abb. 4-4 sind die Molekiilstrukturen der Peptide 1 und 2 mit jeweils an
die Lysinseitenkette angekoppeltem Cy5-NHS-Ester dargestellt. Weiterhin ist die
Linkersequenz des CyS5-NHS-Esters zu erkennen, welche moglicherweise eine sterische
Behinderung der RGD-Bindungssequenz durch den Chromophor erschweren konnte. Ein
eventueller Einflu8 des angekoppelten Cy5 Fluorophors auf die Bindungsaffinitit der Peptide
kann zwar nicht ausgeschlossen werden, wiirde sich aber auf alle untersuchten Peptide in
gleicher Art und Weise auswirken. Die in dieser Arbeit analysierten relativen

Affinitdtsunterschiede in der Integrinbindung der jeweiligen Isomere blieben bestehen.

Lys-Ala-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val

N=NOC—N
H, H

Abb. 4-4: Molekilstrukturen der mit Cy5-NHS-Ester fluoreszenzmarkierten Peptide 1 (oben) und 2 (unten).

o

Um die Photoisomerisierbarkeit dieses Peptid-Fluorophor-Praparats Peptidl-Cy5 zu
untersuchen, werden UV-Vis-Spektren nach der Belichtung der jeweiligen trans-Isomere bei
A= 360 nm fiir jeweils 20 min aufgenommen (siche 4bb. 4-5). Als Vergleich dient die
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identische Stoffmenge an Peptid 1. Die Photoisomerisierung von Peptid 1 wurde bereits in
Abb. 4-3 beschrieben. In 4bb. 4-5 sind die UV-Vis-Spektren von 98% trans-Isomer und 80%
cis-Isomer des Peptids 1 dargestellt. Hieraus resultiert, dal das Peptid 1 mit einer 70.5%igen
Differenz des lokalen Maximums zwischen seinen cis-und trans-Isomeren geschalten werden
kann.

An den UV-Vis-Spektren von Peptid 1-Cy5 hingegen kann kein isosbestischer Punkt so
eindeutig festgelegt werden, wie es bei den UV-Vis-Spektren von Peptid 1 der Fall ist. Der
Anstieg der Absorptionskurve nach A = 500 nm ist auf den Fluorophor Cy5 zuriickzufiihren.
Das Spektrum des trans-Isomers von Peptid1-Cy5 zeigt insgesamt nur etwa 80% der
Absorption von Peptid 1. Die beiden lokalen Absorptionsmaxima von Peptidl-Cy5
unterscheiden sich nur zu etwa 13.5%. Daher zeigen die gemessenen UV-Vis-Spektren, daf3
die lichtinduzierte Konformationsdnderung von Peptidl1-Cy5 im Vergleich zu der von

ungekoppeltem Peptid 1 nur zu etwa 20% moglich ist.

0.7 —
Peptidl trans
Peptidl cis
0.6
— . — - Peptid1-Cys5 trans
Peptid1-Cy5 cis
- 0.5
3
S,
c
o
= 0.4 _|
2
(@]
(%]
Qo
<
0.3
02
0.1
0.0 T T T T \\'
200 300 400 500
P1 P2
A [nm]

Abb. 4-5: Vergleich der UV-Vis Spektren von Peptid 1 und Peptid 1-Cy5 nach jeweils 20 min Belichtungszeit.

Die Photoisomerisierung wird durch das Cy5-Molekiil behindert, welches auch im Bereich
der verwendeten Wellenldngen A = 360 nm und A= 450 nm geringfiigige Absorptionen
aufweist (Daten nicht gezeigt). Besonders die ungekoppelten, abgesittigten Cy5-Molekiile
konnen durch ihre Absorption die Photoisomerisierung stdren (C. Renner, pers. Mitteilung).
Diese Cy5-Molekiile stammen aus der Herstellung des Cy5-Peptid-Préparats (siche Kapitel
2.6.3). Da an den verwendeten Integrin-funktionalisierten artifiziellen Membranen keine
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unspezifische Bindung dieser Cy5-Molekiile stattfindet (Sinner 2004), wurden die
abgesittigten Cy5-Molekiile nicht aus der Priparation entfernt. Auf diese Weise wird die
Ausbeute an Cy5-gekoppeltem Peptid nicht verringert.

Um eine eventuelle Korrelation der Spektren von Cy5 und Cy5-gekoppeltem Peptid zu
untersuchen, wird das Spektrum von Cy5 von dem Cy5-Peptid 1-Spektrum unter
Beriicksichtigung der jeweiligen Molmengen mathematisch subtrahiert. Das resultierende
Differenzspektrum zeigt jedoch keine Ahnlichkeit mit dem Spektrum des ungekoppelten
Peptids (Daten nicht gezeigt). In den Bindungsstudien dieser Arbeit wird aufgrund der in Abb.
4-5 gezeigten Behinderung durch den Cy5-Fluorophor die Photomodulierung der

Peptidliganden jeweils vor ihrer Farbmarkierung vorgenommen.

4.2 Aufbau von peptidunterstitzten Integrin-funktionalisierten artifiziellen
Membranen

Die in den nachfolgenden Kapiteln beschriebenen Bindungsstudien der photoschaltbaren
Peptide 1 und 2 an natives Integrin ayfB; finden an einer peptidunterstiitzten artifiziellen
Membran statt, welche die natilirliche Umgebung des Integrinrezeptors imitiert (siche 4bb.
4-6), (Knoll 2000), (Sinner 2003), (Sinner 2004). Auf diese Weise bleiben die native
Konformation des Integrins und seine laterale Beweglichkeit erhalten. Nur so kann das
physiologische Bindungsverhalten von Integrinrezeptoren genau charakterisiert werden. Die
unterstiitzende Peptidschicht ermoglicht den Einbau der peripheren cytosolischen Doménen
des Integrins in die artifizielle Membran, da diese zusitzliche Schicht einen wéssrigen
Zwischenraum zwischen Gold und Lipiddoppelschicht erzeugt.

Der Membranaufbau kann durch eine Kinetikmessung mittels Plasmonenspektroskopie
(beschrieben in Kapitel 3) iiberpriift werden. Diese Uberpriifung ist von groBer Bedeutung fiir
die Reproduzierbarkeit der Bindungsmessungen, welche entscheidend von der Qualitdt der
artifiziellen Membran abhéngen.
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Abb. 4-6: Schematisches Modell einer artifiziellen peptidunterstiitzten Membran mit dem inkorporiertem
Integrin oo fs-Rezeptor. Die Metallion-abhdngige Bindungsstelle (MIDAS) des Integrins ist hervor-gehoben.

Aufbau der unterstitzenden Peptidschicht

Die unterstiitzende Peptidmonoschicht besteht aus dem 19mer-Peptid der o-Laminin-
Untereinheit (Lamininpeptid). Durch die Chemisorption der freien Thiolgruppe des
Lamininpeptids an die Goldoberflache (sieche 4bb. 4-7) wird eine homogene Monoschicht
gebildet. Ungebundenes Lamininpeptid wird mit Wasser abgespiilt.

In den hier vermessenen Lamininpeptid-Schichten wird eine durchschnittliche Dicke von
1 nm gemessen. In dem exemplarisch gezeigten Membranautbau in Abb. 4-10 betrigt diese
Schichtdicke etwa 0.8 nm. Aus dem Unterschied zur theoretisch berechneten Schichtdicke
2.8nm (Sinner 2004) resultiert daher, daBl das chemisorbierte Lamininpeptid die
Goldoberfliche in einer locker gepackten Schicht bedeckt. Diese lockere Packung ermdglicht
den zusitzlichen Einbau der cytosolischen Doméne des Integrins (sieche auch Abb. 4-6).
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Abb. 4-7: Chemisorption des Lamininpeptids an die Goldoberflache. Die Abbildung zeigt nicht
das gesamte Lamininpeptid.

Ankopplung der Lipidmolekule

Eine Zugabe von Lipidvesikeln auf eine reine Peptidschicht fiihrt nicht zum Aufbau einer
artifiziellen Membran, sondern nur zu einer Absorption der Vesikel. Daher wird zunéchst eine
Lipidschicht aus Dimyristoyl-Phosphatidyl-Ethanolamin (DMPE) chemisch an die
thiosorbierte Peptidschicht gekoppelt, um als Ansatzpunkt fiir die Spreitung der Vesikel
(siche auch A4bb. 4-9) zu fungieren. Fiir die kovalente Ankopplung von DMPE wird die
terminale Carboxygruppe des Lamininpeptids durch die Zugabe von EDC (N-Ethyl-N-
Dimethylaminopropyl-Carbodiimid) und NHS (N-Hydroxy-Succinimid) chemisch aktiviert
(siche A4bb. 4-8). Diese Kopplungsprozedur erhéht den Schichtaufbau in A4bb. 4-10 um

2.5 nm. Dieser Wert stimmt mit dem theoretisch berechneten Wert aus (Sinner 2004) iiberein.

O
. . EDC/ NHS N R-NH, R
AU Lamininpeptid > O
OH o N
© H
Abb. 4-8: Ankopplung von DMPE an die aktivierte Carboxygruppe des Thiopeptids. EDC und NHS wandeln die
Carboxygruppe zu einem N-Hydroxysuccinimid-Ester um. Dieser Ester reagiert mit der Aminogruppe des

DMPE unter Bildung einer kovalenten Amidbindung.

Inkorporation des Integrins in die artifizielle Membran

Die Integrinmolekiille werden iiber das Ausrollen von Integrin-haltigen Lipidvesikeln
(Vesikelspreitung, sieche Abb. 4-9) auf die DMPE-Schicht in die artifizielle Membran
gebracht. Hierfliir werden zunéchst die Lipidvesikel mit dem inkorporierten Integrin o fs
erzeugt. Diese entstehen, indem eine Emulsion aus Phosphatidylcholin, Bindungspuffer und
Integrin oyfBs, welches in Octylglucosid gelost ist, durch einen Polycarbonatfilter mit einem
Porendurchmesser von 100 nm gepresst wird. Fiir diesen Vorgang wird ein sogenannter

Vesikel-Extruder benutzt. Die Anwendung dieses Extruders erzeugt eine homogene
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Grofenverteilung der unilamellaren Vesikel, wéhrend gleichzeitig die inkorporierten

Integrinmolekiile intakt bleiben.

Vesikelspreitung

Die unilamellaren Vesikel werden unmittelbar nach dem Extrusionsproze3 auf die
Thiopeptid-Lipid-Schicht gegeben, um die Fusion der Vesikel in der fliissigen Phase zu
verhindern. Durch die Interaktion der Vesikel mit den hydrophoben Acylresten der DMPE-
Schicht organisiert sich bei Raumtemperatur spontan eine Lipiddoppelschicht (siche A4bb.
4-10). Nach etwa 2 h kann keine Schichtzunahme durch Vesikelspreitung mehr beobachtet
werden (siehe Abb. 4-10). Ein Spiilen mit Bindungspufter bewirkt nach der Vesikelspreitung
keine Veridnderung der Schichtdicke, was auf ein stabiles Modellmembransystem hinweist.
Das Erreichen dieses Gleichgewichtzustandes deutet darauf hin, daB3 die Vesikel nicht
unspezifisch an die Oberflache adsorbieren, sondern eine Lipiddoppelschicht bilden. Bei der
Spreitung von Integrin-haltigen Vesikeln wird eine durchschnittliche Erhéhung der Schicht
um etwa 5 nm gemessen. Die exemplarisch gezeigte Vesikelspreitung in 4bb. 4-10 fiihrt zu
einer Erhohung der Schichtdicke um etwa 4.5 nm. Eine unspezifische Adsorption von
ungespreiteten Vesikeln wiirde dagegen in einer groeren Schichtdicke als bei gespreiteten
Vesikeln resultieren (Sinner 2004), da sich unspezifisch adsorbierte Vesikel mit ihrer

gesamten Masse an die Thiopeptid-Lipid-Schicht anlagern anstatt auf ihr zu spreiten.

Vesikel mit
inkorporiertem Integrin

| AU

Abb. 4-9: Schematische Darstellung der Vesikelspreitung. Die Lipidmolekiile der Vesikel lagern sich durch
hydrophobe Interaktion spontan an die Acylreste der DMPE-Schicht.
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Die zeitliche Abfolge eines Membranaufbaus ist exemplarisch in einer plasmonen-
spektroskopischen Kinetikmessung in Abb. 4-10 dokumentiert. Bei einem fixierten
Anregungswinkel wird die Intensitét des reflektierten Lichts iiber eine Beobachtungszeit von
einigen Minuten bis Stunden aufgezeichnet. Die Anderung des Brechungsindexes durch die
Adsorption an der Goldoberfliche verschiebt den sogenannten Resonanzwinkel, wie der
Winkel, in dem Oberfldchenplasmonen angeregt werden konnen, bezeichnet wird. Dadurch
wird eine hohere Reflektivitit gemessen (siehe Kapitel 3). Mit Hilfe der Fresnel-Gleichungen
(Raether 1988) kann aus der Reflektivitit und dem Brechungsindex die jeweilige
physikalische Schichtdicke errechnet werden (Knoll 1998), (Schmidt 1998).

In dem in Abb. 4-10 dargestellten Membranautbau wird zum Zeitpunkt Null das in Wasser
geloste Thiopeptid zugegeben. Der unmittelbare Anstieg der Reflektivitit nach der Zugabe
des Thiopeptids beruht auf der Chemisorption der freien Thiolgruppe des Peptids. Nach etwa
20 min ist der Sattigungsgrad erreicht, und nicht adsorbiertes Peptid wird mit Wasser
abgespiilt. Durch die nun zugegebene EDC/NHS-Losung erhoht sich die Reflektivitét
aufgrund des verdnderten Brechungsindexes. In der folgenden Inkubationszeit wird durch
EDC/NHS die endstindige Carboxygruppe des adsorbierten Lamininpeptids chemisch
aktiviert. Der Brechungsindex und die Reflektivitit dndern sich wéahrend dieser Zeit nicht. Die
Zugabe und Ankopplung von DMPE-Molekiilen bewirkt ein Absinken der gemessenen
Reflektivitdt durch den im Vergleich zu EDC/NHS niedrigeren Brechungsindex von DMPE.
Nicht angekoppelte DMPE-Molekiile werden nach 30 min Inkubationszeit mit
Bindungspuffer abgespiilt, was am erneuten Abfall der gemessenen Reflektivitit deutlich
wird. Um eine moglichst homogene Lipidschicht zu erhalten, ist das Entfernen von
ungekoppelten DMPE-Molekiilen von einer groen Bedeutung. So kann deren zusétzliche
Auflagerung auf die Lipidschicht vermieden werden. Fiir die Vermeidung von Defekten durch
Unebenheiten in der peptidunterstiitzte Modellmembran wird eine moglichst homogene
Peptid-DMPE-Schicht benétigt, da sich die Lipidmolekiile der gespreiteten Vesikel an den
hydrophoben Alkylketten der Peptid-DMPE-Schicht organisieren.

Diese Vesikelspreitung (sieche auch Abb. 4-9) wird als ein sofortiger Anstieg der Schichtdicke
direkt nach der Zugabe der Integrin-haltigen Lipidvesikel gemessen. Dieser Anstieg der
Kurve verdeutlicht, dal eine bei Raumtemperatur schnell ablaufende Vesikelspreitung im
Gegensatz zu einer langsameren, unspezifischen Adsorption vorliegt. Fiir die exemplarisch

gezeigte Membran in Abb. 4-10 kann eine Dicke von insgesamt etwa 8 nm errechnet werden.
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Abb. 4-10: Plasmonenspektroskopische Kinetikmessung des Aufbaus einer artifiziellen Membran mit
inkorporiertem Integrin ayf. DMPE = Dimyristoyl-Phosphatidyl-Ethanolamin, EDC = N-Ethyl-N-Dimethyl-
aminopropyl-Carbodiimid, NHS = N-Hydroxy-Succinimid.

Die aus 4bb. 4-10 resultierende Dicke der Integrin-funktionalisierten Membran ist kleiner als
die in Abb. 4-6 dargestellte theoretische Lange von Integrinmolekiilen. Hierbei handelt es sich
um keine lokale Schichtdicke, sondern um eine gemittelte Schichtdicke durch die Verteilung
der Integrinmolekiile in der artifiziellen Membran innerhalb eines MeBbereichs von ungefahr
1 mm®.

Ausgehend von einem Verhiltnis der Integrinmolekiile zu den Phosphatidylcholin-Molekiilen

in einem Vesikel von etwa

wird eine Anzahl von ungefihr 10° Integrinmolekiilen pro

Vesikel berechnet. Die Proteinkonzentration der eingesetzten Vesikel liefert einen ersten
Hinweis auf die Fldchenbelegung der planaren Membran mit Integrinmolekiilen. Bei einer
vollstindigen Spreitung der Vesikel kann daher eine Anzahl von ungefihr 3.2x10°
Integrinmolekiilen pro mm® angenommen werden. Diese Berechnung bleibt eine Annahme,
da eine Proteinkonzentration in den eingesetzten Vesikeln keinen EinfluB auf die
Proteinkonzentration der planaren Membran besitzt (Schmidt 1998), was moglicherweise aus
den sterischen Behinderungen der Proteinmolekiile untereinander resultiert. Es ist bekannt,

daBB sich die Interaktionen zwischen den Transmembranhelices der inkorporierten
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Membranproteine in unterstiitzten artifiziellen Membransystemen dhnlich wie in Liposomen
verhalten (Li 2004). In Polymer-unterstiitzten Lipiddoppelschichten bilden die verankerten
hydrophoben Lipopolymere unbewegliche Hindernisse innerhalb der fliissigen
Phospholipidmatrix. Von der Konzentration der Lipopolymere héngt daher auch die Fluiditét
der Phospholipide ab (Naumann 2002). Der Diffusionskoeffizient eines inkorporierten
Membranproteins hdngt ebenso von der molaren Konzentration der verankerten Lipide ab
(Deverall 2004). Aufgrund der hohen Unsicherheit in der strukturellen Charakterisierung von
Lipidmembranen (Nagle 2000) ist es schwierig, unterstiitzte Lipiddoppelschichten
unterschiedlicher Zusammensetzung miteinander zu vergleichen. Da innerhalb des
verwendeten =~ Membransystems  kein  Diffusionskoeffizient ~ der  inkorporierten
Integrinmolekiile bekannt ist, kann zu den mdglichen Ilateralen Diffusions- und
Aggregationsprozessen der Integrinmolekiile keine Aussage getroffen werden.

Eine Bindungsmessung an der Integrin-funktionalisierten Membran ist hauptsidchlich davon
abhéngig, wie viele funktionelle Integrinmolekiile sich auf der vermessenen Position
befinden. Da eine mdgliche Diffusion oder Aggregation der Integrinmolekiile sowie deren
Verteilung nicht kontrolliert werden kann, besteht die Moglichkeit, daBl verschiedene
MeBpositionen auf der Membran eine unterschiedliche Anzahl an funktionellen
Integrinmolekiilen aufweisen. Aus diesem Grund sind einzelne Bindungsmessungen an
unterschiedlichen MeBpositionen derselben Membran oder sogar an unterschiedlichen
Membranen nur bedingt vergleichbar (sieche auch Kapitel 4.3.4). Statistisch verldBliche
Ergebnisse konnen jedoch durch quantitative Bindungsmessungen erhalten werden (Schiitt
2003) (siehe Kapitel 4.4).

4.3 Nachweis der Bindung der synthetischen Peptide an eine Integrin-
funktionalisierte Membran

In diesem Kapitel wird die Bindung beider synthetischen Peptide 1 und 2 an eine mit Integrin
oavfB; funktionalisierte Membran charakterisiert. Die Liganden =zeigen dabei ein
unterschiedliches Bindungsverhalten (siehe Kapitel 4.3.2). Ebenso unterscheiden sich die
Bindungsaffinitdten der jeweiligen cis- und trans-Isomere von Peptid 1 sowie von Peptid 2
deutlich voneinander. Die Spezifitit der Bindung der Peptidliganden wird auch durch ihre
Reversibilitat bestitigt. Da Mg2+—Ionen fiir die Bindung an Integrin essentiell sind (Hynes
1992), kann der gebundene Ligand durch die Inkubation und dem Spiilen mit EDTA abgelost
werden (siehe Kapitel 4.3.3). Auf diese Weise konnen mehrere Bindungsmessungen jeweils

an einer identischen Membran durchgefiihrt werden.
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4.3.1 Vergleich der Bindung der Peptide 1 und 2 in cis- und trans-Konformation

Die synthetischen Peptide 1 und 2 binden jeweils mit unterschiedlicher Affinitit spezifisch an
die Integrin-funktionalisierte Membran. In Abb. 4-11 sind SPFS-Messungen dargestellt, die
jeweils aus 3 Einzelmessungen gemittelt wurden. Diese Bindungsmessungen weisen ein
Fluoreszenzmaximum im Resonanzwinkel von 6; =57.5° auf. Beide Isomere von Peptid 1
(...) binden das Integrin a3 mit einer um 30% hoheren Affinitét als die Isomere von Peptid
2 (---). Da sich Peptid 1 und Peptid 2 allein in der Position des Azobenzols in der
Sequenzabfolge unterscheiden (sieche A4bb. 4-1), kann diese offensichtlich die
Bindungsaffinitit beeinflussen (Milbradt 2005).

Auch innerhalb der Isomere eines Peptids bestehen deutliche Affinitdtsunterschiede: So weist
das cis-Isomer von Peptid 1 nur etwa 66% der Bindungsaffinitit des trans-Isomers auf. In
Abb. 4-12 sind zur Verdeutlichung dieser Affinititsunterschiede die jeweiligen im
Resonanzwinkel 6; = 57.5° gemessenen Fluoreszenzmaxima aufgetragen. Hieraus ist auch
ersichtlich, da3 das trans-Isomer innerhalb der isomeren Formen von Peptids 2 eine héhere
Bindungsaffinitit als das cis-Isomer aufweist. Aufgrund der gemessenen stirkeren Affinitét
von Peptid 1 (4bb. 4-11 und Abb. 4-12) werden die folgenden quantitativen Messungen mit

diesem Liganden vorgenommen.
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Abb. 4-11: Vergleich der SPFS-Messungen der Bindungen von Peptid 1 (...) und 2 (----) in Cis- bzw. trans-
Konformation an einer artifiziellen Integrin-funktionalisierten Membran. Die gezeigten Werte sind aus jeweils
drei Einzelmessungen gemittelt. Das Oberflachenplasmon ist als winkelabhéngig gemessene Intensitat des
reflektierten Lichts dargestellt (---).
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Abb. 4-12: Darstellung der lokalen Fluoreszenzmaxima von Peptid 1 und Peptid 2 in cis- bzw. trans-
Konformation. Der Graph zeigt den Mittelwert von jeweils drei SPFS-Messungen auf einer identischen

artifiziellen Membran.

In dieser Arbeit wird eine eindeutig héhere Bindungsaffinitét fiir die beiden #rans-Isomere
gemessen (siche Abb. 4-11 und Abb. 4-12). Im Gegensatz dazu sagt eine Studie, die auf den
bekannten strukturellen Bindungsaffinititen von Integrin oys-Liganden basiert, eine stirkere
Bindung von Integrin-Liganden in cis-Konformation voraus (Haubner 1997). Daher werden
die Koordinaten der Kristallstruktur der extrazelluliren Domine von Integrin ayPs; im
Komplex mit dem zyklischen Pentapeptid ¢c[RGDfMV] von (Xiong 2002) mit denen des
trans-Isomers von Peptid 1 verglichen (siehe Abb. 4-13), (Schiitt 2003). Daraus resultiert eine
generelle Ahnlichkeit der Struktur des komplexierten Liganden von (Xiong 2002) (blau
dargestellt) mit freiem frans-Isomer des Peptids 1 (grau dargestellt). Die RGD-Sequenz von
Peptid 1 in trans-Konformation présentiert die fiir eine Bindung essentiellen Aspartat- und
Arginin-Seitenketten in dhnlicher Art und Weise wie das ¢[RGDfMV]-Peptid. Das trans-
Isomer von Peptid 1 besitzt jedoch durch die Umstrukturierung des D-f-V-Sequenzteils eine
andere Form als c([RGDfMV] (siehe auch Abb. 4-1). Dadurch wiirde es bei einer Bindung mit
einer Schleife der bindenden Doméne von Integrin a3 kollidieren. Dies kann aber durch die
Flexibilitit des Liganden oder der bindenden Doméine ausgeglichen werden.
Zusammenfassend unterstiitzt daher dieser theoretische Vergleich das in dieser Arbeit

gemessene Ergebnis.
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Abb. 4-13: Orientierung der Seitenketten von komplexiertem c[RGDfMV](blau dargestellt) und freiem Peptid 1
in trans-Konformation (c[RGDfV-AMPB-KA], grau dargestellt). (Abbildung von A. Milbradt, (Schiitt 2003))

Da das cis-Isomer ein grofleres Volumen als das trans-Isomer einnimmt (vgl. Abb. 4-2), ist
eine Bindung des cis-Isomers an das Integrin owyf; energetisch aufwendiger. Dies konnte die
schwichere Bindungsaffinitit der cis-Isomere der Peptide 1 und 2 erkldren. Die stirkere
Affinitét der jeweiligen trans-Isomere kann darauf zuriickgefiihrt werden, da3 in der trans-
Konformation das Peptidriickgrad relativ zur Azobenzen-Einheit parallel in gestreckter Form
vorliegt (vgl. A4bb. 4-2) und daher fiir eine Integrin avf; -Bindung besser zugénglich ist
(Schiitt 2003), (Loweneck 2005).

4.3.2 Kontrollexperiment zur Bindungsmessung

Um die Spezifitit der Bindung von Peptid 1 und Peptid 2 aufgrund ihres RGD-Motivs
nachzuweisen, wird die Bindung eines weiteren zyklischen Peptids untersucht, welches eine
AMPB-Gruppe, aber kein RGD-Motiv enthélt. Dieses Peptid c[K-AMPB-KCATCDKK] wird
im Folgenden als Negativkontrolle bezeichnet.

Die Negativkontrolle ist ebenso wie die beiden Liganden Peptid 1 und Peptid 2 {iber seine
Lysin-Seitenketten an den Fluoreszenzfarbstoff Cy5 gekoppelt. Die Negativkontrolle enthélt
vier Lysine, im Unterschied zu Peptid 1 und Peptid 2, die jeweils nur ein Lysin aufweisen.
Aufgrund dieser vier Lysine kann die Negativkontrolle mit der vierfachen Menge an
Fluoreszenzfarbstoff markiert werden, wodurch eine sensitive Detektion mdoglicher
unspezifischer Bindungen gegeben ist.

Zunéchst wird die Negativkontrolle auf eine frisch hergestellte Integrin-funktionalisierte

Membran gegeben und nach entsprechender Inkubationszeit abgespiilt. Die anschlieBende
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SPFS-Messung ist in Abb. 4-14 dargestellt. In dem Winkel 0;, in dem Plasmonenresonanz
erwartet wird (siehe 4bb. 4-11), ist in Abb. 4-14 keine Fluoreszenz sichtbar. Die gemessene
Fluoreszenz nach dem Abspiilen der Negativkontrolle liegt nur gering {iiber dem
Fluoreszenzhintergrund der artifiziellen Membran. Auffallend ist die Verschiebung des
gemessenen Reflektivititsminimums zu einem gréferen Resonanzwinkel und zu niedrigerer
Reflektivitit sowie die VergroBerung der Halbwertsbreite der Reflektivititskurve nach dem
Abspiilen der Negativkontrolle. Da der dieser Verschiebung zugrunde liegende Mechanismus
nicht bekannt ist, kann aus dieser Beobachtung keine klare Aussage getroffen werden. Sicher
auszuschlieBen ist jedoch, das sich auf der Goldoberfliche noch eine homogene Schicht
befindet (Max Kreiter, Max-Planck-Institut fiir Polymerforschung, Mainz, pers.
Kommunikation). Die Griinde hierfiir konnten an einer Anderung in den Schichten der

Membran liegen.
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Abb. 4-14: SPFS-Messung einer artifiziellen, Integrin-funktionalisierten Membran auf einer Goldoberfliche vor
(blau) und nach dem Abspiilen nach der Inkubation mit einem zyklischen Kontrollpeptid ohne Bindungssequenz
¢[K-AMPB-KCATCDKK] (griin). Die Messungen wurden in dem identischen Puffer durchgefiihrt. Zusdtzlich ist
die SPR-Messung auf der wasserbedeckten Goldoberfliche vor dem Membranaufbau gezeigt (schwarz).

Weiterhin auffillig ist auch eine verringerte Bindungsféhigkeit der Integrin-Liganden nach
der Messung der Negativkontrolle (siche Abb. 4-15). Wird ndmlich direkt nach dem Abspiilen
der Negativkontrolle (---) eine Bindungsmessung des trans-Isomers von Peptid 1
durchgefiihrt (...), dann findet im Vergleich zu Abb. 4-11 nur noch eine verringerte Bindung
von Peptid 1 statt. Diese Beobachtung wurde durch identische Messungen an drei Integrin-
funktionalisierten Membranen bestitigt. Fine Bindung des Negativkontroll-Peptids trotz

fehlendem RGD-Motiv an die Integrinmolekiile kann ausgeschlossen werden, da eine
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Sptilung mit EDTA, welches die spezifische Bindung von Integrinliganden 16st (siehe Kapitel
4.3.3) nach der Zugabe der Negativkontrolle keine verbesserte Affinitit der Membran fiir
Peptid 1 bewirkt (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 4-15: Verringerte Bindung von Peptidl-trans-Isomer nach Abspiilen der Negativkontrolle. Der
Fluoreszenzhintergrund wurde jeweils abgezogen.

Eine Erklirung fiir die Beobachtungen in 4bb. 4-13 und 4-14 konnte sein, da3 zwar keine
Bindung der Negativkontrolle stattfindet, sondern mdglicherweise eine Wechselwirkung
zwischen dem Peptid ¢[K-AMPB-KCATCDKK] und der Integrin-funktionalisierten
Membran. Da die Negativkontrolle vier Lysine aufweist, ist es moglich, dall diese mit dem
positiv geladenen Phosphatidylcholin der Membran wechselwirken (L. Moroder, pers.
Mitteilung).

Es ist bekannt, dal kurze Polylysine wie Tetralysin oberflachlich an Lipiddoppelschichten
binden, ohne in diese einzudringen (Roux 1988). Rontgenstrukturanalysen deuten auch darauf
hin, daB lysinhaltige Polypeptide als Verbindung zwischen benachbarten
Lipiddoppelschichten fungieren und dadurch deren Aggregation und Dehydration auslosen
konnen (Carrier 1986). Von Polypeptiden, welche zusétzlich zu vier Lysinresten noch weitere
organische Komponenten enthalten, wurde hingegen ein starker EinfluB3 auf die Struktur von
Membranmimetika wie Phasenseparation (Galla 1975), (Cezanne 1999) oder Phasentransition
(de Kruijff 1985), (Franzin 2001) nachgewiesen. Von einem PEG-haltigen Lysinpeptid ist
eine zerstorerische Wirkung auf festkorperunterstiitzte Lipiddoppelschichten bekannt, wobei
die Molaritdt des verwendeten Puffers sowie die Qualitit der Membranen mallgebende
Faktoren sind (Rossetti 2004). Die Bildung von Doménen kann zu Defekten in einer

festkOrperunterstiitzten artifiziellen Membran fiihren (Rossetti 2004). Da es momentan
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experimentell nicht moglich ist, eine artifizielle Membran ohne jegliche Defekte zu erstellen
(Réadler 1995), (Sackmann 1996), kénnte eine zusétzliche Induzierung von Membrandefekten
durch lysinhaltige Peptide die Funktionalitit einer artifiziellen Membran beeintriachtigen. Die
in dieser Arbeit verwendete peptidunterstiitzte Membran kann anhand ihres Aufbaus aus
Vesikeln mit einem Durchmesser von 100 nm, welcher einen Kompromif3 zwischen der
sterischen FEinlagerung der Integrinmolekiile und der Spreitung zu einer mdglichst
homogenen Lipiddoppelschicht darstellt, mit SPR nicht nachweisbare Inhomogenititen
aufweisen. Eine kleinere Vesikelgrole von etwa 50 nm Durchmesser wiirde zu einer
homogeneren Membran mit wenigen Defekten fithren (Cremer 1999), (Reimhult 2003), aber
die funktionelle Inkorporation von Integrinmolekiilen erschweren. Bereits eine kleine Anzahl
von Membrandefekten, welche sich auch unterhalb des Detektionslimits befinden koénnen,
konnen ein Auseinanderbrechen der artifiziellen Membran begiinstigen (Diederich 1998). Die
Anlagerung von Lysinresten auf einer Seite der Modellmembran konnte zu einem
asymmetrischen Membranpotential fiihren, wodurch ein Auseinanderbrechen initiiert werden
kann (Diederich 1998), (Nagaraj 1987).

Anhand dieser Uberlegungen besteht die Mdglichkeit, daB das lysinreiche
Negativkontrollpeptid die in der Integrin-funktionalisierten Modellmembran enthaltenen
Defekte verstirkt, da auch die in Abb. 4-14 gezeigte Verschiebung des gemessenen
Reflektivitdtsminimuns auf eine starke Verdnderung der Membranoberflache hinweist.
Dadurch konnte eine Denaturierung oder teilweise Inaktivierung der Integrinmolekiile
stattfinden. Nachfolgende Peptidbindungen wiren dann im Vergleich zu einer intakten
Integrinfunktionalisierten Membran nur noch bedingt moglich, wie in 4bb. 4-15 angedeutet
wird.

Da das Negativkontrollpeptid mit dem Fluoreszenzfarbstoff Cy5 gekoppelt ist, wire
allerdings bei der Interaktion mit dem Membransystem ein Anstieg der Fluoreszenz
gegeniiber dem Membranhintergrund zu erwarten, der in Abb. 4-14 jedoch verschwindend
gering bleibt. Moglicherweise konnte der Grofiteil des Negativkontrollpeptids nach dem
Inkubationsschritt abgewaschen werden und die Fluorophore der verbleibenden Peptide,
welche mit der Membranoberfliche interagieren, von der Ddmpfung des Forstertransfers
betroffen sein. Dieses Dampfungsphdnomen wird bis zu einer Entfernung von ca. 10 nm von
einer Goldoberflache effektiv (Liebermann 2000), (Lakowicz 2004). Bei einer Anlagerung an
die Lipiddoppelschicht befindet sich das Negativkontrollpeptid aber hochstens 8.7 nm vor der
Goldoberfldache (vgl. Abb. 4-6), weshalb eine Dampfung der Cy5 Fluorophore wahrscheinlich
ware.

Als Resultat dieses Experiments erfolgt die Negativkontrolle im Folgenden stets nach den
eigentlichen Bindungsmessungen. Dieses Peptid stellt aufgrund der Beobachtungen in 4bb.
4-14 und Abb. 4-15 zwar keine ideale Negativkontrolle dar, erfiillt aber insofern die
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Bedingung einer Negativkontrolle, dal von ihm keine Bindung an die Integrinmolekiile

nachgewiesen werden kann.

4.3.3 Reversibilitat der Bindung von Peptid 1 und Peptid 2

Die Reversibilitit der Ligandenbindung an Integrin durch Ablésung mit EDTA bestétigt die
Spezifitit dieser Bindung. Auch konnen durch die Ablosung eines gebundenen Liganden
mehrere Bindungsmessungen auf einer identischen artifiziellen Membran vorgenommen
werden, was den genauen Vergleich der SPFS-Messungen ermoglicht.

SPFS-Messungen der durch EDTA vermittelten Ablosung eines Peptid 1-frans-Isomers
werden in Abb. 4-16 gezeigt. EDTA komplexiert die zur Integrinbindung essentiellen Mg*'-
Ionen (Hynes 1992). Fiir die Reversibilitdt der Bindung werden mehrere Inkubations- und
Spiilvorgénge mit EDTA bendtigt (siehe auch Kapitel 2.6.3.1). Dabei wird ein an eine
Integrin oyBs -funktionalisierte Membran gebundener Peptidligand am besten abgeldst, indem
die EDTA-L6sung fiir einen Zeitraum von 3 h im Abstand von 15 min ausgewechselt wird.
Nur durch die Spiilvorgénge kann verhindert werden, dal3 abgeloste Liganden wieder an die
Membran binden. Auch eine Ablosung nach einer Inkubation iiber Nacht mit EDTA kann

durch Spiilvorgédnge verbessert werden.
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Abb. 4-16: SPFS-Messungen von Peptid 1 in trans-Konformation, welches an Integrin gebunden ist (....) sowie
nach Inkubation mit EDTA fiir 2h (---) bzw. fiir 4 h (---). Die Messungen erfolgten auf der identischen
Mefpposition auf der artifiziellen Membran.

Die Ursache dafiir, dal zur Ablosung der Liganden intensive Inkubationen mit EDTA nétig
sind, konnte in der von Luo et al. (Luo 2003) beschriebenen hohen Stabilitit des
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bindungsfahigen Zustands von Integrinen liegen. Diese Konformation wird durch die hohe
Affinitit der Bindung von RGD-haltigen Peptiden induziert, die auch nichtkovalente
Wechselwirkungen zwischen beiden Untereinheiten des Integrins bewirkt. Daher bleibt die
Integrinbindung an RGD-Peptide auch nach der Einwirkung von EDTA erhalten (Luo 2003).
Fiir mehrere Bindungs- und Ablosungsvorginge verwendete Ingegrin-funktionalisierte
Membranen zeigen einen hdéheren Fluoreszenzhintergrund als direkt nach ihrem Aufbau
(Daten nicht gezeigt). Daher kann angenommen werden, daB die fluoreszenzmarkierten
Liganden nicht vollstindig durch die in Kapitel 2.6.3.1 beschriebenen Inkubations- und
Spiilvorgénge mit EDTA abgeldst werden.

Die Inkubation mit EDTA beeintrichtigt die Bindungsfahigkeit der Integrinmolekiile
zumindest nach viermaligem Abldsen nicht (siehe auch Abb. 4-17). Um eine eventuelle
Schédigung durch die Belichtung mit dem Laserstrahl zu verhindern, wird die Oberfldche der
MeBzelle in der Zeit zwischen den Messungen abgedeckt. Die Belichtung der Integrin-
funktionalisierten Membran bleibt daher nach ihrem Aufbau jeweils auf die etwa 2 min
dauernden SPFS-Messungen beschrinkt. Um dennoch einer Abnahme der physiologischen
Aktivitdt des Integrins vorzubeugen, wird die Benutzung einer Integrin-funktionalisierten
Membran auf maximal 4 Tage festgelegt. Die Funktionalitét einer Membran, welche wéhrend
4 Tagen bei Raumtemperatur mehrfachen Spiilvorgéingen mit Bindungspuffer und EDTA
ausgesetzt wurde, kann anhand der erfolgreichen Bindung von Peptid 1 in beiden

Konformationen nachgewiesen werden (siche 4bb. 4-17).
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Abb. 4-17: SPFS-Messungen von Peptid 1 in cis- sowie trans-Konformation auf einer 4 Tage alten, Integrin
oy fs-funktionalisierten artifiziellen Membran. Der Fluoreszenzhintergrund ist jeweils von den Messungen
abgezogen.
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4.3.4 Reproduzierbarkeit der Messungen auf verschiedenen Mef3positionen

Die Reproduzierbarkeit der Bindungsmessungen wird zundchst dadurch getestet, dal3
unterschiedliche MeBpositionen derselben Integrin-funktionalisierten Membran mit Peptid 1-
trans-Isomeren vermessen werden. Dies ist in Abb. 4-18 dargestellt. Obwohl jeweils die
identische Integrin-funktionalisierte Membran mit einer identischen Probe des Liganden
untersucht wird, zeigen die gemessenen Fluoreszenzsignale eine hohe Diversitét. Die Ursache
hierfir kann in der unterschiedlichen Verteilung der funktionellen inkorporierten
Integrinmolekiile liegen. Sofern in dem verwendeten Membransystem laterale Diffusion
moglich ist, kann diese Verteilung in der Membran durch laterale Diffusion oder Aggregation
entstechen. Auch die jeweilige experimentell nicht beeinfluBbare Orientierung der
Integrinmolekiile trigt zur Heterogenitit der Membran bei (siche Kapitel 4.2). Die in den
nachfolgenden Kapiteln nachgewiesene Ligandenbindung 148t jedoch darauf schlieBen, dal
sich zumindest ein Teil der inkorporierten Rezeptoren in der erwiinschten Orientierung
befindet, da die jeweilige Bindungsstelle in ihrer Konformation erhalten und zugénglich ist.
Aus sterischen Griinden kann die in A4bb. 4-5 dargestellte korrekte Orientierung als
wahrscheinlich hiufigste angenommen werden. Durch den Aufbau aus Vesikeln mit einem
Durchmesser von 100 nm, ein Kompromifl aus mdglichst funktioneller Inkorporation der
Integrinmolekiile und der Homogenitit der nach der Vesikelspreitung resultierenden
Lipiddoppelschicht, konnen mit Plasmonenmessungen nicht nachweisbare Membrandefekte
nicht vermieden werden (Cremer 1999), (Reimhult 2003). Alle aufgefiihrten Ursachen kénnen
gemeinsam zur Heterogenitdt der verwendeten Integrin-funktionalisierten Membranen
beitragen.

Der MeBbereich auf der artifiziellen Membran betrdgt durch den Durchmesser des
anregenden Laserstrahls ungefahr 1 mm”. Die gemessenen Fluoreszenzsignale geben jeweils
die Bindungsaffinitit aus diesem Bereich wieder. Fir eine hochstmdgliche
Reproduzierbarkeit werden daher die folgenden Messungen jeweils an einer identischen
MeBposition durchgefiihrt, indem jeweils die Losungen in der MeBkiivette ausgetauscht

werden.
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Abb. 4-18: Die Heterogenitdit der SPFS-Messungen der Bindung des Peptid I-trans-Isomers an Integrin o,f3;
(...). Die Messungen wurden an unterschiedlichen Stellen der Membran durchgefiihrt.

4.3.5 Photomodulation von komplexiertem Liganden

Eine der Aufgaben dieser Arbeit ist die Entwicklung eines lichtschaltbaren Systems: die an
Integrin in der Membran gebundenen Liganden sollen durch Einstrahlen von Licht einer
bestimmten Wellenldnge ihre Konformation wechseln, wodurch die Bindung an Integrin o33
gelost wird. Wie allerdings bereits in Abb. 4-5 gezeigt ist, kann Peptid 1-Cy5 mit deutlich
geringerer Effektivitét als freies Peptid 1 photomoduliert werden. Um diesen geringen Effekt
trotzdem auszunutzen, wird Cy5-gekoppeltes frans-Isomer des Peptids 1 im gebundenen
Zustand belichtet. Hierfiir wird ein Lichtleiter benutzt, so daf} direkt auf die in der Mef3kiivette
befindliche Membran mit gebundenem Liganden Licht eingestrahlt werden kann.

Das Ausbleichen von Cy5-Molekiilen bei einer Belichtung mit A = 633 nm ist bekannt
(Fiireder-Kitzmiiller 2005). Die Fluoreszenz von Cy5 kann aber durch eine Belichtung mit
kleineren Wellenldingen im Bereich von A =~300-532 nm wiederhergestellt werden
(Heilemann 2005). Aufgrund dessen wird in dem folgenden Experiment bei einer Belichtung
der Peptid 1-Cy5 Konjugate mit A = 360 nm bzw. A =450 nm keine Photobleichung des Cy5-
Chromophors erwartet. Mittels einer Messung von unbelichtetem Peptid 1 frans-Isomer auf
der identischen Membran kann jedoch eine eventuelle Photobleichung des Konjugats

iiberpriift werden.
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Die Belichtung der Integrin-funktionalisierten Membran mit gebundenem Peptid 1 trans-
Isomer mit der Wellenldnge A = 360 nm soll zur Photoisomerisierung des Peptids in die cis-
Konformation fithren. Erwartungsgemifl bewirkt die fortschreitende Belichtungszeit eine
Verringerung des Fluoreszenzsignals (Kurven 1 und 2 in Abb. 4-19). Dies stimmt mit den
Beobachtungen aus Abb. 4-5 und Abb. 4-11 iiberein. Es besteht zumindest eine geringe
Photoisomerisierbarkeit des Cy5-gekoppelten Liganden, und die Bindungsaffinitit von
Peptid 1 sinkt deutlich in der cis-Konformation.

Allerdings dhnelt die gemessene Fluoreszenz nach 20miniitigem Belichten mit A = 360 nm
dem Hintergrundsignal (Kurve 3 in Abb. 4-19). Darauthin wird Licht der Wellenldnge A =
450 nm eingestrahlt. Eine dadurch induzierte Riickisomerisierung in die trans-Konformation
sollte eine hohere Bindungsaffinitit und damit ein Ansteigen des Fluoreszenzsignals
bewirken. Wie nun aus Kurve 4 in 4bb. 4-19 ersichtlich ist, bewirkt 20miniitiges Einstrahlen
von Licht der Wellenlinge A= 450nm genau das Gegenteil des erwarteten
Fluoreszenzanstiegs: Die gemessene Fluoreszenz sinkt stark und betrigt nun etwa

0.6x 10* cps weniger als der Fluoreszenzhintergrund der Membran vor der Peptidzugabe.
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Abb. 4-19: SPFS-Messungen von Peptid I-trans-Isomer, welches an eine Integrin-funktionalisierte Membran
gebunden ist. Das Peptid wird im gebundenen Zustand mit Licht der Wellenlingen A =360 nm bzw. 1 =450 nm
bestrahlt. Die Hintergrundfluoreszenz wird jeweils mathematisch abgezogen. Die Messung der Reflektivitit
verdndert sich nicht durch die Belichtungen.

Aus der gemessenen geringen Fluoreszenz nach der Belichtung mit A = 450 nm 146t sich
vermuten, dal kein Cy5-gekoppelter Ligand mehr an die Membran gebunden ist. Daher wird
die Funktionalitit der Integrin-funktionalisierten Membran durch Zugabe einer identischen
Probe des trans-Isomers von Peptid 1 getestet. In Abb. 4-19 ist diese Messung durch Kurve 5
dargestellt. Das gemessene Fluoreszenzsignal weist kein Maximum auf, wie bei einer
Bindung des frans-Isomers von Peptid 1 an eine intakte Integrin-funktionalisierte Membran
bisher detektiert wurde (Kurve 1). Weiterhin bestitigt das geringe Fluoreszenzsignal der
Probe des zuletzt vermessenen unbelichteten Peptid 1-trans-Isomers, dal die gemessene
geringe Fluoreszenz nach den Photoschaltungen nicht auf eine Bleichung des Cy5-
Chromophors zuriickgefiihrt werden kann. Im Fall einer Bleichung wéren zwar niedrige
Fluoreszenzsignale der Kurven 2 - 4, aber bei dem zuletzt vermessenen unbelichteten Peptid
(Kurve 5) ein der Kurve 1 dhnliches Fluoreszenzsignal erwartet worden.

Das Absinken der Fluoreszenz unter den Fluoreszenzhintergrund (Kurve 4) konnte auf eine
Verdnderung der artifiziellen Membran im Vergleich zu ihrem Ausgangszustand vor der
Belichtung hindeuten. Mdoglich wére, dal die inkorporierten Integrinmolekiile durch die
Einstrahlung von Licht in ihrer Funktionalitit zerstort werden (L. Moroder, pers. Mitteilung).
Es ist bekannt, da} vor allem in der Gegenwart eines Chromophors bei Belichtung reaktive
Sauerstoffspezies freigesetzt werden (Odell 1970), (Kraljic 1986), (Abels 2000). Diese
konnen eine Photooxidation von funktionellen Zentren in Proteinen auslésen (Wondrak
2002), welche beispielsweise in einer reduzierten Bindungsfihigkeit von Liganden
resultieren. Dabei sind vor allem die Aminosduren Tryptophan, Histidin, Tyrosin und alle
schwefelhaltigen Derivate von Cystein und Methionin von Photooxidation betroffen (Ilag,
2003). Weiterhin kann die Einwirkung von hohen Beleuchtungsstirken auch wiarmeinduzierte
Schiden in Proteinen auslosen (Buehler 1999). Der Ausmal} der lichtinduzierten Schiadigung
von Biomolekiilen steigt mit dem Quadrat der jeweiligen eingestrahlten Lichtstirke sowie mit
der Verwendung kleinerer Wellenldngen an (So 2000). Daher ist die Auswirkung auf die
Integrinmolekiile wihrend einer etwa 2 min dauernden SPFS-Messung mit der Intensitét von
0.8 mW des verwendeten Laserstrahls weitaus geringer als die Lichtintensitdt der
20miniitigen Photoschaltung bei 25 mW. Diese beiden Beleuchtungsvorginge sind allerdings
aufgrund der unterschiedlichen Wellenlingen A = 633 nm bei der SPFS-Messung und A =
360 nm bzw. A =450 nm bei der Photoschaltung nicht miteinander zu vergleichen.

Dieser Versuch 148t daher vermuten, dall infolge von Prozessen der Photooxidation keine
direkte Photomodulation der verwendeten fluoreszenzmarkierten Peptidliganden wéhrend

ihrer Bindung an die artifizielle Membran moglich ist. Aus diesem Grund wird in den
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folgenden Bindungsmessungen der Ligand jeweils vor seiner Zugabe photoisomerisiert und
anschlielend an den Fluorophor Cy5 gekoppelt.

Das hier gemessene Fluoreszenzsignal weist auBerdem Ahnlichkeiten mit dem
Fluoreszenzsignal des Negativkontrollexperiments auf (siehe Abb. 4-15). Auch dieses
Experiment fiihrt vermutlich zu einer Zerstérung der Integrin-funktionalisierten Membran. In
beiden Fillen kann eine reduzierte Bindungsfihigkeit der Integrinmolekiile nachgewiesen

werden.

4.4 Quantitativer Vergleich der Bindungskapazitaten von Peptid 1 cis- und
trans-lsomeren

Fiir eine quantitative Aussage der Bindungsaffinititen von Peptid 1 cis und trans-Isomeren
sind Bindungsmessungen auf verschiedenen Integrin oyfs;-funktionalisierten Membranen
notwendig. Wie bereits in Kapitel 4.3.4 ausgefiihrt ist, sind die Bindungsmessungen an
unterschiedlichen MeBpositionen derselben Membran nur bedingt miteinander vergleichbar.
Die in Kapitel 4.3.2 dargestellten SPFS-Messungen der cis- und trans-Isomere von Peptid 1
und Peptid 2 sind Mittelwerte aus jeweils drei Werten, die an unterschiedlichen Positionen
einer identischen artifiziellen Membran detektiert wurden. Trotz der Messung an
verschiedenen Positionen zeigen die in Abb. 4-12 dargestellten Mittelwerte und
Standardabweichungen der MeBwerte deutlich eine hohere Bindungsaffinitdt von Peptid 1
und jeweils beider trans-Isomere.

Eine genauere und gut reproduzierbare Aussage kann getroffen werden, wenn die Messungen
jeweils an einer identischen MeBposition stattfinden (siche Kapitel 4.3.4). Um die
Funktionalitdt der Integrinmolekiile zu gewihrleisten (siche auch Kapitel 4.3.3), wird eine
Membran fiir hochstens zwei aufeinanderfolgende Tage und fiir nicht mehr als vier
Bindungsmessungen verwendet. Da jeweils zwei Bindungsmessungen pro Isomer an einer
Membran fiir eine quantitative Aussage nicht ausreichen, werden Bindungsmessungen auf
insgesamt vier verschiedenen Membranen verglichen. Dadurch wird jeweils die Integrin-
funktionalisierte Membran in hdchstens drei Spiilvorgéngen mit EDTA inkubiert, um jeweils
die Liganden abzulosen. Die an diesen Membranen vorgenommenen Bindungsmessungen
(siche Abb. 4-20) weisen daher gleiche Ausgangsbedingungen auf.

Die daraus resultierende durchschnittliche Bindungsaftinitit der beiden Isomere wird in 4bb.
4-21 gezeigt. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen aus Kapitel 4.3.2 weist das trans-Isomer
eine deutlich hohere Bindungsaffinitit als das cis-Isomer auf, die aus 4bb. 4-21 zu 75% =+
25% bzw. um einen Faktor 1.33 bestimmt werden kann. Der hohe Wert der Standard-
abweichung kommt durch den Vergleich von Messungen auf unterschiedlichen Membranen

zustande.
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Abb. 4-20: Darstellung der lokalen Fluoreszenzmaxima der Bindungsmessung von Peptid 1 Cis- und trans-
Isomeren. Es wurden Bindungsaffinititen an vier verschiedenen Integrin-funktionalisierten Membranen
gemessen. Gemessene Fluoreszenzmaxima mit dem trans-Isomer sind dunkel, Messungen mit dem Cis-Isomer
hell dargestellt. Die Fluoreszenzmaxima werden in ihrer gemessenen Reihenfolge gezeigt.
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Abb. 4-21: Die durchschnittliche Bindung von Peptid 1 in trans- bzw. cis-Konformation. Die Darstellung zeigt
Mittelwert und Standardabweichung von jeweils 8 Messungen.

Die Funktionalitit der Integrinmolekiile bleibt zumindest wihrend drei Inkubationsschritten
mit EDTA erhalten. Dies wird durch besonders durch die Bindungsmessungen an der ersten
Membran in Abb. 4-20 deutlich, in denen das hochste MeBsignal von dem zuletzt
vermessenen Liganden stammt. Dennoch besteht die Moglichkeit, da3 die Bindungsfahigkeit
der Integrinmolekiile durch lange Inkubations- und Spiilvorginge mit EDTA beeintrachtigt
wird. Wie in Kapitel 4.3.3 beschrieben ist, verbleibt moglicherweise auch nach der Ablosung
mit EDTA ein Teil der Liganden an die Integrinmolekiile gebunden. Daher konnte sich die
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Bindungsféhigkeit der Integrine mit der Anzahl der vorgenommenen Bindungsmessungen
andern.

Ein moglicher Einflu der MefBreihenfolge auf die detektierten Bindungen wird dadurch
analysiert, da3 jeweils zwei aufeinanderfolgende Messungen eines cis- und trans-Isomers in
einer identischen MeBposition dividiert werden (siehe Abb. 4-22). Analog werden zwei nicht
aufeinanderfolgende Messungen von cis- und trans-Isomeren normalisiert (siche Abb. 4-23).
Das trans-Isomer des Paars ist jeweils auf 1 gesetzt, so daB3 der jeweilige Unterschied in
seiner Bindungsaffinitét zu der des cis-Isomers zum Ausdruck kommt.

Das Resultat dieser Analysen ist eine Unabhingigkeit der hoheren Bindungsaffinitit des
trans-Isomers von der gemessenen Reihenfolge. Von den 16 analysierten cis-trans-Paaren
weisen 12 eine hohere Affinitit des trans-Isomers auf. Der quantitative Vergleich der
Bindungsaffinitét der cis- und trans-Isomere von Peptid 1 ist zusammenfassend in Abb. 4-21
dargestellt.
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Abb. 4-22: Vergleich der Bindungsaffinititen der cis und trans Isomere von Peptid 1 durch die Division der
nacheinander gemessenen lokalen Fluoreszenzmaxima. Die Messungen werden normiert, indem jeweils der
Wert des trans-Isomers auf 1 gesetzt wird.
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Abb. 4-23: Vergleich der Bindungsaffinitdten der Peptid 1 cis und trans Isomere durch die Division der versetzt
gemessenen lokalen Fluoreszenzmaxima. Die Messungen werden durch das Setzen der Daten des trans-Isomers
auf'1 normiert.

4.5 Reproduzierbarkeit der Mel3signale

Die Reproduzierbarkeit der einzelnen Fluoreszenzsignale wird durch mehrmaliges Messen

bestitigt. Die Mittelwerte und die Standardabweichung aus jeweils drei reproduzierten

Einzelmessungen werden in Abb. 4-24 gezeigt. Die Streuung von den MeBwerten um den

Mittelwert betridgt durchschnittlich 1.59%. Die gemessenen Fluoreszenzsignale sind daher mit

einer hohen statistischen VerlaBlichkeit reproduzierbar.
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Abb. 4-24: Darstellung von dem Mittelwert und den Standardabweichungen von SPFS-Messungen, die jeweils
die Bindung von Peptid 1 an eine Integrin a,f;-funktionalisierte Membran darstellen. Die gezeigten Werte
bestehen aus jeweils 3 gemittelten Einzelmessungen.
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4.6 Zusammenfassung der Ergebnisse

In diesem Kapitel wird ein definiertes Modellsystem vorgestellt, in dem die Dynamik von
lichtschaltbaren Bindungen synthetischer Peptidliganden an den Zelladhésionsrezeptor
Integrin avfBs; systematisch erfasst werden kann. Dabei wird der EinfluB der Konformation
des présentierten Bindungsmotivs der Peptidliganden auf die Bindungsaffinitit an natives
Integrin ayPs charakterisiert (Schiitt 2003).

Die Bindung synthetischer Peptidliganden an Integrin, dessen Funktionalitit durch die
Inkorporation in eine artifiziellen Membran erhalten bleibt, wird mit Oberflachenplasmonen-
Fluoreszenzspektroskopie (SPFS) nachgewiesen. Die Besonderheit der verwendeten
Peptidliganden besteht darin, da sie zusdtzlich zu dem RGD-Bindungsmotiv einen
Azobenzol-Chromophor (AMPB) enthalten, der eine reversible Photoisomerisierung
ermoglicht. Obwohl sich die Peptidliganden Peptid 1 (c[KARGDFV-AMPB]) und Peptid 2
(c[ARGDFVK-AMPB]) ausschlieBlich in der Position einer Aminosdure in der Sequenz
unterscheiden, kann eine hohere Bindungsaffinitit des Peptids 1 relativ zu Peptid 2 um den
Faktor 4.41 in der cis-Konformation bzw. um den Faktor 2.76 in der trans-Konformation
nachgewiesen werden (Milbradt 2005). Diese hohere Affinitét resultiert aus der Beteiligung
unterschiedlicher Aminoséuren an der Integrinbindung. Innerhalb der untersuchten Peptide
kann eine konservierte hohere Bindungsaffinitit des frans-Isomers nachgewiesen werden.
Dabei bindet das trans-Isomer von Peptid 1 im Mittel um den Faktor 1.33 starker als das cis-
Isomer, da das RGD-Bindungsmotiv in der trans-Konformation leichter zugéinglich ist. Diese
hohere Bindungsaffinitit des trans-Isomers bleibt unabhéngig von der vermessenen Integrin-
funktionalisierten Membran oder der MeBreihenfolge (Schiitt 2003). Dabei kann eine
eventuelle Auswirkung des zur Bindungsdetektion an die Peptide gekoppelten Chromophors
Cy5 auf die Bindungsaffinitit zwar nicht ausgeschlossen werden, wiirde aber alle
untersuchten Peptide in gleicher Art und Weise beeinflussen, so dafl die jeweiligen
Bindungsunterschiede bestehen bleiben. Allerdings behindert der Chromophor die
Photoisomerisierbarkeit der konjugierten Peptide. Die fiir die Photomodulation benétigte
Lichtintensitdt von 25 mW bewirkt einen moglichwerweise durch Photooxidationsprozesse
bedingten Funktionalitdtsverlust der Integrinrezeptoren, wohingegen die Integrinfunktionali-
sierte Membran wihrend den vorgenommenen SPFS-Messungen iiber mindestens 4 Tage
hinweg stabil und funktionell bleibt. Das als Negativkontrolle vorgesehene Peptid (c[K-
AMPB-KCATCDKK]), welches kein Integrinbindungsmotiv enthilt, verursacht ebenfalls
eine irreversible Beeintrichtigung der Integrin-funktionalisierten Membran. Diese
Beobachtung konnte mit einer Interaktion der vier Lysin-Reste mit der Lipid-doppelschicht

erklart werden, was moglichweise die in geringem Ausmall vorhandenen Defekte in der
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Membran verstirkt und dadurch einen teilweisen Funktionsverlust der Integrine oder sogar

ein Auflosen der Membran bewirkt.
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4.7 Diskussion und Ausblick

4.7.1 Bedeutung von peptidunterstitzten Membranen als Modellsysteme zur Analyse
empfindlicher Membranproteine

In dieser Arbeit wird zu Bindungsmessungen an Integrinrezeptoren eine artifizielle
peptidunterstiitzte Membran verwendet (Schmidt 1998), (Sackmann 2000), (Knoll 2000),
(Sinner 2004), welche die Funktionalitit der Integrinmolekiile durch die Imitation ihrer
natiirlichen Umgebung aufrechterhdlt. Besonders die verankernde Peptidschicht ermdglicht
durch den zusétzlichen Raum unterhalb der Lipiddoppelschicht das Einfiigen von
cytosolischen Doménen eines Membranproteins. Eine Schwierigkeit der Analyse von
Membranproteinen in artifiziellen Membranen besteht in der lateralen Beweglichkeit der
Membranproteine. Viele Rezeptoren benodtigen die Diffusion ihrer Untereinheiten als
Voraussetzung ihrer Bindungsaffinititen oder ihrer Signaliibertragung (Peters 1988), (Kwon
1994). Von peptidunterstiitzten artifiziellen Membransystemen ist jedoch oft eine
eingeschrinkte Beweglichkeit der inserierten Membranproteine bekannt, da die Moglichkeit
besteht, da3 diese mit der unterstiitzenden Schicht interagieren (Wagner 2000). Kurze und
wenig flexible Verankerungen erschweren die Diffusion der unteren Membranhailfte (Schiller
2003). Die verankerten Lipide bilden unbewegliche Hindernisse innerhalb der fliissigen
Phospholipidmatrix (Naumann 2002), weshalb der Diffusionskoeffizient eines inkorporierten
Membranproteins von der molaren Konzentration der verankerten Lipide abhéngt (Deverall
2004). Da von dem in dieser Arbeit verwendeten Integrin-funktionalysierten Membransystem
kein Diffusionskoeffizient der inserierten o3 Rezeptoren bekannt ist, kann iiber deren
Beweglichkeit keine Aussage getroffen werden. Weil die ayps; Rezeptoren aber
wahrscheinlich bereits als Dimere in die artifizielle Membran eingebaut werden und die
Wechselwirkung zwischen den beiden Untereinheiten durch die Ligandenbindung sogar noch
verstarkt wird (Luo 2003), bereitet eine mogliche Unbeweglichkeit der Integrine fiir die in
dieser Arbeit vorgenommenen Messungen keine Schwierigkeiten.

Eine weitere Herausforderung in dem Modellsystem der peptidunterstiitzten Membran ist
deren homogene Priparation. Die Homogenitit einer planaren Membran wird neben der
Lipidzusammensetzung auch von der GroBe der =zur Vervollstindigung der
Lipiddoppelschicht verwendeten Vesikel bestimmt. Dabei fiihrt die Spreitung kleinerer
Vesikel von etwa 50 nm Durchmesser zu einer homogeneren Membran mit wenigen Defekten
(Cremer 1999), (Reimhult 2003). Da in dieser Arbeit eine VesikelgroBe von 100 nm
Durchmesser verwendet wird um die Integrinmolekiile moglichst funktionell inkorporieren zu
konnen, konnen Defekte in der Homogenitét der Integrin-funktionalisierten Membranen nicht
ausgeschlossen werden. Auch die experimentell nicht beeinfluBbare Orientierung der
Integrinmolekiile kann zur Heterogenitit der préparierten Membranen beitragen, wobei
allerdings aus sterischen Griinden die korrekte Orientierung als wahrscheinlich héaufigste

angenommen werden kann. Die erfolgreiche Bindung der Peptidliganden 146t auf eine
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korrekte Orientierung zumindest eines Teils der inkorporierten Integrinmolekiile schlieen.
Moglicherweise sind die in Kapitel 4.3.4 nachgewiesenen unterschiedlich starken
Fluoreszenzsignale auf unterschiedlichen MefBpositionen einer Integrin-funktionalisierten
Membran auch auf eine heterogene Verteilung der inkorporierten Integrinmolekiile
zuriickzufiihren. Eine verldBliche Aussage tliber die Bindungsaffinititen der photoschaltbaren
Peptidisomere kann jedoch anhand von einer statistischen Auswertung von
Bindungsmessungen an mehreren Membranen getroffen werden.

Insgesamt bietet die peptidunterstiitzte artifizielle Membran einen erfolgreichen Ansatz, die
Wechselwirkungen von Integrinen mit ihren Liganden auBerhalb einer lebenden Zelle in

einem definierten System zu analysieren.

4.7.2 Grundlage der dreidimensionalen Struktur des RGD-Motivs fir die
Integrinbindung und vorgeschlagene Bindungsmodi der Peptide 1 und 2
Die molekularen Grundlagen der Bindung des RGD-Motivs an den Integrinrezeptor oyPs sind
anhand von Informationen aus der Rontgenkristallstrukturanalyse des RGD-Peptids c[Arg-
Gly-Asp-D-Phe-(Me)Val] mit Integrin ayfs bekannt (Xiong 2002). Diese Daten konnen dazu
verwendet werden, die Bindungsaffinitidt von zyklischen RGD-Peptiden an Integrin anhand
ihrer Sequenz und RinggroBe zu berechnen. In einer solchen Modellierung wurde bereits eine
bevorzugte Bindung des cis-Isomers eines Azobenzol-haltigen RGD-Peptids vorausgesagt
(Haubner 1997). Die in dieser Arbeit experimentell durchgefiihrten Bindungsstudien weisen
jedoch deutlich eine hohere Bindungsaffinitit von trans-Isomeren nach, welche innerhalb der
untersuchten Peptide konserviert ist (Milbradt 2005). Mit diesen detaillierten Informationen
iiber die Wechselwirkungen des RGD-Motivs mit der Integrinbindungstasche ist es nun
moglich, maBgeschneiderte Integrinliganden mit definierter Bindungsaffinitit zu

synthetisieren.

Fiir eine Bindung von Peptidliganden mit dem RGD-Motiv an Integrin o33 ist eine Spalte an
dem sogenannten "Kopf" des Integrins entscheidend, welche sich zwischen der Propeller-
Region der a-Untereinheit und der BA-Region der -Untereinheit befindet (Xiong 2002, siche
Abb. 4-25). Der RGD-Ligand besetzt dort die sogenannte Metallion-abhdngige
Adhisionsstelle (MIDAS) und interagiert mit beiden Untereinheiten des Integrins. Die
stirksten Wechselwirkungen erfolgen aus den Seitenketten des Arginins und des Aspartats
des RGD-Motivs. Der Aspartatrest bindet mit seinem ersten Carboxylat-Sauerstoffatom an
das Mn®"-Ion in der MIDAS-Region und bildet mit seinem zweiten Carboxylat-

Sauerstoffatom jeweils eine H-Briickenbindung zu den Aminosdureresten Tyr122 und
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Asn215 des Integrins aus. Gleichzeitig bildet die Seitenkette des Arginins in einer tiefen
Spalte an der Spitze der Propeller-Region jeweils eine Salzbriicke zu den Resten Asp218 und

Aspl60 des Integrins aus. Der zentrale Glycinrest befindet sich als kleine, sehr flexible

Aminoséure zwischen den o- und B-Untereinheiten direkt auf der Integrin-Oberflédche

(Haubner 1996), (Xiong et al., 2002).

Abb. 4-25: A: Kristallstruktur der Bindungstasche von Integrin oyf; im Komplex mit dem Peptid c[Arg-Gly-Asp-
D-Phe-(Me)Val-]. Die Untereinheiten sind blau (o) bzw. rot ([3;) eingefirbt. B: Hervorhebung der spezifischen
Interaktionen zwischen Integrin und Ligand, wobei Mn’*-Ionen tiirkis (MIDAS) bzw. violettfarben (ADMIDAS)
und H-Briickenbindungen bzw. Salzbriicken gestrichelt dargestellt sind (Xiong et al., 2002).

Das RGD-Motiv des frans-Isomers des in dem in dieser Arbeit untersuchten Peptid 1 besitzt
eine dhnliche definierte rdumliche Orientierung wie die Arginin- und Aspartatreste des in
Xiong et al. (Xiong 2002) verwendeten RGD-Peptids. Die gesamte Peptidkette des trans-
Isomers liegt parallel zu dem Azobenzolchromophor in gestreckter Form vor. In dem
flexibleren cis-Isomer dagegen weisen diese beiden Aminosdurereste eine eher zufdllige
Orientierung auf. Dessen Arginin- und Lysinseitenketten nehmen im Unterschied zu dem
trans-Isomer tendentiell eine helikale Konformation ein. Als konformationell
uneingeschrianktes Peptid steht dem entspannteren cis-Isomer ein grofler Konformationsraum
zur Verfligung, weshalb sich seine Bindung an Integrin als entropisch ungiinstig erweisen
konnte. Daraus konnte die in dieser Arbeit nachgewiesene geringere Bindungsaffinitdt des
cis-Isomers beider untersuchten Peptide resultieren (siehe Kapitel 4.3.1, Kapitel 4.4). Der
deutliche Bindungsunterschied innerhalb der Peptide 1 und 2 kann nur auf die verdnderte
Position des Azobenzolchromophors relativ zu dem RGD-Bindungsmotiv zuriickgefiihrt
werden.

Die jeweiligen Komplexe aus den Isomeren der Peptide 1 und 2 mit der Bindungstasche des
Integrin ayPs sind in Abb. 4-26 als Strukturmodelle in ihrer jeweiligen sterisch und
konformationell bevorzugten Position dargestellt. Bei der Modellierung wurde jeweils die

RGD-Sequenz als bindend angenommen.
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Peptid I trans (pink) und cis (violett) Peptid 2 trans (hellblau) und cis (dunkelblau)

Abb. 4-26: Vergleich der Bindung der untersuchten Peptidisomere an die Bindungstasche des Integrin ayf;
(Milbradt 2005). Die Bindungstasche des Integrins ist dunkelgriin, der AMPB-Chromophor orangefarben und
die Metallionen der Metallion-abhingige Adhdsionsstelle (MIDAS) gelb dargestellt. Die Schleifen der
Peptidriickgrade sind pinkfarben (Peptid 1 trans), violett (Peptid 1 cis), hellblau (Peptid 2 trans) bzw. dunkelblau
(Peptid 2 cis) eingefiirbt.

Die rdumliche Orientierung des RGD-Motivs entspricht dessen Anordnung in der
Rontgenstruktur von Xiong et al., weshalb die Peptide 1 und 2 wahrscheinlich in der gleichen
Art und Weise wie das beschriebene Peptid c[Arg-Gly-Asp-D-Phe-(Me)Val] an Integrin
binden. Der Azobenzolchromophor befindet sich unabhéngig von der Isomerisierung oder der
Peptidsequenz in der jeweils gleichen Orientierung (siche Abb. 4-26). Die jeweiligen
Aminosdurereste tragen abhingig von den isomeren Zustinden und den unterschiedlichen
Sequenzen unterschiedlich stark zu der Bindung bei, wobei ein Unterschied von bis zu 34 kJ
mol™ bestehen kann (Milbradt 2005). Die Gesamtenergie ist jedoch fiir die beiden Isomere
beider Peptide &hnlich, wenn die jeweiligen Aminosdurereste unabhingig von ihren
Positionen innerhalb der Sequenz betrachtet werden. Der Chromophor weist trotz den
unterschiedlichen Isomerisierungsstadien und Sequenzpositionen nur geringe Verdnderungen
um +7 kJ mol™" auf (Milbradt 2005). Obwohl die modellierten Bindungszustinde von Peptid 1
und 2 jeweils dhnliche Positionen fiir die RGD-Sequenz und den AMPB-Chromophor
aufweisen, resultieren ihre konformellen Unterschiede in einer experimentell deutlich
voneinander abweichenden Affinitdt fiir die Bindung an Integrin ayf3;. Die anhand dieser
Arbeit entstandenen Daten ermdglichen ein besseres Verstehen der molekularen Grundlagen
einer selektiven Interaktion von Integrin ayf; an Liganden mit dem RGD-Motiv. Diese
Information kann beispielsweise fiir das Erstellen von Liganden mit optimaler

Integrinbindung verwendet werden.
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4.7.3 Optimierte Photomodulation mit einem Peptid 3

In dieser Arbeit wird anhand der zyklischen RGD-Peptide 1 und 2, welche jeweils einen
Azobenzolchromophor zur Photoschaltung aufweisen, eine von dem jeweiligen
Isomerisierungszustand abhéngige Bindungsaffinitit an natives Integrin oyf3;3 nachgewiesen.
Innerhalb der Isomere eines Peptids kann bei dem trans-Isomer des Peptids 1 eine zu dem
Faktor 1.33 bzw. bei dem frans-Isomer des Peptids 2 eine zu dem Faktor 2.40 hohere
Bindungsaffinitdit als bei den jeweiligen cis-Isomeren gezeigt werden. Die
Gesamtbindungsaffinitdt des Peptids 2 ist allerdings zu niedrig, um dessen mogliche
Ablosung durch die Photoschaltung detektieren zu konnen. Daher wurde, ausgehend von den
Ergebnissen der Bindungsexperimente mit Peptid 1 und Peptid 2, bereits ein weiteres
photoisomerisierbares Peptid modelliert. Dieses optimierte Peptid, welches im Folgenden als
Peptid 3 bezeichnet wird (siche Abb. 4-27), vereinigt die Eigenschaften einer starken
Integrinbindung mit einem groflen Unterschied in der Konformation beider Isomere (Milbradt
2005).

Lys-Gly-Arg-Gly-Asp-Asp-Val

N=NOC—N
H, H

Abb. 4-27: Peptid 3, welches eine optimierte Peptidsequenz fiir die Bindung an Integrin ayf; enthdlt (Milbradt
2005).

O

Im Vergleich zu Peptid 1 (siehe 4bb. 4-1) ist in Peptid 3 das Alanin durch Glycin substituiert
(Position 2 in Abb. 4-27), wodurch eine flexiblere Anpassung des Peptidliganden an die
Bindungsflache des Integrins mdglich wird. Gleichzeitig wird durch das Wegtfallen der
hydrophoben Methylgruppe des Alanins, die in Peptid 1 dem Lésungsmittel zugewandt ist,
eine hohere Bindungsenergie erreicht. Aus dem gleichen Grund erméglicht das Ersetzen des
Phenylalanins durch Asparagin (Position 6 in Abb. 4-27), dal3 dem Peptid 3 mit dem daraus
gebildeten Bindungsmotif RGDD zwei Asartatreste zur Bindung sowohl an die MIDAS- als
auch an die ADMIDAS (zusitzliche MIDAS)-Region zur Verfiigung stehen. Aufgrund dieser
verstirkten Bindung kann fiir das Peptid 3 eine zu 280 kJ mol™ hohere Bindungsenergie im
Vergleich zu Peptid 1 berechnet werden (Milbradt 2005).

Diese hohere Bindungsaffinitdit von Peptid 3 wiirde eine Detektion durch stirkere
Fluoreszenzsignale erleichtern. Allerdings wére eine Ablosung des an Integrin gebundenen
Liganden langwieriger (vgl. Kapitel 4.3.3). Daher konnten moglicherweise nur zwei
Bindungsmessungen, nédmlich die jeweils eines cis- und eines trans- Isomers, auf einer
identischen Membran durchgefiihrt werden. Eine statistische Auswertung an mehreren

Membranen (vgl. Kapitel 4.4) konnte die Aussage dieser Bindungsmessungen bestitigen.
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Die Integrinbindungen des cis- und trans-Isomers des optimierten photomodulierbaren
Liganden Peptid 3 unterscheiden sich im Modell deutlich (siche Abb. 4-28). Daraus kann
vermutet werden, dal auch die Bindungsaffinititen der jeweiligen Isomere signifikant
voneinander abweichen. Welches Isomer jedoch die hohere Bindungsaffinitit aufweist, kann
nur experimentell tiberpriift werden. Da in den bisherigen Messungen jeweils das trans-
Isomer der Peptide 1 und 2 eine hohere Bindungsaffinitit erreicht (siche Kapitel 4.3.1,
(Milbradt 2005)), ist anzunehmen, da3 auch das trans-Isomer des Peptids 3 stérker als das cis-

Isomer bindet.

.._ADI\/IIDAS

ASP-6

Abb. 4-28: Modellierte Struktur des Bindungskomplexes von Peptid 3 mit Integrin ayf; (Milbradt 2005).Das
Peptidriickgrat des cis-Isomers ist blau, das des trans-Isomers pinkfarben dargestellt. Die Metallion-abhdingige
Adhdsionsstelle (MIDAS) sowie die zusdtzliche zweite MIDAS (ADMIDAS) sind mit Pfeilen gekennzeichnet.

Idealerweise unterscheiden sich die Bindungsaffinititen der beiden Isomere von Peptid 3 in
einer Stirke, die bei Belichtung des Komplexes eine Ablosung des Peptids bewirkt.

In Kapitel 4.3.5 wird die Hypothese eines irreversiblen Funktionsverlusts des Integrins durch
eine wihrend der Belichtung auftretende Photooxidation aufgestellt. Diesem ProzeB konnte
zundchst durch die Verwendung kiirzerer Belichtungszeiten auf die Integrin-funktionalisierte
Membran entgegengewirkt werden. Die Photoisomerisierung von Peptid 1 ist bereits nach 10
Sekunden beinahe abgeschlossen (siche Abb. 4-3). Ob diese Zeitspanne die Funktionalitit der
Integrinmolekiile beeinflufit, konnte experimentell leicht nachgepriift werden, indem die
Integrin-funktionalisierte Membran fiir 10 Sekunden belichtet und anschlieBend eine
Bindungsmessung mit dem Peptid 1-trans-Isomer durchgefiihrt wird.

Wie aus 4bb. 4-5 deutlich wird, kann das an den Fluorophor Cy5 gekoppelte Peptid 1 im
Vergleich zu Peptid 1 nur zu etwa 20% photoisomerisiert werden. Eine verbesserte
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Isomerisierung von Peptid 1-Cy5 konnte aber durch die Abtrennung der ungebundenen
Fluorophormolekiile erreicht werden, welche hauptsdchlich an der Storung der
Photoisomerisierung des fluorophormarkierten Liganden beteiligt sind. Der erwartete starke
Verlust an Liganden durch die Abtrennungsprozedur koénnte dann durch eine erhdhte
Peptidsynthese ausgeglichen werden. Die anhand von Peptid 3 erreichte Photoschaltung einer
Integrinbindung in situ wére dann nicht nur fiir die Grundlagenforschung an der
Konformation des Bindungsmotifs interessant, sondern wiirde sich auch als Werkzeug fiir die
photoschaltbare An- oder Ablosung von lebenden Zellen auf strukturierten Oberflichen

eignen, wie sie im folgenden Kapitel diskutiert wird.

4.7.4 Photoschaltung der Adhasion von lebenden Zellen

Eine photoschaltbare Adhésion von lebenden Zellen wére zunédchst durch die Verwendung
einer Zellinie denkbar, die hauptsdchlich liber das RGD-Motif adhiriert. Eine geeignete
Zellinie wire z.B. die nicht-adhidrente humane Zellinie K562, die nur wenig eigene
Integrinexpression aufweist und dabei kein ay-Integrin exprimiert (Blystone 1994), (Blystone
1997). Durch eine heterologe Expression von Integrin ayf33 konnen adhérente K562-Zellen
generiert werden, die ein Modell fiir die exklusive Analyse von Integrin oyf3-Interaktionen in
vivo darstellen (Boettiger 2001). Mit diesen sogenannten K,yps-Zellen (Boettiger 2001)
konnte auf einer mit Peptid 3 (siehe Kapitel 4.7.2) beschichteten Oberfliche eine
Photoschaltung der Zelladhidsion in vivo gelingen (siche Abb. 4-29).

Abb. 4-29: Modellvorstellung der Photoschaltung der Adhdision lebender Zellen.

Als Vorexperiment wére die in Abb. 4-29 gezeigte Beschichtung der Oberfliche zu einer
Halfte mit Peptid 3-cis-Isomer und zur anderen Hélfte mit Peptid 3-trans-Isomer denkbar.
Sollte, wie im vorherigen Kapitel dargestellt ist, das frans-Isomers eine sehr viel groflere
Bindungsaffinitit als das cis-Isomers aufweisen, dann wiirden die Kvg3-Zellen nach einer
Inkubationszeit hauptséchlich auf der mit dem #rans-Isomer beschichteten Fliche adhérieren.
Aufgrund der fehlenden Stérung durch Fluorophore wie Cy5 wiirde eine Belichtung von

weniger als 10 Sekunden ausreichen, um die Beschichtung mit Peptid 3 zu isomerisieren.
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Sofern diese Belichtungszeit den Kgyps-Zellen keinen meBbaren Schaden durch
Photooxidation zufiigt, konnten dann Adhésions- bzw. Deadhésionsvorginge in vivo
beobachtet werden. Ein Gelingen dieses Experiments konnte fiir ein in vivo-Modell der
Zelladhdsion genutzt werden, bei dem die aus artifiziellen Modellsystemen prézise
analysierten Wechselwirkungen zwischen Integrinmolekiilen und physiologischen Liganden
in den komplexen Kontext lebender Zellen gesetzt werden. Damit kdnnte die Dynamik von
Adhésionsprozessen unter verschiedenen Versuchsbedingungen in Echtzeit dreidimensional
und systematisch analysiert werden.

Die daraus gewonnenen FErkenntnisse konnten wertvolle Informationen fiir das bessere
Verstindnis der Bewegungen von Zellen liefern und beispielweise die Entwicklung
hochspezifischer Inhibitoren von metastasierenden Zellen ermdglichen. Detaillierte Angaben
iiber eine kontrollierte, spezifische Interaktion lebender Zellen mit Substraten kénnten auch

zur verbesserten Annahme von Implantaten oder Prothesen beitragen.
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5 Zeitaufgeloste  Detektion der  Expression von
Rinderrhodopsin in lebenden Zellen

Die genaue Funktion eines Proteins héingt entscheidend von den Bedingungen in seiner
Umgebung ab (Michnick 2004). In ihrem natiirlichem Umfeld sind Membranproteine der
konstanten Verdnderung der Membransysteme lebender Zellen ausgesetzt, welche sich in
ihrer Zusammensetzung, Fluiditdt und GréBe den jeweiligen Zyklen und Aktivititen der Zelle
anpassen (Verma 2005). Um die Dynamik von Membranproteinen in ihrem komplexen
Umfeld analysieren zu konnen, sind daher Untersuchungen an lebenden Zellen von grofler
Bedeutung (Bledi 2003), (Shav-Tal 2004), (Bunt 2004). Dabei wird in vivo eine deutlich
verdanderte Aktivitit von Membranproteinen im Vergleich zu rekonstituierten Systemen
nachgewiesen (Fierens 2002), (Claasen 2005).

Bisher werden lebende Zellen vor allem mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert (Sullivan
1999), (Halbhuber 2003), (Smith 2004), wobei allerdings zellschddigende
Photooxidationsprozesse zu Artefakten in den Ergebnissen fithren konnen (Tyrrell 1990),
(Konig 1996), (Konig 2000). Als alternatives Verfahren wird in dieser Arbeit erstmals die
Oberflachenplasmonen-Fluoreszenzspektroskopie (SPFS) an lebenden Zellen angewendet,
wobei eine fiir die meisten biologischen Materialien zerstorungsfreie Lichtintensitdt von
0.8 mW benutzt wird. Dabei kann die Expression von Rinderrhodopsin als
Modellmembranprotein spezifisch nachgewiesen werden. Anhand einer zeitaufgelosten
Detektion der Rinderrhodopsinexpression kann die Sensitivitit der verwendeten SPFS
demonstriert werden. Diese in vivo-Detektion mittels SPFS bietet daher ein
vielversprechendes Potential fiir die dynamische Analyse von Membranproteinen in lebenden
Zellen.

5.1 Zeitaufgeltdste Detektion der Rinderrhodopsin-
expression in lebenden Zellen mit SPFS

5.1.1 Idee und Vorbereitung des Experiments

Das Prinzip der SPFS basiert auf der Anregung von Oberflichenplasmonen an einer

Grenzfliche zwischen Wasser und einem Goldfilm (sieche Kapitel 3). Das dabei erzeugte
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exponentiell abfallende elektromagnetische Feld bewirkt eine Fluoreszenzverstirkung von

fluoreszenzmarkierten Antikorpern, welche sich innerhalb der Reichweite 1 dieses Felds
e

befinden. Wenn auf dem Goldfilm lebende Zellen kultiviert werden, dann befindet sich nur
deren basale Membran innerhalb des evaneszenten Feldes, wiahrend das Zellinnere unberiihrt
bleibt (siche Abb. 5-1). Die heterologe Expression von Rinderrhodopsin kann in diesen
Zellen, welche keine eigene Rhodopsinexpression aufweisen, mittels fluoreszenzmarkierter
Antikdrper detektiert werden. Diese Detektion wird durch die Bindung der
fluoreszenzmarkierten Antikdrper an Rinderrhodopsinmolekiile in der Plasmamembran der
nicht-konfluent wachsenden Zellen ermoglicht. Dabei wird ausschlieBlich die Fluoreszenz
von denjenigen Antikorpern verstirkt, welche an Rinderrhodopsin in der basalen Membran
gebunden sind, wodurch eine Detektion von Fluoreszenzsignalen mdglich ist. In dieser Arbeit
werden monoklonale Antikdrper gegen den VSV-Tag* des Rinderrhodopsins aufgrund ihrer
hohen Spezifitdit sowie mit dem Fluorophor Alexa konjugierte sekunddre anti-Maus-

Antikdrper verwendet.

Fluorophor-markierte
A Antikérper

lebende
Saugetierzelle

Lo ]

Rinderrhodopsin

Fluoreszenzverstarkung

\i_

0“0'" e Y00 %4 mmm“'“ 449 ¢¢ Fibonektin

evaneszentes Feld
Abb. 5-1: Schema der Detektion von Rhodopsin in einer lebenden Zelle mit SPFS. Die Rhodopsinmolekiile in

der basalen Zellmembran werden mittels fluoreszenzmarkierten Antikorpern detektiert, deren Fluoreszenz
innerhalb des von Oberflachenplasmonen erzeugten evaneszenten Felds (orangefarben dargestellt) verstarkt
wird.

Ein Startpunkt der zeitaufgelosten Detektion der Rhodopsinexpression wird dabei durch die
Verwendung des Semliki-Forest-Virus-Expressionssystems (SFV-System, siehe Kapitel
2.5.3, (Liljestrom 1991), (Lundstrom 2003)) ermdglicht. Mit diesem SFV-System werden

Viren generiert, welche mittels einer Infektion der BHK-Zellen als Vektoren fiir die

* Epitop aus dem Vesikularen Stomatitis Virus (VSV).
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Ubertragung des Rinderrhodopsin-Transkripts fungieren. Da die Verschmelzung der SFV-
Partikel mit der Plasmamembran innerhalb weniger Sekunden erfolgt (Wahlberg 1992), kann
der Zeitpunkt der Infektion als Beginn der heterologen Expression des Rhodopsins in den
zeitaufgelosten Messungen gesetzt werden. Mit fortlaufender Expressionszeit binden
zusitzliche Antikorper an neu exprimierte Rhodopsinmolekiile, und es werden stérkere
spezifische Signale detektiert (siche 4bb. 5-2).

= Infektion mit Semliki
.~ Forest Virus System
= Antikérper
R

lebende
Saugetierzelle

R BN derhodopsin

= ) 1=
evaneszentes Feld -ﬁ

Aavad Lt L4 B Bl R ANEARR AN ATL AN Saas Rbfonekﬂn aadad 4 L4 30 %L Batastsataateataan Yaas aadad B4 Ll 3 onl Batasssataateataas Saas

1 2 3

Abb. 5-2: Schema der zeitabhéngigen Detektion von Rhodopsin in einer lebenden Zelle mit SPFS. Die auf
einer Goldoberflache wachsende Zelle wird mit dem SFV-System infiziert, woraufhin sie mit der Expression
von Rhodopsin beginnt (1). In der Adhasionsmembran integrierte Rhodopsinmolekiile konnen mittels SPFS
detektiert werden (2). Mit zunehmender Expressionszeit wird eine grofere Anzahl an Fluoreszenzsignalen
gemessen (3).

5.1.1.1 Expression von Rhodopsin
Charakterisierung des RNA-Transkripts

Das zur Expression des Rhodopsins verwendete SFV-System besteht aus aus zwei Plasmiden,
um eine ungewollte Infektion oder Replikation der viralen Partikel zu vermeiden (siehe
Kapitel 2.5.3). Das Expressionsplasmid kodiert dabei fiir Rhodopsin, wihrend das Helfer 2-
Plasmid die Informationen fiir die strukturellen Proteine des Virus trigt. Fiir die Expression
werden in vitro die RNA-Transkripte beider Plasmide generiert und anschlieBend in BHK-
Zellen elektroporiert. Vor der Transfektion werden die Transkripte analysiert, um ihre
Vollstiandigkeit zu tiberpriifen. Abb. 5-3 zeigt exemplarisch ein Formaldehyd-Agarosegel, auf
dem die Ansdtze der in vitro-Transkripte der verwendeten SFV-Plasmide aufgetrennt sind.
Als Kontrolle ist zusétzlich RNA aus P19-Zellen aufgetragen.
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6.9 kb
4.7 kb

2.7 kb

Abb. 5-3: Exemplarisches RNA-Gel mit aufgetragenen pSFV-Transkripten.

Die Proben werden auf dem Gel in jeweils zwei Banden aufgetrennt, von denen die groBere
dem Plasmid und die kleinere dem RNA-Transkript entspricht. Aus dem RNA-Gel werden
die jeweiligen Transkriptlingen von jeweils 7 kb, 4 kb und 8 kb fiir VSV-Rhodopsin, Helfer 2
und B-Galaktosidase ermittelt. Dagegen kann aus den Plasmidkarten eine jeweilige
Transkriptldnge von 9.9 kb, 5.8 kb und 11.8 kb errechnet werden (siche Abb. 5-4).

14
12
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T 8 |
=y H Errechnet
g 6 . B RNA-Gele
2
G 4 -
c
s
2 A
O i

3-Galactosidase Helfer 2 VSV-rhodopsin

Transkripte

Abb. 5-4: Beobachteter Unterschied in den Transkriptlangen von pSFVlacZ (R-Galaktosidase), pSFV Helfer2
und pSFVcapVSVrhodopsin (VSV-Rhodopsin).
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Dieser Unterschied der beobachteten und errechneten Transkriptlingen kann nicht durch
mogliche Sekundéarstrukturen der RNA in den Agarose-Gelen verursacht werden, da das in
den Gelen enthaltene Formaldehyd (siehe Kapitel 2.3.4) die Sekundirstrukturbildung
verhindert (Wicks 1986). Weiterhin konnten die kiirzeren Transkriptldngen in den Agarose-
Gelen durch einen Transkriptionsabbruch erklirt werden. Um diese Moglichkeit zu
iberpriifen, soll im Folgenden zunéchst die vollstdndige Expression des Rinderrhodopsins mit

dem SFV-System nachgewiesen werden.

Nachweis der vollstindigen heterologen Expression von Rinderrhodopsin

Fiir den Nachweis der vollstindigen heterologen Rhodopsinexpression wird ein
Rhodopsinkonstrukt mit C-terminalem Hisg-tag verwendet. Die vollstindige Expression von
Rinderrhodopsin in den BHK-Zellen wird spezifisch mittels Immunofluoreszenz unter
Benutzung eines anti-His-Antikorpers detektiert (siehe Abb. 5-5). Nach der autokatalytischen
Abspaltung des Cap-Proteins von VSV-Rhodopsin unterscheiden sich die beiden Konstrukte
und VSV-Rhodopsin nur in der Position und Art des Tags. Daher kann aufgrund des

Nachweises von vollstindig exprimiertem Rhodopsin-Hisg auch die vollstindige Expression

von N-terminal VSV-getagtem Rhodopsin angenommen werden.

»
=T g

roRert) BHK-Zellen, welche uber
Nacht Rinderrhodopsin mit C-terminalem Hisg-tag exprimieren. Zur spezifischen Detektion unter dem
Fluoreszenzmikroskop werden anti-Hiss-Antikdrper und anti-Maus-Cy3-konjugierter Antikorper verwendet.
Rechts ist das zugehdrige Transmissionsbild zu sehen.

Lokalisation der heterologen Expression von Rinderrhodopsin

Die mit dem SFV-System in BHK-Zellen exprimierten Membranproteine konnen im
Endoplasmatischen Retikulum (ER) zuriickgehalten werden (Monastyrskaia 1999). Zu den
Ursachen hierfiir zdhlen eine inkorrekte Faltung der Proteine und ihre dadurch behinderte
Bindung an die Transportproteine des ERs. Die falsch gefalteten Proteine konnen darauthin
aggregieren und abgebaut werden (Lu 2003). In Aufnahmen eines konventionellen

Fluoreszenzmikroskops ist allerdings keine Unterscheidung moglich, ob sich ein mittels
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Immunofluoreszenz gefarbtes Protein in der Plasmamembran oder in dem an die
Plasmamembran angrenzenden ER befindet. Daher wird im Folgenden der Expressionsort des
Rinderrhodopsins in BHK-Zellen experimentell ermittelt, um die korrekte Lokalisation in der
Plasmamembran zu liberpriifen.

Hierfiir werden zundchst Immunoblots von Priparationen der Plasmamembran sowohl aus
P19-Zellen als auch von BHK-Zellen angefertigt. Abb. 5-6 zeigt exemplarisch einen
Immunoblot aus BHK-Zellen, bei dem ein anti-VSV-Antikérper zur Detektion verwendet
wurde. Die aufgetragenen Aliquots bestehen aus dem Lysat der Zellen (1), welches in die
Fraktionen der Gesamtmembranen (4) und dem Cytosol (5) aufgetrennt wird. Die Aliquots
der Pellets nach dem 1. und 2. Pottern (2 und 3) dokumentieren den vollstindigen
mechanischen Aufschlufl der Zellen. Aus der Gesamtmembranfraktion werden mittels der
Methode der Zwei-Phasen-Separierung (sieche Kapitel 2.5.5, (Morre 2000)) die
Plasmamembranen (7) abgetrennt. Die zuriickbleibenden restlichen Membranfragmente sind
ebenfalls aufgetragen (6).

1 2 3 4 5 6 7
98kD. A -
64 kD 4

36 kD

Abb. 5-6: Immunoblot einer Plasmamembranpraparation aus BHK-Zellen mit anti-VSV-Antikdrper und
POD-markiertem anti-Maus-Antikorper. Das VSV-Rhodopsin liegt als Aggregat vor, monomeres Rhodopsin
(42.3 kD) wird nicht detektiert.

1) Zellysat

2) Pellet nach 1. Pottern

3) Pellet nach 2. Pottern

4) Gesamtmembranen

5) Cytosol

6) Fraktion der Membranen ohne die Plasmamembranen

7) Fraktion der Plasmamembranen

Obwohl in dem in A4bb. 5-6 gezeigten Immunoblot sdmtliche Fraktionen der
Plasmamembranpréparationen aufgetragen sind, kann die erwartete 42.3 kD-Bande von
monomerem VSV-Rhodopsin in keinem der Aliquots erkannt werden. Dagegen werden
Proteinbanden angeférbt, die einer GroBe von mehr als 50 kD entsprechen. Vor allem Banden
einer GroBe zwischen 64kD und 100kD sind in den Aliquots des Zellysats, der
Gesamtmembranpriparation und der Pridparation von zelluliren Membranen ohne die
Plasmamembran sichtbar. Hier konnte es sich um Aggregate von VSV-Rhodopsin handeln,
deren Solubilisierung in dieser Arbeit jedoch nicht weiter untersucht wird, da der

Expressionsort des Rhodopsins bestimmt werden soll.
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Fiir eine weitere Auswertung der Immunoblots wird zunéchst die korrekte Auftrennung der
unterschiedlichen Membranen durch die Plasmamembranpriparation iiberpriift. Dazu wird ein
Antikorper gegen das Plasmamembran-Markerprotein, die Ca®>*-ATPase der Ratte, verwendet.
Mit diesem Antikdrper kann allerdings kein Signal aus Plasmamembran-Priparationen von
P19-Zellen detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Daher ist keine Verifizierung der
Plasmamembran-Priparation moglich. Zur Lokalisation des heterolog exprimierten

Rinderrhodopsins kann deswegen anhand von Immunoblots keine Aussage getroffen werden.

Bestimmung des Expressionsorts von Rinderrhodopsin mittels Aufnahmen des Konfokalen
Laser Scanning (CLSM)-Mikroskops (Ute Reuning, Klinikum rechts der Isar)

Da anhand der Plasmamembran-Priparationen keine Bestimmung des Expressionsorts von
Rinderrhodopsin moglich ist, wird dafiir das konfokale Laser Scanning Mikroskop (CLSM)
verwendet. Es werden sowohl Préiparate fixierter BHK- als auch P19-Zellen mittels CLSM
analysiert. Als Negativkontrollen dienen mittels dem SFV-System [-Galaktosidase
exprimierende Zellen. Weitere Negativkontrollen sind VSV-Rhodopsin exprimierende Zellen,
die nur mit jeweils dem primidren Antikdrper anti-VSV bzw. nur mit dem sekundéren
Antikdrper, anti-Maus-Alexa, inkubiert werden.

Abb. 5-7 zeigt eine CLSM-Aufnahme von den fixierten P19-Zellen, die {iber das SFV-System
Rinderrhodopsin exprimieren. Deutlich ist eine Anfarbung der Plasmamembran durch die
Immunofluoreszenz erkennbar. Das heterolog exprimierte Rinderrhodopsin kann daher

erfolgreich in der Plasmamembran der verwendeten Zellinien lokalisiert werden.

Abb. 5-7: CLSM-Aufnahme von fixierten, tiber Nacht Rinderrhodopsin exprimierenden P19-Zellen. Zur
Immunofluoreszenz wurden anti-VSV-Antikorper und anti-Maus-Alexa konjugierter Antikérper verwendet.
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5.1.1.2 Bestimmung des Abstands der Zellen zur Substratoberfliche anhand von
Fluoreszenz-Interferenz-Kontrast-Mikroskopie (FLIC)-Messungen

Als néchstes Vorexperiment wird der genaue Abstand der Zellen zur Substratoberfliche
ermittelt. Dieser je nach Zellinie spezifische Abstand im nm-Bereich zwischen der
Adhidsionsmembran und der Substratunterlage entsteht durch die von der adhdrierenden Zelle
sezernierten Molekiile der extrazelluliren Matrix (Izzard 1976), (Gleixner 2004). Fiir die
SPFS an den Membranproteinen lebender Zellen ist diese Distanz von entscheidender

Bedeutung, da die detektierbare Fluoreszenzverstirkung durch die exponentielle Abnahme

des elektromagnetischen Felds nur innerhalb eines Abstands von 1 von der Metalloberfldche
e

stattfinden kann ((Jung 1998), siche Kapitel 3). Daher wird mit Hilfe der Methode der
Fluoreszenz-Interferenz-Kontrast-Mikroskopie (FLIC, siehe Kapitel 2.7) der Abstand der
Adhédsionsmembran von BHK- und P19 Zellen von einer Fibronektin-beschichteten
Oberflache bestimmt. Hierfiir werden die Zellen auf speziellen Silizium-Chips kultiviert,
welche definierte Silizium-Oxidschichtdicken aufweisen (FLIC-Chip). Durch den
Interferenzeffekt eines in der Zellmembran interkalierenden Farbstoffes vor diesen
verschiedenen Schichten kann durch quantitative Auswertungen der Abstand zur
Zellmembran berechnet werden (Lambacher 1996), (Lambacher 2002). In 4bb. 5-8 A bzw.
Abb. 5-9 A wird jeweils eine lebende BHK-bzw. P19-Zelle auf einem FLIC-Chip gezeigt. Auf
diesen Chips sind die Bereiche mit vier unterschiedlichen Oxidschichtdicken (10 nm, 50 nm,
100 nm und 150 nm) deutlich erkennbar, auf denen die Zelle adhériert. Die fiir die FLIC-
Messung ausgewidhlten MeBbereiche sind in den Abbildungen markiert. In Abb. 5-8 B bzw.
Abb. 5-9 B ist die in diesen MefBbereichen detektierte Fluoreszenz dargestellt. Der daraus
ermittelte Abstand der Zelle zur Substratunterlage betrigt bei der exemplarisch vermessenen
BHK-Zelle 58 nm (sieche 4bb. 5-8 B) und bei der exemplarisch vermessenen P19-Zelle 53 nm
(siche Abb. 5-9 B).
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Abb. 5-8: Lebende BHK-Zelle auf einem FLIC-Chip aus Silizium/Siliziumoxid (A). Die unterschiedlichen
Oxidschichtdicken des Chips sind im Bereich der Adhdsionsmembran der Zelle als verschieden stark
fluoreszierende Rechtecke erkennbar. (B) zeigt die zugehorige exemplarische FLIC-Messung.
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Abb. 5-9: Lebende P19-Zelle auf einem FLIC-Chip (A). B zeigt die zugehdrige exemplarische FLIC-Messung.

Zur quantitativen Bestimmung der Distanz der Adhdsionsmembran zur Substratunterlage
werden insgesamt 17 verschiedene P19-Zellen bzw. 10 verschiedene BHK-Zellen mit FLIC
vermessen. Der daraus ermittelte durchschnittliche Zellabstand betrdgt je nach der

vermessenen Zellinie zwischen 48 und 57 nm (siehe 4bb. 5-10).
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Abb. 5-10: Quantitative Auswertung der FLIC-Messungen an P19-und BHK-Zellen.

Durch die Bestimmung dieses Abstands kann die Position eines Fluorophors, welcher iiber
die beiden Antikorper an Rhodopsin in der Adhédsionsmembran gebunden ist, abgeschétzt
werden. Der hydrodynamische Radius von IgG betrigt etwa 5.5 nm (Arrio-Dupont 2000). Bei
der Annahme einer dichten Packung sekundérer Antikérper um den priméren Antikorper
betrdagt der Gesamtradius etwa das Dreifache, also 16.5 nm. Die Fluorophore der sekundéren
Antikorper befinden sich daher in einem Abstand von 40.5nm bis 57 nm von der
Goldoberfldache, was in Abb. 5-11 graphisch dargestellt ist. In diesem Bereich kann eine bis zu
16fache Verstdrkung der Fluoreszenzintensitidt durch das von Oberflichenplasmonen erzeugte
evaneszente Feld erreicht werden (sieche Kapitel 3, (Neumann 2002)). Dadurch wird eine in

vivo - Detektion des Rinderrhodopsins mittels SPFS moglich.

~20 um
lebende

Rinderhodopsin

Fluorophor-markierter
Antikérper

200 nm
extrazellularer Spalt

50 nm Au

evaneszentes
Feld

Abb. 5-11: Schema der GréRenverhaltnisse von SPFS an lebenden Zellen.
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5.1.2 Zeitaufgeltste Detektion der Expression von Rinderrhodopsin in lebenden Zellen
mit SPFS

Auf der Grundlage der Vorversuche in den vorhergehenden Kapiteln wird nun die in vivo-
Detektion des Rinderrhodopsins experimentell gezeigt und optimiert. Durch die Aufnahme
einer Zeitreihe wird der fritheste Zeitpunkt ermittelt, bei dem eine Rhodopsinexpression
detektiert werden kann. Fiir diese Zeitreihe werden zundchst verschiedene Substrate
verwendet, um fiir jeden Zeitpunkt ein Substrat vermessen zu konnen. Schlielich gelingt
auch die Aufnahme einer Zeitreihe auf einem einzelnen Substrat, welches zu verschiedenen
Zeitpunkten vermessen wird. Fiir alle gezeigten SPFS-Messungen werden lebende Zellen

verwendet.

5.1.2.1 Kultivierung lebender Sdugetierzellen auf Substraten fiir SPFS-Messungen

Im Folgenden wird zunéchst die Kultivierung der Zellen auf dem goldbeschichteten
Glassubstrat optimiert. Die Vitalitit der kultivierten Zellen ist optisch durch ihre
langgestreckte Form erkennbar, die auf eine Adhésion und Proliferation der Zellen hinweist
(siche A4bb. 5-12). Die Zellen zeigen auf den goldbeschichteten Glassubstraten eine

Proliferation, die dem Wachstum in Zellkulturflaschen dhnelt.

Abb. 5-12: Die Kultivierung von BHK-Zellen in Kulturmedium auf goldbeschichteten Glassubstraten. Links
ist das mit Zellen bewachsene Substrat zu sehen, rechts eine 100fach vergroRerte lichtmikroskopische
Aufnahme des bewachsenen Substrats.

5.1.2.2 Detektion der Rhodopsinexpression in lebenden Zellen mit SPF'S

Fir die in vivo - Detektion der Rhodopsinexpression wird ein zellbewachsenes,
goldbeschichtetes Glassubstrat mit dem SFV-System infiziert. Zur in vivo - Detektion wird
das Substrat in eine MeBzelle eingebaut (siche Kapitel 3, Abb. 3-6) und der
Fluoreszenzhintergrund im Kulturmedium ermittelt. Dieses Kulturmedium wird anschlieBend

durch Medium, welches die beiden vorinkubierten Antikorper anti-VSV und anti-Maus-Alexa
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enthilt, ersetzt. Die eigentliche in vivo - Detektion erfolgt nach dem Abspiilen ungebundener
Antikdrper mit Kulturmedium nach einer 30miniitigen Inkubationszeit. Auf diese Weise
konnen nach einer Gesamtexpressionszeit von 8 h, die auch die Inkubationszeit der
Antikérper mit einbezieht, spezifische Fluoreszenzsignale von bis zu 4.5 x 10* cps gemessen
werden (siche Abb. 5-13).

— . 4
=100 1 5x10 T
= £
*§ Hintergrundfluoreszenz 9
g 80 o wreeeeees Fluoreszenz Position 1 - 4x]_04 8
[3) Fuoreszenz Position 2 g
= = = Fluoreszenz Position 3 S
& = - = Fluoreszenz Position 4 N
60 4 — - - Fluoreszenz Position 5 A 4 =)
———  Reflektivitat s 3x10 3
- - “ 4
40 ) ; 12x10
7 \'.“ :: “ Q.“ -
— ;". ﬁo": o \ o Pteene - 4
20 - % " & 1 1x10
\e;:/ = ~ _ CN=T
— — J —— g—
O L] L] T L L] O
45 50 55 60 65 70

Einfallswinkel [°]

Abb. 5-13: Reprasentative SPFS-Messung, bei der Rinderrhodopsin auf einem einzelnen Substrat an
verschiedenen MeRpositionen detektiert wird. Die Expressionszeit betragt 8 h.

Wie in Abb. 5-13 dargestellt

Fluoreszenzsignale, die an verschiedenen MeBpositionen des zellbewachsenen Substrats

ist, weisen die im Resonanzwinkel gemessenen
vorgenommen werden, eine deutliche Heterogenitdt auf. Diese kann auf die unterschiedliche
Verteilung der Zellen auf dem Substrat zuriickgefiihrt werden. Fiir die folgenden Messungen
werden daher zunédchst die Parameter der Zelldichte, der Zellinie und der Beschichtung des
Substrats optimiert, um mdglichst hohe und reproduzierbare Fluoreszenzsignale zu

detektieren und dabei gleichzeitig den Fluoreszenzhintergrund gering zu halten.

5.1.2.3 Optimierung der MefSmethode

Die SPFS-Messungen werden zundchst sowohl mit P19- als auch mit BHK-Zellen
vorgenommen. Das mit Zellen bewachsene Substrat wird in eine MeBzelle eingebaut (siche
Kapitel 3, Abb. 3-8). Hiervon wird der Fluoreszenzhintergrund bei A = 633 nm bestimmt.
Beide Zellinien werden in PBS-Puffer vermessen, um einen Einflul des unterschiedlichen
Kulturmediums auf dem Fluoreszenzhintergrund zu vermeiden. Bei sonst gleichbehandelten
BHK- und P19-Zellen kann ein deutlicher Unterschied des Fluoreszenzhintergrunds

festgestellt werden. Einzelne représentative Messungen des Fluoreszenzhintergrunds BHK-
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Zellen bzw. P19-Zellen auf mit Laminin beschichteten Substraten sind in A4bb. 5-14
dargestellt. Die Zellen exprimieren jeweils fiir 4 h heterolog Rhodopsin. Bei den
Fluoreszenzmessungen der P19-Zellen (gestrichelte Linien in Abb. 5-14) fallen Signale im
Bereich um die Einfallswinkel 6 =55° und 0 = 63°auf. Da beide Fluoreszenzsignale sich
auBerhalb des Resonanzwinkels um 6 = 58° befinden, handelt es sich um unspezifische
Hintergrundfluoreszenzsignale, welche nicht durch das evaneszente Feld des
Oberflichenplasmons verstirkt werden. Diese unspezifischen Hintergrundfluoreszenzsignale
der P19-Zellen in Abb. 5-14 befinden sich in etwa in der Hohe der Fluoreszenzsignale, welche
in Abb. 5-13 mit fluoreszenzmarkierten Antikdrpern im Bereich des Resonanzwinkels
detektiert werden. Weiterhin wird auf den mit BHK-Zellen bewachsenen Substraten
(gepunktete Linien in 4bb. 5-14) ein zu 68% geringerer Fluoreszenzhintergrund als bei den
mit  P19-Zellen bewachsenen  Substraten  detektiert.  Aufgrund der  hohen
Hintergrundfluoreszenz der P19-Zellen wird bei allen folgenden SPFS-Messungen die BHK-

Zellinie verwendet.
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Abb. 5-14: Vergleich der Hintergrundfluoreszenzen vor der Zugabe fluoreszenzmarkierter Antikdrper von
BHK- bzw. P19-Zellen auf Laminin-beschichteten Substraten, welche fir jeweils 4 h heterolog Rhodopsin
exprimieren.

Optimierung der Zelladhdsion

Die BHK-Zellen konnen auf einer reinen Goldoberfliche kultiviert werden. Die fiir die

Immunodetektion notwendigen Spiilvorgénge erfordern jedoch eine starke Adhésions-
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fahigkeit der Zellen. Diese kann erhoht werden, indem die Goldoberflache mit einem Protein
aus der extrazelluldren Matrix (ECM) beschichtet wird (Underwood 1993), (Carnegie 1993).
Abb. 5-15 zeigt SPFS-Messungen von gleich behandelten, VSV-Rhodopsin exprimierenden
BHK-Zellen aus einer identischen Kultur, die auf unterschiedlich beschichteten Substraten

wachsen.
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Abb. 5-15: Vergleich verschiedener extrazellularer Matrixproteine zur Verbesserung der Zelladhésion auf
den Substraten. Jedes Substrat wird mit etwa 3,5 x 10° BHK-Zellen einer identischen Kultur angeimpft. Die
SPFS-Messungen erfolgen nach Infektion mit dem SFV-System und einer Expressionszeit von etwa 6.5 h.

Im Vergleich unterschiedlicher Beschichtungen werden auf dem Fibronektin-beschichteten
Substrat die geringste Hintergrundfluoreszenz und zugleich das hochste Fluoreszenzsignal
detektiert. Diese voneinander abweichenden Signalstirken konnten aus einer
unterschiedlichen Oberflachenstruktur der auf Vitronektin, Fibronektin und Laminin
kultivierten Zellen resultieren. Es ist bekannt, daB Beschichtungen mit Laminin bzw.
Fibronektin eine unterschiedliche Produktion von Proteinen der ECM in Zellkulturen
hervorrufen (Underwood 1993), (Zamir 1999) und die Struktur kultivierter Zellen
beeinflussen konnen (McAteer 2002), (Iwanaga, 2000). Der in Abb. 5-15 beobachtete
Unterschied des Fluoreszenzhintergrunds von BHK-Zellen auf verschieden beschichteten
Substraten konnte daher mit einer jeweils unterschiedlichen Zellform und einer variablen
Zusammensetzung der ECM erklart werden. Weiterhin ist ein Einflul der Beschaffenheit der
ECM auf den Diffusionskoeffizienten von Immunglobulinen bekannt (Daviesa 2002). Daher
konnte sich eine von der jeweiligen Beschichtung der Substrate beeinfluBte unterschiedliche
Zusammensetzung der ECM verschieden auf die Diffusion der zur Detektion verwendeten
Antikorper auswirken. Dieser Effekt konnte der Abhédngigkeit der Hohe der gewdiinschten
Fluoreszenzsignale von der Beschichtung des jeweiligen Substrats zugrunde liegen.

Aufgrund dieser Ergebnisse wird in den Messungen der folgenden Kapitel ausschlieBlich

Fibronektin zur Beschichtung der Substrate verwendet.
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Heterogenitit der Zelldichte

Die SPFS-Messung erfolgt auf einem Bereich von ungefihr 1 mm®. Um unterschiedliche
SPFS-Messungen vergleichen zu konnen, ist daher die Dichte der Zellen auf dem Substrat
von entscheidender Bedeutung. Zur Ermittlung der optimalen Zelldichte wird zunéichst die
Reproduzierbarkeit der Zelldichte von identisch behandelten Substraten untersucht. Hierfiir
werden Substrate mit jeweils 3 x 10° Zellen angeimpft und iiber Nacht inkubiert, um optimale
Adhisions- und Expressionsbedingungen zu erreichen. Fiir ein Animpfen mit moglichst
gleicher Zellzahl werden die von der Kulturflasche abgelosten Zellen unmittelbar vor jeder
Entnahme vorsichtig suspendiert, um eine ungleiche Verteilung der Zellen im Kulturmedium
durch Sedimentation zu vermeiden. Die Proliferation der ausgesiten Zellen verlduft jedoch
ungleichmiaBig (vgl. Abb. 5-16). Eine Auszihlung der Zelldichte an 16 identisch behandelten,
mit Zellen bewachsenen Substraten unter dem Lichtmikroskop ergibt eine deutliche
Heterogenitét der Zelldichte. Diese Heterogenitét kann daraus resultieren, daB3 zur Ansaat der
Zellen ein relativ kleines Volumen von 500 ul auf den Fibronektin-beschichteten
Goldsubstraten verwendet wird. Die Unebenheit des Kulturmediums, welches fiir die
Adhédsion der Zellen in eine Tropfenform auf den Substraten bildet, kann zu
UnregelméBigkeiten in der Zellproliferation fithren (McAteer 2002). Es ist auch bekannt, daf3
kultivierte Zellen unabhéngig von dem Volumen ihrer Ansaat in den verwendeten runden
Kulturschalen ungleichméBig adhérieren (McAteer 2002). Ebenso kann die Proliferation der
Zellen von der Position der Kulturschalen in dem Inkubator abhédngen (McAteer 2002).

Mit den zur Verfiigung stechenden Methoden kénnen daher nur zellbewachsene Substrate mit
einer anndhernd &hnlichen Zelldichte erzeugt werden. Aus diesem Grund werden in den
folgenden Messungen jeweils 10 unterschiedliche Positionen auf dem Substrat vermessen und

das Ergebnis gemittelt.
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Abb. 5-16: Verteilung der BHK-Zellen auf 16 Fibronektin-beschichteten Substraten.

5.1.2.4 Zeitabhingige Mefreihe an verschiedenen Substraten

Die vorhergehenden Kapitel zeigen die erfolgreiche Detektion der Rhodopsinexpression in
lebenden BHK-Zellen mit SPFS sowie die Optimierung dieser Messungen. Die hier
verwendeten Expressionszeiten befinden sich im Bereich von 6 - 8 h, um geniigend starke
Fluoreszenzsignale zu gewihrleisten. Durch die hohe Sensitivitdt der SPFS besteht allerdings
die Moglichkeit, die Rhodopsinexpression auch zu einem fritheren Zeitpunkt zu detektieren.
Der Expressionszeitpunkt, an dem die erste Detektion moglich ist, wird durch das Erstellen
einer zeitaufgelosten MeBreihe ermittelt.

Fiir jeden zu messenden Zeitpunkt wird ein Substrat mit BHK-Zellen aus einer identischen
Kultur besetzt und iiber Nacht inkubiert. Anschliefend erfolgt die Infektion mit dem SFV-
System, wodurch die Expression des VSV-Rhodopsins initiiert wird. Durch sorgfaltiges
Abziehen des virushaltigen Mediums nach einer Stunde Inkubationszeit werden nachtrigliche
Infektionen verhindert, so dal alle infizierten Zellen in ihrer Expressionszeit vergleichbar
sind. Es wird eine Zeitreihe von 1.5 h bis 18 h Expressionszeit aufgenommen, wobei die
Substrate bis zu ihrer Verwendung bei 37°C und 5% CO, inkubiert werden. 4bb. 5-17 zeigt
die aus jeweils 10 Einzelmessungen gemittelten Fluoreszenzsignale fiir jeden Zeitpunkt. Als
Negativkontrollen werden nicht infizierte Zellen verwendet sowie Zellen, die mit Hilfe des
SFV-Systems fiir 10 h 3-Galaktosidase exprimieren (LacZ in Abb. 5-17).
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Abb. 5-17: Zusammenfassung der zeitaufgelosten SPFS-Messungen. Es werden Expressionszeiten von 1.5 bis
18 h vermessen. Als Negativkontrollen werden nicht infizierte Zellen sowie Zellen, die fir 10h B-
Galaktosidase exprimieren, (LacZ) verwendet.

Zur besseren Erkennbarkeit der unterschiedlichen Werte sind die lokalen Fluoreszenzmaxima
der einzelnen SPFS-Messungen aus der in Abb. 5-17 gezeigten Zeitreihe als Diagramm
dargestellt (siche 4bb. 5-18). Hier fillt zunéchst auf, daf die beiden Negativkontrollen (nicht
infizierte Zellen und fiir 10 h B-Galaktosidase exprimierende Zellen) keine detektierbare
Fluoreszenz aufweisen. Die verwendeten Antikdrper anti-VSV und anti-Maus-Alexa Fluor
binden daher nicht an nicht infizierte BHK-Zellen oder BHK-Zellen, welche durch die
Infektion mit dem SFV-System modifiziert worden sind. Da keine Fluoreszenzsignale
detektiert werden kénnen, kann auch ausgeschlossen werden, da3 die fluoreszenzmarkierten
Antikorper von den lebenden Zellen inkorporiert worden sind. Die bei den Rinderrhodopsin
exprimierenden Zellen gemessenen Fluoreszenzsignale konnen aus diesen Griinden als
spezifisch angesehen werden. Mit zunehmender Expressionszeit wird eine Erhohung des
Fluoreszenzsignals detektiert, wobei der hochste gemessene Wert bei 14.0 h Expressionszeit
liegt. Bei der Expressionszeit von 18.0 h wird ein schwicheres Fluoreszenzsignal als bei
14.0 h gemessen.

Weiterhin ist aus Abb. 5-18 sichtbar, dal der Fluoreszenzhintergrund zu jedem gemessenen
Zeitpunkt einen gleichbleibend niedrigen Wert behilt. Daraus kann auf eine hohe Spezifitit
der gemessenen Fluoreszenzsignale geschlossen werden, welche aus der Bindung der mit dem
Chromophor Alexa markierten Antikorper an heterolog exprimiertes Rhodopsin in der

adhirierenden Membran der BHK-Zellen resultieren.
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Abb. 5-18: Zusammenfassung der lokalen Fluoreszenzmaxima der zeitaufgeldsten MeRreihe. Fir jeden
Zeitpunkt werden 10 Einzelmessungen gezeigt. Der Fluoreszenzhintergrund der einzelnen Zeitpunkte ist
schwarz, die Fluoreszenzsignale blau dargestellt.

Fiir die einzelnen Zeitpunkte der in 4bb. 5-18 dargestellten Zeitreihe werden die Substrate
jeweils an 10 unterschiedlichen Positionen vermessen. Die Fluoreszenzmessungen weisen
daher innerhalb eines Zeitpunkts die bereits in 4bb. 5-16 beschriebene Heterogenitit auf.
Obwohl die Immunfluoreszenzsignale innerhalb jedes MeBsubstrats variieren (blau in 4bb. 5-
18), kann von allen Substraten eine dhnlich geringe Hintergrundfluoreszenz gemessen werden
(schwarz in Abb. 5-18). Die jeweils unterschiedliche Expressionszeit wirkt sich aufgrund
dieser Beobachtung nicht auf die Hintergrundfluoreszenz vor der Zugabe
fluoreszenzmarkierter Antikdrper aus. Anhand dieser dhnlichen Hintergrundfluoreszenz kann
davon ausgegangen werden, dall die untersuchten Substrate zumindest dhnlichen &uBeren
Bedingungen ausgesetzt sind. Es ist daher wahrscheinlich, da8 die mit SPFS gemessenen
Immunofluoreszenzsignale ausschlielich von der heterologen Expression des Rhodopsins an
der jeweiligen MeBposition stammen.

Um die beschriebene Heterogenitit der Fluoreszenzsignale zu umgehen und allein den von
der Expressionszeit abhéngigen Anstieg der Fluoreszenz zu verdeutlichen, werden in Abb. 5-
19 die gemittelten Fluoreszenzmaxima abziiglich der jeweiligen gemittelten Hintergriinde

dargestellt.
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Abb. 5-19: Darstellung der zeitabhangigen SPFS-MeRreihe der Expression von Rinderrhodopsin. Jeder
gezeigte Datenpunkt besteht aus zehn gemittelten Einzelmessungen. Die Hintergrundfluoreszenzen sind

jeweils von den Gesamtsignalen abgezogen.

Aus Abb. 5-19 wird kann der fritheste Zeitpunkt bestimmt werden, bei dem eine Detektion
des Rhodopsins mit SPFS moglich ist. Ein deutlich hoheres Fluoreszenzsignal als die
zugehorige Hintergrundfluoreszenz wird erstmals nach einer Expressionszeit von 3.0 h
gemessen. Das bei dem nachfolgenden Zeitpunkt 3.5 h post infectionem (p.i.) detektierte
Signal ist geringer als bei 3.0 h. Dieses Signal iiberragt jedoch das Hintergrundsignal der
Negativkontrollmessungen der nicht infizierten Zellen und der mit dem SFV-System
infizierten, B-Galaktosidase exprimierenden Zellen. Diese UnregelmdBigkeit der
Fluoreszenzsignale mit zunehmender Expressionszeit ist in der gesamten Zeitreihe sichtbar.
Von Pulse-Label-Experimenten ist bekannt, dal die Gesamtproteinexpression von SFV-
infizierten BHK Zellen nach etwa 12 h p.i. nicht mehr ansteigt und nach 48 h p.i. zum
Erliegen kommt (K. Holscher, pers. Kommunikation). Der Abfall der Fluoreszenz zwischen
den Expressionszeitpunkten 14 h und 18 h kann daher womdglich auf ein nach 14 h p.i.
eintretendes Abstoppen der Expression mit anschlieBendem Abbau des Rhodopsins
zurlickgefiihrt werden. Die Infektion mit dem SFV-System fiihrt dazu, daf nach etwa 6 h p.i.
die zelleigene Proteinexpression unterdriickt wird (Liljestrom 1991). Daher ist anzunehmen,
daB} der Abbau des Rhodopsins nach 14 h p.i. durch das Absterben der infizierten Zellen
zustande kommt. Es ist auch bekannt, dal mit dem SFV-System infizierte BHK-Zellen zu
dem Zeitpunkt um 80h p.i. vollstindig abgestorben sind (K. Hdolscher, pers.
Kommunikation). Die Analyse von BHK-Zellen, welche mit dem SFV-System infiziert sind,
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ist aus diesem Grund tiiber ldnger als 2 Tage nicht mdglich. Der fiir die Zeitreihe in dieser
Arbeit verwendete Zeitraum sollte zumindest bis zu dem Zeitpunkt von 6 h p.i. nicht von
Abbauprozessen beeinflult werden.

Im allgemeinen weisen BHK-Zellen, welche mit dem SFV-System zur Produktion von
Membranproteinen infiziert sind, nach 16-18 h p.i. die hochste heterologe Expression auf
(Lundstrom 2003). Da in der in dieser Arbeit durchgefiihrten Zeitreihe bis zu dem Zeitpunkt
von 14 h p.i. ein Anstieg der Fluoreszenzsignale beobachtet werden kann, besteht die
Moglichkeit, dal3 die heterologe Expression von Rhodopsin bis zu diesem Zeitpunkt keinen

Abbauprozessen unterliegt oder davon nicht maf3geblich beeinflulit wird.

5.1.2.5 Zeitaufgeloste Mefsreihe an einem individuellen Substrat

Im vorhergehenden Kapitel wird die erfolgreiche Detektion der Rhodopsinexpression an
lebenden Zellen mit SPFS anhand einer Zeitreihe mit jeweils einem zellbewachsenen Substrat
pro MeBzeitpunkt gezeigt. Fiir die in Abb. 5-19 dargestellte Messung wurden daher insgesamt
18 mit BHK-Zellen bewachsene Substrate benétigt, die unter moglichst identischen
Bedingungen kultiviert wurden. Allein die Verwendung mehrerer Substrate kann aber bereits
zu geringfiigigen Unterschieden in der genauen Beschaffenheit des Glassubstrats, der
Beschichtung mit Fibronektin oder der Zelldichte fithren, weshalb in Abb. 5-19 die jeweiligen
Mittelwerte aufgefiihrt sind. Die Variation der Reaktionen der Zellen innerhalb einer
geklonten Zellpopulation konnte durch diese geringfiigigen Unterschiede in ihrer Umgebung
beeinflusst werden (Brehm-Stecher 2004). Aus diesem Grund bietet eine Detektion der
Rhodopsinexpression einer identischen Zellpopulation auf einem individuellen, mit BHK-
Zellen bewachsenen Substrat zu mehreren Zeitpunkten einen besseren Vergleich der an den
Zeitpunkten aufgenommenen Daten.

Im Folgenden wird gezeigt, daBl eine Zeitreihe auch auf einem individuellen, mit lebenden
BHK-Zellen bewachsenen Substrat aufgenommen werden kann. Hierfiir wird zunéchst die
MeBmethode verdndert, damit SPFS-Messungen mit einer identischen Antikdrper-
konzentration auf dem Substrat ermdglicht werden. Die Zugabe und das Abspiilen von
Antikorpern zu jedem MeBzeitpunkt wére bei der Zeitreihe auf einem individuellen Substrat
zwar moglich, allerdings kann nicht verhindert werden, dafl sich eine durch jeden
Spiilvorgang eine geringe Zahl der Zellen ablost. Weiterhin ist nicht bekannt, inwiefern durch
das verhdltnismaBig sanfte Spiilen jegliche Antikorper entfernt werden. Die Verwendung
einer MeBmethode ohne Spililvorginge garantiert gleichzeitig die Konstanz der
Antikorperkonzentration und der Zellzahl. Die Unterschiede der MeBBmethoden der Zeitreihen
an mehreren bzw. einem einzelnen mit lebenden BHK-Zellen bewachsenen Substrat sind in
Abb. 5-20 graphisch dargestellt.
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Abb. 5-20: Vergleich der verwendeten SPFS-MelRmethoden an lebenden Zellen.

Bei Messungen auf verschiedenen, mit lebenden Zellen bewachsenen Substraten (siehe Abb.
5-20 A) wird der Fluoreszenzhintergrund detektiert, fluoreszenzmarkierte Antikérper auf die
lebenden Zellen gegeben (1) und nicht gebundene Antikdrper nach einer Inkubationszeit
abgespiilt (2). AnschlieBend erfolgen die eigentlichen SPFS-Messungen (3). Diese Prozedur
wird zu jedem Zeitpunkt mit einem neuen, mit lebenden Zellen bewachsenen Substrat
wiederholt. Bei der Aufnahme einer Zeitreihe an einem einzelnen Substrat (siche 4bb. 5-20
B) erfolgt die SPFS-Messung nach der Inkubationszeit (1) mit fluoreszenzmarkierten
Antikdrpern ohne Abspiilen. Hierbei wird zwar nur die Fluoreszenz derjenigen Antikorper
verstirkt, die sich innerhalb des evaneszenten Feldes befinden (2). Durch die ungebundenen
fluoreszenzmarkierten Antikorper, welche sich innerhalb des evaneszenten Felds des
Oberflachenplasmons befinden, wird allerdings eine héhere Gesamtfluoreszenz gemessen.
Diese Gesamtfluoreszenz kann schwichere spezifische Fluoreszenzsignale iiberlagern,
weshalb fiir die Messungen in Abb. 5-20 B eine geringere Antikorperkonzentration als fiir die

Messungen in Abb. 5-20 A gewihlt wird. Eine fortschreitende Expressionszeit ermoglicht die
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Bindung einer groferen Anzahl der Antikorper an Rhodopsin innerhalb des evaneszenten
Feldes, woraufhin stérkere Fluoreszenzsignale detektiert werden (3).

Eine solche Zeitreihe an einem zellbewachsenen Substrat ist exemplarisch in 4bb. 5-21
gezeigt. Es wird die Expressionszeit von 2.5 h bis 7.5 h in sechs MeBpunkten dargestellt.
Diese MeBpunkte bestehen aus jeweils 3 gemittelten MeBsignalen auf einem identischen
Substrat.
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Abb. 5-21: Zeitabhangige SPFS-Melreihe an einem einzelnen Substrat. Die Fluoreszenzsignale sind aus
Messungen an drei verschiedenen MelRpunkten gemittelt. Es wird mit einer Antikdrperkonzentration von
1:2000 gemessen.

In der Zeitreihe in Abb. 5-21 wird durch die in der MeBkiivette vorhandenen
fluoreszenzmarkierten ungebundenen Antikdrper eine hohe Gesamtfluoreszenz gemessen.
Daher werden bei der verwendeten Antikorperkonzentration von 1:2000 spezifische Signale
unterhalb einer Fluoreszenz von etwa 1x10* cps von der Gesamtfluoreszenz {iberlagert. Ab
dem Zeitpunkt 5.5h p.i. sind spezifische MefBsignale im Resonanzwinkel sichtbar. Die
Messungen bei den vorherigen Zeitpunkten 2.5 h p.i.,, 3.5 h p.i. und 4.5 h p.i. weisen kein
Fluoreszenzsignal im Resonanzwinkel auf. Das dort jeweils im Resonanzwinkel erkennbare
Fluoreszenzminimum entsteht dadurch, dafl in diesem Winkelbereich der zuséitzlich die
Fluoreszenz der Chromophore anregende Riickstrahl des Lasers fehlt (E. Sinner, pers.
Mitteilung). Da die Gesamtfluoreszenz bis zu einem Zeitpunkt von 5.5 h das MeBsignal
iiberdeckt, konnte eine Verringerung der Antikorperkonzentration und die dadurch bedingte
Verringerung der an die Antikdrper gekoppelten Chromophore die Detektion zu einem

fritheren Zeitpunkt ermdglichen. Bei SPFS- Messungen mit der Antikdrperkonzentration
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1:10000 (Daten nicht gezeigt) werden allerdings durch die geringere Konzentration an
Fluorophoren schwichere Fluoreszenzsignale detektiert, welche ebenfalls von der

Gesamtfluoreszenz iiberlagert werden.
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Abb. 5-22: Diagramm der bei der Zeitreihe an einem einzelnen Substrat jeweils im Resonanzwinkel gemessenen
Fluoreszenz

In Abb. 5-22 sind die jeweils im Resonanzwinkel gemessenen Fluoreszenzwerte aus Abb. 5-
21 als Diagramm aufgetragen. Dabei ist ein deutlicher Anstieg der gemessenen Fluoreszenz
mit zunehmender Expressionszeit sichtbar. Obwohl in Abb. 5-21 erst ab 5.5h p.i. ein
deutliches Signal erkannt werden kann, ist in Abb. 5-22 auch bei den Zeitpunkten 2.5 h p.i.,
3.5 h pi. und 4.5 h p.i., bei denen mdgliche schwiéchere Fluoreszenzsignale von der
Gesamtfluoreszenz iiberlagert sind, ein Anstieg der Fluoreszenz im Resonanzwinkel zu sehen.
Eine mogliche Sedimentation der fluoreszenzmarkierten Antikdrper wird durch ein
vorsichtiges Durchmischen der Losung in der MeBkiivette vor jedem MeBzeitpunkt
verhindert. Die konstante Konzentration der fluoreszenzmarkierten Antikérper wahrend den
Messungen 1d6t die Vermutung zu, dal der beobachtete Fluoreszenzanstieg im
Resonanzwinkel auf der Bindung einer groeren Anzahl der Antikdrpern an Rhodopsin in der
Zellmembran im Bereich des evaneszenten Felds beruht.

Die Aufnahme einer Zeitreihe an einem mit lebenden BHK-Zellen bewachsenen Substrat
ermoOglicht das direkte Beobachten der Rhodopsinexpression einer individuellen
Zellpopulation in Echtzeit. Die SPFS bietet damit ein neues Verfahren, die Dynamik von
molekularen Interaktionsprozessen an einem Membranprotein innerhalb einer Zellpopulation

im Detail zu charakterisieren.
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5.2 Zeitaufgeltste Detektion der Rinderrhodopsin-
expression mit konventioneller Fluoreszenz-
mikroskopie

Die Detektion von Membranproteinen auf der Oberfliache lebender Zellen mittels SPFS ist ein
neuartiges Verfahren. Um damit gemessenen Signale mit einer etablierten Methode zu
iiberpriifen, wird mit einem konventionellen Fluoreszenzmikroskop eine Zeitreihe der
Rhodopsinexpression aufgenommen. Hierfiir wird, wie zuvor bei den SPFS-Messungen, die
gleiche Anzahl an BHK-Zellen angesait und nach einer Inkubation iiber Nacht mit dem SFV-
System infiziert. Als Negativkontrolle wird eine Zeitreihe der Expression von B-
Galaktosidase verwendet, um die Spezifitit der verwendeten Antikorper zu iiberpriifen. Die
korrekte Expression der B-Galaktosidase wird nach 8 h p.i. durch den Nachweis ihrer
Enzymaktivitit bestitigt (siche 4bb. 5-23). Dabei wird das Substrat 5-Brom-4-Chlor-3-
Indolyl-B-D-Galaktopyranosid von -Galaktosidase zu Galaktose und 4-Chlor-3-Brom-Indigo
umgesetzt, was zu einer Blaufarbung der 3-Galaktosidase exprimierenden Zellen fiihrt. Diese
Blaufarbung ist in Abb. 5-23 deutlich zu erkennen.

Abb. 5-23: Nachweis der Expression von 3-Galaktosidase in der Zeitreihe der Negativkontrolle

Die mit dem Fluoreszenzmikroskop aufgenommenen Zeitreihen der Expression von
Rinderrhodopsin und B-Galaktosidase, die jeweils zu den Zeitpunkten 0 - 8 h p.i. durch
Fixierung abgestoppt wurden, sind nebeneinander aufgefiihrt (siche Abb. 5-24). Dabei sind
alle Zellpréparate mit den identischen Antikorperldsungen behandelt. Jedes Fluoreszenzbild
ist als jeweils identisch bearbeitete Aufnahme dargestellt (Bildreihen A fiir 3-Galaktosidase
und C fiir Rinderrhodopsin). Die jeweils zweite Bildreihe zeigt das zugehorige

Transmissionsbild.
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Abb. 5-24: Fluoreszenzmikroskopisch zeitaufgeldst detektierte Expression von Rinderrhodopsin in fixierten Zellen. Als
Negativkontrolle wird die Expression von 3-Galaktosidase verwendet. Die Detektion der Immunofluoreszenz erfolgt mittels
anti-VSV-Antikdrper und anti-Maus-Cy3 konjugiertem Antikorper in Blocking-Puffer. A, C: jeweils identisch bearbeitete
Fluoreszenzaufnahme; B, D: Transmissionsbild.
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Als zusitzliche Negativkontrolle zu der Zeitreihe der B-Galaktosidase-Expression werden
nicht infizierte Zellen mit den verwendeten Antikorperlésungen inkubiert und nach den
Waschschritten  fotographiert (siche A4bb. 5-25). Hier ist im Vergleich zur
Fluoreszenzmarkierung der B-Galaktosidase exprimierenden Zellen (siche 4bb. 5-24 A-C)
kein Unterschied sichtbar. Die verwendeten Antikorper binden daher weder an nicht infizierte
Zellen noch an mit dem SFV-System B-Galaktosidase exprimierende Zellen. Diese
Beobachtung bestitigt, daB die durch die Infektion mit dem SFV-System ausgelosten
zelluldren Verdnderungen (Lundstrom 2001) nicht zu einer unspezifischen Bindung der

verwendeten Antikorper fiihren.

Abb. 5-25: Fluoreszenzmarkierung nicht infizierter fixierter Zellen ca. 24 h nach der Aussaat mit den
verwendeten Antikérpern

Anhand der Zeitreihe der B-Galaktosidase-Expression (linke Bildreihe in 4bb. 5-24) wird
nachgewiesen, dal mit den verwendeten Antikdrpern keine Fluoreszenzsignale in B-
Galaktosidase exprimierenden Zellen detektiert werden kénnen. Die durch die verwendeten
Negativkontrollen bestétigte Spezifitdt der Antikdrper ermdglicht den Nachweis der
Expression von Rinderrhodopsin mit dem SFV-System in BHK-Zellen (rechte Bildreihe in
Abb. 5-24). Zu dem Zeitpunkt 0.5 h p.i. sind bereits die ersten Fluoreszenzsignale sichtbar,
die allerdings nicht die Grofle ganzer fluoreszenzmarkierte Zellen erreichen. Da durch die
Fixierung mit Methanol die Plasmamembran aufbricht, ist das Zellinnere fiir die Antikorper
zugénglich (Krutzik 2003). Daher kann eine Detektion stattfinden, sobald der N-terminale
VSV-Tag translatiert worden ist. Ganze fluorezenzmarkierte Zellen sind in A4bb. 5-24 ab 4 h
p.i. erkennbar. Weiterhin ist die deutliche Zunahme angefdrbter Zellen mit steigender
Expressionszeit zu sehen. Dadurch kann nachgewiesen werden, da3 die Rhodopsinexpression
erst nach der Infektion mit dem SFV-System beginnt und die verwendeten Antikdrper
spezifisch diese Expression detektieren.

Mit dem zur Verfiigung stehenden Fluoreszenzmikroskop ist auch die Aufnahme einer
Zeitreihe der Rhodopsinexpression in lebenden Zellen mdglich (siehe Abb. 5-26). Zusitzlich
wird eine Zeitreihe der Expression von B-Galaktosidase in lebenden Zellen mikroskopiert,
um die Spezifitdit der verwendeten Antikdrper auch bei lebenden Zellen zu iiberpriifen.
Analog zu der Fluoreszenzmikroskopie fixierer Zellen wird auch die Anfirbung nicht
infizierter lebender Zellen mit den verwendeten Antikorpern analysiert (sieche Abb. 5-26).
Eine Immunodetektion von Rinderrhodopsin mit vorinkubierten Antikérpern, wie sie flir die

SPFS-Messungen verwendet werden, filhrt mit dem verwendeten Fluoreszenzmikroskop zu
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keinen detektierbaren Fluoreszenzsignalen (Daten nicht gezeigt). Die Fluoreszenzmarkierung
lebender, Rhodopsin exprimierender Zellen wird moglich, wenn beide Antikdrper
nacheinander inkubiert werden. Diese Inkubationsschritte erfolgen bei 4°C, um durch die
Verlangsamung des zelluldren Stoffwechsels eine Metabolisierung der Antikorper zu
verhindern. Aufgrund der Vitalitit der Zellen wird die Inkubationszeit des priméren
Antikorpers anti-VSV  noch zur Expressionszeit gerechnet. Wie bereits zu den
Fluoreszenzaufnahmen der fixierten Zellen ausgefiihrt ist, werden auch die in Abb. 5-26
gezeigten Bilder in zwei Reihen dargestellt. Die jeweils linke Reihe besteht dabei aus den
Fluoreszenzaufnahmen, welche mit erhohter Intensitit gezeigt werden, um jeweils auch
schwichere Signale erkennen zu konnen. Rechts jedes Fluoreszenzbilds ist das zugehorige
Transmissionsbild dargestellt.

Die in Abb. 5-26 gezeigte Immunofluoreszenzfiarbung lebender, Rhodopsin exprimierender
Zellen bestitigt die Moglichkeit, die Rhodopsinexpression in vivo ohne eine Temperierung
der Zellen auf 37°C detektieren zu konnen. Im Gegensatz zu der Féarbung fixierter Zellen
konnen bei lebenden Zellen ausschlieBlich Rhodopsinmolekiile in der Plasmamembran
detektiert werden. In 4bb. 5-26 ist ab einem Expressionszeitpunkt von 5.5 h die Anfarbung
der Plasmamembran deutlich sichtbar. Bereits ab 1.5 h p.i. fallen jedoch stark fluoreszierende
Partikel auf, die in der gesamten Zeitreihe erkannt werden konnen. Da diese Partikel in der
Aufnahme der nicht infizierten Zellen (4bb. 5-27) und in der Zeitreihe der 3-Galaktosidase -
Expression (4bb. 5-26 A und B) nicht sichtbar sind, entsprechen sie spezifischen Signalen der
Immunofluoreszenzfiarbung. Hier konnte es sich um abgestorbene Zellen handeln, worauf
auch die abgerundete Form der Partikel schliefen 146t. Es ist bekannt, dal sowohl durch
Apoptosis als auch durch den nekrotischen Zelltod Defekte in der Plasmamembran verursacht
werden (Jaeschke 2003), was in einer Permeabilitit der Plasmamembran fiir die verwendeten
Antikorper resultieren konnte. Die Infektion mit dem SFV-System sowie die Prozedur der
Immunofluoreszenzfiarbung konnte ein Absterben der untersuchten Zellen begiinstigen
(Liljestrom 1991). In diesen abgestorbenen Zellen kdnnte wie auch in einem fixierten
Priaparat das VSV-markierte Rhodopsin im Zellinneren detektiert werden. Diese Annahme
wird dadurch gestiitzt, dal die beobachteten Partikel den frithen Fluoreszenzsignalen der
Zeitreihe der fixierten Zellen dhneln. Ganze angefarbten Zellen dagegen konnen ab 5.5 h p.i.
eindeutig nachgewiesen werden. Man erkennt hier deutlich die Anfarbung der
Plasmamembran. Dabei ist eine Zunahme solcher angefirbter Zellen zwischen den
Zeitpunkten 5.5 h p.i. und 9 h p.i. sichtbar. Bei den Zeitpunkten vor 5.5 h p.i. kann aus den
Abbildungen nicht eindeutig bestimmt werden, ob es sich bei den erkennbaren Signalen um

abgestorbene oder unvollstindig fluoreszenzmarkierte lebende Zellen handelt.
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Expression von 3-Galaktosidase Expression von Rinderrhodopsin
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Abb. 5-26: Fluoreszenzmikroskopisch zeitaufgelost detektierte Expression von Rinderrhodopsin in lebenden Zellen. Als
Negativkontrolle wird die Expression von B-Galaktosidase verwendet. Die Detektion der Immunofluoreszenz erfolgt mittels anti-
VSV-Antikérper und anti-Maus-Cy3 konjugiertem Antikorper in Blocking-Puffer. A, C: jeweils identisch bearbeitete
Fluoreszenzaufnahme; B, D: Transmissionsbild.
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4

Abb. 5-27: Anfiirbung nicht infizierter lebender Zellen mit den verwendeten Antikorpern

Auszdhlung der angefirbten Zellen im Fluoreszenzmikroskop

Die im Blickfeld des Mikroskops sichtbaren angefarbten Zellen werden fiir beide Zeitreihen
der fixierten und lebenden Rhodopsin exprimierenden Zellen ausgezéhlt (siche Abb. 5-28).
Diese Anzahl wird jeweils zu der Gesamtzahl der Zellen in Relation gesetzt. Wie bereits zu
Abb. 5-24 beschrieben ist, kann bei fixierten Zellen aufgrund der aufgebrochenen
Zellmembran auch VSV-getagtes Rhodopsin innerhalb der Zellen detektiert werden. Dieses
wird im Fluoreszenzbild als Zellfragment erkannt. In 4bb. 5-28 ist die Anzahl ausgezéhlter

Zellfragmente eigenstdndig aufgefiihrt.
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Abb. 5-28: Vergleich der zeitaufgelisten fluoreszenzmikroskopischen Detektion von Rinderrhodopsinexpression
in lebenden und fixierten BHK-Zellen. Es sind jeweils die Prozentzahlen angefiirbter Zellen dargestellt. Als
Fragmente sind Fluoreszenzsignale aus fixierten Zellen bezeichnet, welche keinen ganzen Zellen zugeordnet
werden konnen.

Aus Abb. 5-28 ist ersichtlich, dafl die Expression von Rinderrhodopsin in fixierten Zellen zu

einem fritheren Zeitpunkt als in lebenden Zellen detektiert wird. Dieser Zeitunterschied

betrdgt etwa 2 h und kann wahrscheinlich auf die Permeabilitit der Plasmamembran der
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fixierten Zellen flir die verwendeten Antikorper zuriickgefiihrt werden. Auf diese Weise ist in
fixierten Zellen die Detektion von Fluoreszenzsignalen mit dem anti-VSV-Antikorper
moglich, sobald der N-terminale VSV-tag exprimiert worden ist. Bei den in Abb. 5-28
aufgefiihrten Fragmenten, d.h. Fluoreszenzsignalen innerhalb von Zellen, konnte es sich um
solche noch nicht vollstindig exprimierte oder noch nicht zur Membran transportierte
Rhodopsinmolekiile handeln. Diese Vermutung wird dadurch unterstiitzt, dal bei den
Kontrollen der nicht infizierten Zellen und den fiir O h infizierten Zellen keine Fragmente
beobachtet werden konnen, es sich also nicht um einen Artefakt der
Immunofluoreszenzfiarbung handelt. Diese Fragmente werden bereits ab einem
Expressionszeitpunkt von 0.5 h detektiert. Daher kann vermutet werden, da3 zumindest der
VSV-tag nach 0.5 h p.i. zu einer mit dem verwendeten Fluoreszenzmikroskop detektierbaren
Menge exprimiert wird. Da in lebenden Zellen erst eine deutliche Anfirbung der
Plasmamembran ab 5.5 h p.i. moglich ist, kann angenommen werden, dafl auch bei den
fixierten Zellen zu Zeitpunkten vor 5.5 h p.i. vor allem Rhodopsinmolekiile im ER und im
Golgi-Apparat angefarbt werden.

Insgesamt ist die Anzahl angefirbter Zellen jeweils unter den fixierten Zellen deutlich héher
als die Anzahl angeférbter lebender Zellen, da bei einem fixierten Préparat auch die noch
nicht vollstindig exprimierten oder noch nicht zur Plasmamembran transportierten
Rhodopsinmolekiile angefarbt werden konnen. Im Gegensatz dazu werden in lebenden Zellen
ausschlieBlich die korrekt in die Plasmamembran integrierten Rhodopsinmolekiile detektiert.
Das konnte die deutlich schwécheren Fluoreszenzsignale bei lebenden Zellen im Vergleich zu
einem fixierten Préparat erkldren (siche auch Kapitel 5.4.2).

Insgesamt weisen die mit dem Fluoreszenzmikroskop aufgenommenen Zeitreihen die
Expression des Rinderrhodopsins in den verwendeten BHK-Zellen sowie die Spezifitdt des
verwendeten anti-VSV-Antikorpers nach. Die Zeitreihe in Abb. 5-26 zeigt eindeutig, daB3 der
spezifische Nachweis einer Rinderrhodopsinexpression auch in lebenden Zellen moglich ist,

und bestitigt dadurch die mittels SPFS durchgefiihrten Messungen.
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5.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

In diesem Kapitel wird die direkte Expression eines Membranproteins in vivo erstmals mit
Oberflachenplasmonen-Fluoreszenzspektroskopie  (SPFS)  dokumentiert (Krupka, in
Vorbereitung). Als Modellmembranprotein wird Rinderrhodopsin verwendet, dessen
heterologe Expression in der Plasmamembran der verwendeten Zellinien P19 und BHK
nachgewiesen wird. Von diesen Zellinien wird mit Fluoreszenz-Interferenz-
Kontrastmikroskopie (FLIC) ein Abstand zur Substratoberfliche von 48 bzw. 57 nm
gemessen. Das heterolog exprimierte Rhodopsin in der adhirierenden Membran der lebenden
Zellen befindet sich daher in dem Bereich des evaneszenten Feld des Plasmons, in dem die
Fluoreszenz der zur Immunodetektion verwendeten Antikorper verstirkt wird. Gleichzeitig
vermeidet diese Entfernung einen mdglichen Diampfungseffekt der Fluorophore, den
sogenannten Forstertransfer, an der Goldoberfléache.

Die Rhodopsinexpression in lebenden BHK-Zellen wird in einer Zeitrethe ab einer
Expressionszeit von 3 h mit SPFS detektiert. Weiterhin ist sogar die zeitaufgeloste Detektion
der Rhodopsinexpression auf einem einzelnen zellbewachsenen Substrat moglich. Dadurch
bleiben moglichst viele Parameter wie die Beschaffenheit des Substrats und die Dichte der
darauf wachsenden Zellen wihrend dem Zeitraum der Analyse unverdndert, was die
Reproduzierbarkeit der SPFS-Messungen an lebenden Zellen erhoht.

Die mit SPFS gemessenen Signale kdnnen durch konventionelle Fluoreszenzmikroskopie an
fixierten Prdparaten und an lebenden Zellen bestitigt werden. Diese fluoreszenz-
mikroskopischen Aufnahmen weisen auch die Spezifitit des verwendeten primédren
Antikorpers nach, was die Genauigkeit der SPFS-Messungen verifiziert. Aus den in dieser
Arbeit gezeigten Ergebnissen resultiert daher eindeutig, dal das Verfahren der SPFS zur
sensitiven und prizisen Analyse von Bindungsreaktionen an der Oberfldche lebender Zellen
verwendet werden kann. Damit sind neuartige Anwendungen fiir eine systematische
Charakterisierung von Membranproteinen in lebenden Zellen sowie von dynamischen

Prozessen auf deren Oberfliche denkbar, wie im folgenden Kapitel diskutiert wird.
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5.4 Diskussion und Ausblick

5.4.1 Zeitspanne der Biosynthese von Rinderrhodopsin

Im Rahmen dieser Arbeit wird die Expression von Rinderrhodopsin mittels SPFS in lebenden
Zellen als alternatives Verfahren zur Fluoreszenzmikroskopie zeitaufgelost detektiert. Fiir die
SPFS-Messungen wird in einer Zeitreihe eine fritheste Detektion von Rinderrhodopsin bei 3 h
nach der Infektion mit dem Semliki-Forest-Virus (post infectionem, p.i.) ermittelt. Noch
frither kann das Rinderrhodopsin in der Plasmamembran womdglich nicht detektiert werden,
da von der Infektion der Zellen bis zur Insertion der ersten Rinderrhodopsinmolekiile in der
Plasmamembran eine noch unbekannte Zeitspanne benétigt wird. Von dem Rinderrhodopsin
vergleichbaren Membranproteinen, die auch zu der Familie der G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren (GPCRs) gehoren, ist beispielsweise flir den humanen Neurokinin 1 Rezeptor mit
dem SFV-System eine Expressionszeit von 6 h bekannt (Lundstrom 2001).

Die Expression von Rinderrhodopsin mit dem SFV-System konnte bisher mit Pulse-Chase-
Experimenten ab 4 h p.i. durch schwache Signale auf einem Western-Blot nachgewiesen
werden (K. Holscher, pers. Kommunikation). Diese Experimente unterscheiden aber nicht
zwischen reifen Rinderrhodopsinmolekiilen in der Plasmamembran und Rinderrhodopsin,
welches noch im Zellinneren modifiziert und transportiert wird. Eine erfolgreiche Insertion
des Rinderrhodopsins in die Plasmamembran erfordert nimlich mehrere posttranslationale
Prozessierungsschritte, welche unterschiedlich lange Zeitspannen beanspruchen (vgl. 4bb. 5-
29).

Fusion der SFV-
) _Pc:r’rikel: Sekunden

ER (Faltung mit Chaperonen,
N-Glykosylierung): 2-3 h?

Golgi: O-Glykosylierung

Nucleus Transport zur

Membran: 10 min?

Plasma-
membran: 3 h?

ois(~ Golgi |/ frans Vesikel

Abb. 5-29: Schematische Darstellung der Biosynthese von Rinderrhodopsin mit dem SFV-System
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Es ist bekannt, daB3 die fiir die Virusinfektion nétige Fusion des SFV mit der Plasmamembran
der Zellen innerhalb von Sekunden ablduft (Wahlberg 1992). Der GPCR Humaner Delta
Opoid Rezeptor (HDOR) gelangt nach einer Halbwertszeit von 2 h nach Transkriptionsbeginn
in das ER und benétigt fiir den Transport zur Plasmamembran weitere 10 min (Petaja-Repo
2000). Andere Membranproteine wie z.B. der SHT3-Rezeptor kdnnen allerdings erst nach 3 h
im ER und nach 4 h in der Plasmamembran nachgewiesen werden (Ilegems 2004). Da
besonders die Prozessierung im ER den limitierenden Schritt fiir die Biosynthese darstellt
(Petaja-Repo 2000), konnte entsprechend dem Ausmal der posttranslationalen Modifizierung
eine fir jedes Membranprotein individuelle Expressionszeit bendtigt werden. Die
posttranslationale Modifizierung von Rinderrhodopsin erfordert viele N- und O-
Glykosylierungsvorgénge (Heymann 1997). Auch werden fiir die effiziente Faltung und den
Transport von Rinderrhodopsin spezielle Chaperon-dhnliche und Eskorten-dhnliche Proteine
benoétigt (Ferreira 1995). Daher konnte die in dieser Arbeit gemessene Expressionszeit von
3 h durchaus die Zeitspanne von der Infektion der Zellen bis zur Insertion der ersten
Rinderrhodopsinmolekiile in der Plasmamembran darstellen. Die Expression von
Membranproteinen, welche weniger posttranslationale Prozessierungsschritte als das
Rinderrhodopsin bendtigen, konnte mit SPFS daher womdoglich nach einer kiirzeren Zeit als
3 h p.i. detektiert werden.

5.4.2 Vergleich der in vivo - Detektion mittels SPFS und Fluoreszenzmikroskopie

Bisher wird die Proteinexpression in lebenden Zellen vor allem mittels Fluoreszenz-
mikroskopie gemessen (Smith 2004). Die intensive Beleuchtung der untersuchten Zellen
verursacht allerdings Artefakte durch Photooxidation und die dadurch bedingte chemische
Zersetzung der Farbstoffe, welche zelluldre Prozesse storen und toxisch auf die Zelle wirken
konnen (Konig 2000), (Knight 2003), (Javitch 2004). Daher wird in dieser Arbeit die SPFS an
lebenden Zellen als alternative Detektionsmethode iiberpriift, bei der die untersuchte Zelle
nicht vollstidndig beleuchtet wird. Lediglich die basale Membran liegt in der Reichweite des
von Oberfldchenplasmonen erzeugten evaneszenten Feldes (vgl. Abb. 5-11).

Die meisten Photooxidationsprozesse entstehen durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS),
welche in den Mitochondrien gebildet werden (Jou 2004), (Peng 2004). Da eine SPFS-
Messungen aufgrund der Verwendung des evaneszenten Felds nur wenige Mitochondrien
bestrahlt, wird  weniger zellulirer = Schaden als bei der konventionellen
Fluoreszenzmikroskopie verursacht. Diese Behauptung wird dadurch bestétigt, da bei der
Totalen Internen Reflektions-Fluoreszenzmikroskopie (TIRFM), welche dhnlich wie SPFS
ein evaneszentes Feld zur Fluoreszenzdetektion benutzt, nur sehr geringe Zellschidden durch
Ausbleichen oder Bestrahlung bekannt sind (Almers 2001).

Ein direkter Vergleich der in dieser Arbeit mittels Fluoreszenzmikroskopie und SPFS
gemessenen Fluoreszenzintensitit ist nicht moglich, da die Fluoreszenz jeweils mit einer

digitalen Kamera bzw. mit einem Photomultiplier detektiert wird und die fiir jedes Verfahren
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optimalen Konzentrationen und Inkubationszeiten der Antikorper gewidhlt werden. Zudem
werden unterschiedliche Chromophore und unterschiedliche Sekundérantikdrper verwendet.
Es ist bekannt, daB primére Antikdrper nach ihrer Markierung mit sekundédren Antikdrpern
die Affinitét fiir ihr spezifisches Antigen behalten (Brown 2004). Fiir die Immunofluoreszenz-
markierung der BHK-Zellen in den SPFS-Messungen wird dieser Effekt ausgenutzt, um die
Inkubationszeiten mit den Antikdrpern zu verkiirzen und damit eine Metabolisierung der
Antikorper durch die lebenden Zellen zu verhindern. Mit den vorinkubierten Antikdrpern
anti-VSV-Antikorper und anti-Maus-Alexa Fluor Antikorper in der jeweiligen Konzentration
1:100 geniigt eine Inkubationszeit von 30 Minuten in Kulturmedium bei Raumtemperatur fiir
eine Detektion von Rhodopsin in der Membran lebender Zellen mittels SPFS. Fiir eine
Detektion fluoreszenzmarkierter lebender Zellen mit dem verwendeten Fluoreszenzmikroskop
ist diese Inkubationszeit mit den vorinkubierten Antikérpern anti-VSV-Antikorper und anti-
Maus Cy3 konjugierter Antikdrper in identischen Bedingungen jedoch nicht ausreichend.
Daher erfolgen die Analysen mit dem Fluoreszenzmikroskop geméf einem standardisierten
Protokoll fiir die Immunfluoreszenz lebender Zellen, bei dem beide Antikorper hintereinander
bei 4°C fiir 30 Minuten fiir den primdren Antikorper bzw. fiir 45 Minuten fiir den sekundiren
Antikorper in den jeweiligen Endverdiinnungen von 1:1000 inkubiert werden. Aufgrund der
Verwendung unterschiedlicher sekundérer Antikorper, Chromophore und Inkubations-
bedingungen kann aus der kiirzeren Inkubationszeit fiir die SPFS-Messungen keine Aussage
zu dem Verhiltnis der Empfindlichkeit beider Detektionsmethoden zueinander getroffen
werden. Der geringere Zeitaufwand fiir eine SPFS-Messung vereinfacht jedoch die Aufnahme
einer Zeitreihe an einer identischen Zellpopulation, wie sie fiir vergleichende Analysen
bendtigt wird, da die Anzahl der vorangegangenen Zellteilungen das Verhalten der Zellen und
damit das MeBergebnis beeinflussen kann.

Auch in der Art und Weise der Detektion von Fluoreszenzsignalen bestehen signifikante
Unterschiede zwischen einer fluoreszenzmikroskopischen Aufnahme und einer SPFS-
Messung. Bei einer Betrachtung durch das Fluoreszenzmikroskop kann zwischen
Hintergrundsignalen und fluoreszenzmarkierten Zellen unterschieden werden, was die
Auswahl eines Bereichs mit geringem Hintergrund erlaubt. Der Zustand der Zellen ist anhand
ihrer Form erkennbar, so daBl intakte adhérierende Zellen fiir die Aufnahme ausgewéhlt
werden konnen. Dagegen wird bei einer SPFS-Messung die gesamte Fluoreszenz des
MeBbereichs von ungefdhr 1 mm® detektiert. Analog dazu kann die anhand einer
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahme detektierte Fluoreszenz quantifiziert werden, indem
die Gesamtfluoreszenz dieser Aufnahme dargestellt wird. Diese aus den jeweiligen
Originalbildern der Zeitreihe der lebenden Zellen gemittelten Fluoreszenzintensitéten sind in
Abb. 5-30 als Diagramm aufgefiihrt, wobei die Werte der als Negativkontrolle exprimierten §3-
Galaktosidase fiir jeden Zeitpunkt neben den Fluoreszenzsignalen aus der Rinderrhodopsin-

expression gezeigt sind.
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Aufgrund von Faktoren wie der heterogenen Infektion der Zellen mit dem SFV-System, der
unterschiedlichen Reaktion individueller Zellen auf diese Infektion oder der Zelldichte in dem
jeweiligen analysierten Bereich weisen die detektierten Signale eine Schwankungsbreite auf.
Daraus entsteht die Schwierigkeit, schwichere Signale von den Hintergrundsignalen der als
Negativkontrolle verwendeten B-Galaktosidaseexpression zu unterscheiden. In Abb. 5-30 wird
der Mittelwert der Fluoreszenzintensitit der jeweiligen Negativkontrollen als Anhaltspunkt
angenommen.
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Abb. 5-30: Jeweilige Gesamtintensitit der fluoreszenzmikroskopischen Abbildungen der Expression von
Rhodopsin und 3-Galaktosidase in lebenden (4) und fixierten Zellen (B). Die jeweiligen Hintergrundfluoreszenz
der Negativkontrollen aus der gemittelten Intensitit der [3-Galaktosidaseexpression (M-lacZ) ist als rot
gestrichelte Linie dargestellt.

In Abb. 5-30 A ist der Fluoreszenzhintergrund aus dem Mittelwert der gesamten Zeitreihe der
B-Galaktosidaseexpression (M-lac) als gestrichelte Linie dargestellt. Sowohl der individuelle

Hintergrund der B-Galaktosidaseexpression zu jedem Zeitpunkt als auch der Mittelwert der
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gesamten B-Galaktosidaseexpression wird ab dem Zeitpunkt von 5.5h p.i. von dem
Fluoreszenzsignal der Rinderrhodopsin exprimierenden Zellen {iberragt. Diese Beobachtung
ist konsistent mit der Auszdhlung der Zellen im Fluoreszenzmikroskop, bei der ab 5.5 h p.i.
die erste angefarbte Zelle sichtbar ist (vgl. Abb. 5-26). Auch der Anstieg der Fluoreszenz mit
zunehmender Expressionszeit ist in Abb. 5-30 A ab diesem Zeitpunkt zu sehen. Da der Wert
bei 5.5h p.i. nur eine sehr geringe Differenz zu dem als gestrichelte Linie gesetzten
Hintergrund der gemittelten Kontrollmessungen aufweist, muf3 allerdings der nachfolgende
Wert bei 6 h p.i. als deutliche frithestmdgliche Detektion von Rinderrhodopsin in Abb. 5-30 A
betrachtet werden. Auffallend ist, dal der Hintergrund der nicht infizierten Zellen héher als
Mittelwert der B-Galaktosidaseexpression liegt. Da die Fluoreszenz der nicht infizierten
Zellen jedoch von dem Wert der B-Galaktosidaseexpression bei 6.5 h p.i. libertroffen wird,
befindet sich der Wert der Einzelmessung der nicht infizierten Zellen innerhalb des
Schwankungsbereichs der Werte der 3-Galaktosidaseexpression.

In Abb. 5-30 B wird eine quantitative Darstellung der Fluoreszenzaufnahmen der fixierten
BHK-Zellen als Mittelwert der Gesamtintensitdt der Originalbilder aus 4bb. 5-24 gezeigt. Bei
den Gesamtintensitdten der fixierten Préparate in Abb. 5-30 B fillt zunéchst ab etwa 5 h p.i.
auf, dal die Fluoreszenzwerte bis zu dreimal hoher als bei den lebenden Zellen liegen (vgl.
Abb. 5-30 A). Die Werte unterhalb 5h p.i. dagegen dhneln denen der lebenden Zellen.
Ensprechend zu den Abbildungen 5-30 A ist in Abb. 5-30 B der Mittelwert sdamtlicher B-
Galaktosidaseexpressionen als rot gestrichelte Linie im Diagramm dargestellt. Diese
Hintergrundfluoreszenz der Negativkontrollen wird ab 2.5 h p.i. von allen nachfolgenden
Fluoreszenzsignalen {iiberragt. Dabei iibertrifft der Wert bei 3.5h p.i. die Hintergrund-
fluoreszenz jedoch nur knapp, wihrend die zugehorige Negativkontrolle der 3-Galaktosidase-
expression bei 3.5h {ber dem Fluoreszenzsignal liegt. Aufgrund dessen kann der
nachfolgende Wert bei 4h als erster die Hintergrundfluoreszenz der Negativkontrolle
iibertreffende Zeitpunkt gesehen werden. Dabei ist jedoch zu beriicksichtigen, daf3 die
Fluoreszenzwerte bei 1.0 h p.i. und 2.5h p.i. dem bei 4 h p.i. detektierten Wert dhneln bzw.
sogar dariiber liegen. Bei diesen beiden Werten konnte es sich um eine Schwankungsbreite
der Fluoreszenzsignale handeln, da der nachfolgende Wert bei 3.5 h sogar eine schwichere
Fluoreszenz als die Kontrollexpression der B-Galaktosidase aufweist. Diese Schwankungs-
breite konnte zusdtzlich zu den bei lebenden Zellen beschriebenen Faktoren auch aus
Unterschieden in der Permeabilitit der Plasmamembranen resultieren. Konsistent mit der
Detektion der Rhodopsinexpression ab 4 h p.i. bei fixierten BHK-Zellen sind auch in einer
Auszdhlung im Mikroskop ab einem Zeitpunkt von 4 h p.i. fluoreszenzmarkierte ganze Zellen
sichtbar.

Die hohere Fluoreszenzintensitit der fixierten Praparate im Vergleich zu den Werten der
lebenden Zellen konnte dadurch zustande kommen, dafl aufgrund der Permeabilitit der
Zellmembran ein Signal detektiert werden kann, sobald der N-terminale VSV-tag translatiert

ist. Auf diese Weise wird zusétzlich zu dem VSV-Rhodopsin in der Plasmamembran auch das
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VSV-Rhodopsin wihrend seiner Expression, den posttranslationalen Modifikationen und dem
Transport zur Plasmamembran angefirbt. Im Gegensatz dazu kann bei den lebenden Zellen
nur das Rhodopsin in der Plasmamembran detektiert werden. Eine Inkorporation der
Antikorper durch die lebenden Zellen kann ausgeschlossen werden, da bei den B-
Galaktosidase exprimierenden Kontrollen keine Fluoreszenz sichtbar ist. Es besteht aber die
Moglichkeit, daB die verwendeten Antikdrper von den Zellen metabolisiert werden,
worauthin weniger Fluoreszenz im Mikroskop sichtbar ist. Aufgrund dieser hdéheren
Fluoreszenzintensitit kann bei den fixierten Zellprdparaten ein gilinstigeres Verhiltnis der
Fluoreszenzsignale zu den Hintergrundsignalen gemessen werden. Bei dem Wert von 8 h p.i.
zum Beispiel betrigt dieses Verhiltnis bei lebenden Zellen einen Faktor von 2.1, bei fixierten
Préparaten jedoch den Faktor 5.4.

Analog zu den Gesamtintensititen der fluoreszenzmikroskopischen Analysen konnen auch
die

mit SPFS gemessenen Fluoreszenzintensititen als Gesamtintensitéten der zu jedem Zeitpunkt
der Rhodopsinexpression detektierten Fluoreszenz gezeigt werden (sieche Abb. 5-31). Ebenso
wie in Abb. 5-30 erschweren bei den SPFS-Messungen in Abb. 5-31 die Schwankungen der
schwiécheren Fluoreszenzsignale die Unterscheidung der gewiinschten Fluoreszenzsignale

von den Hintergrundsignalen.
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5-31: Gesamtintensitiiten der mittels SPFS detektierten Fluoreszenz von heterolog Rhodopsin exprimierenden
lebenden Zellen. Die jeweiligen Hintergrundfluoreszenzen der Negativkontrollen aus der gemittelten Intensitit
der f-Galaktosidase-Expression (M-lacZ) bzw. aus der [3-Galaktosidase-Expression fiir 10h sind als rot
gestrichelte Linie hinterlegt.

In Abb. 5-31 ist der Hintergrund aus den Kontrollmessungen der nicht infizierten und B-
Galaktosidase exprimierenden Zellen als gestrichelte Linie dargestellt. Anhand dieser Linie
wird eine Schwankung der Fluoreszenzintensititen deutlich. Bei einer Beriicksichtigung der
Schwankungsbreite der Fluoreszenzmessungen kann die Rhodopsinexpression ab 4.5 h p.i.
nachgewiesen werden. Wird allerdings bei allen MeBpunkten der zugehorige
Fluoreszenzhintergrund des jeweiligen zellbewachsenen Substrats von der Gesamtfluoreszenz

abgezogen (sieche Abb. 5-19), dann kann aufgrund der resultierenden geringen
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Fluoreszenzsignale der frithen Expressionszeiten bereits ab 3.0 h p.i. ein hoherer Wert als bei
den Kontrollmessungen detektiert werden. Aus Abb. 5-18 ist ersichtlich, daBl bei den
Zeitpunkten bis einschlieBlich 3.0 h p.i. ein hoherer jeweiliger Fluoreszenzhintergrund des
zellbewachsenen Substrats als bei den spiteren Zeitpunkten gemessen wird. Diese
Beobachtung konnte damit erklédrt werden, daB3 die untersuchten Zellen zu frithen Zeitpunkten
der Infektion mit dem SFV eine verdnderte Aktivitdt aufweisen (Lundstrom 1994), wodurch
womoglich ein hoherer Fluoreszenzhintergrund in den SPFS-Messungen entsteht. Daher
liefert die Darstellung der Fluoreszenzsignale abziiglich des jeweiligen Fluoreszenz-
hintergrunds in Abb. 5-19 genauere Daten, wonach die Rhodopsinexpression frithestens ab
3.0 h detektiert werden kann.

Da bei den SPFS-Messungen und der Detektion mit dem Fluoreszenzmikroskop
unterschiedliche Lichtstdrken, Anregungswellenldngen, Chromophore und Sekundér-
antikdrper verwendet werden, kann das jeweilige Verhiltnis des Fluoreszenzsignals beziiglich
des Hintergrundsignals der Negativkontrolle nicht direkt verglichen werden. Aufgrund der
auschlieBlichen Verstiarkung der Fluoreszenz innerhalb des evaneszenten Feldes in den SPFS-
Messungen erfolgt jedoch eine geringe Detektion von Hintergrundsignalen aus
fluoreszierenden Bereichen des Zytosols oder des umgebenden Kulturmediums als mit
fluoreszenzmikroskopischen Verfahren. Die Reichweite des evaneszenten Feldes von etwa
100 nm in die untersuchten Zellen illuminiert einen geringeren Bereich des Zytosols als bei
konfokalen Mikroskopen, mit denen selbst bei einer Fokussierung auf die Plasmamembran
etwa ein Bereich von einen halben Mikrometer des Zellinneren betrachtet wird (Almers
2001). Aus diesem Grund werden bei der Mikroskopie vermehrt Hintergrundsignale aus dem
Zytosol detektiert, die unter Umsténden auch schwache Fluoreszenzsignale der untersuchten
Membranproteine liberdecken konnen. Bei den verwendeten Verfahren weisen daher die mit

SPFS gemessenen Signale einen niedrigeren Fluoreszenzhintergrund auf.
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5.4.3 SPFS - Messungen an einer einzelnen Zelle

Die Vorteile des Fluoreszenzmikroskops, einen MeBbereich mit geringem Hintergrund und
vitalen Zellen auszuwidhlen, konnten auch fiir SPFS-Messungen erreicht werden, indem die
Fluoreszenz zusdtzlich mit Hilfe eines Mikroskops mit angeschlossener CCD-Kamera
abgebildet wird. Im vorigen Kapitel ist ausgefiihrt, daB3 ein Betrachten einzelner Zellen im
Vergleich zu der gemittelten Fluoreszenz eines MeBbereichs zu einer fritheren Detektion von
Fluoreszenzsignalen fiihrt. Daher konnte die Sensitivitidt von SPFS durch das Auswéhlen des
MeBbereichs zusitzlich erhoht werden. Bei der Verwendung einer geringen Zelldichte wiren
dann auch SPFS-Messungen an einer einzelnen Zelle mdglich. Messungen an einzelnen
Zellen bieten einen Einblick in die Variation der unterschiedlichen Reaktionen verschiedener
individueller Zellen, welche sogar in geklonten Zellpopulationen bestehen (Brehm-Stecher
2004). Auf diese Weise konnen weitaus detailliertere Daten als mit gemittelten Werten aus
Zellpopulationen generiert werden. SPFS-Messungen konnten die individuelle Expression
eines Membranproteins einer einzelnen Zelle zeitaufgelost detektieren, und es konnten
womoglich Verdnderungen dieser Expression aufgrund der Zugabe von Hormonen oder
anderen Faktoren registriert werden. Die Ermittelung weiterer Parameter wie eine Messung
des pH-Werts oder des Sauerstoffgehalts durch zusétzliche Sensoren in der MeBkiivette
konnte hier weitere Aussagen iiber das Verhalten der Zellen ermdglichen. Die Sensitivitét der
SPFS konnte durch eine erhohte Laserleistung zusitzlich gesteigert werden, deren
Unschédlichkeit auf die Lebensfahigkeit der Zellen jedoch iiberpriift werden sollte.

Zusammenfassend bietet die zeitaufgeloste in vivo - Detektion von Membranproteinen mittels
SPFS neue Anwendungsmoglichkeiten, mit hoher Sensitivitit und nicht-invasiv die komplexe
Dynamik auf der Oberfliche lebender Zellen und moglicherweise sogar von individuellen
Einzelzellen zu analysieren. Dabei konnten womdglich sogar dynamische Prozesse wie die

Endocytose und Exocytose von fluoreszenzmarkierten Einzelmolekiilen gemessen werden.

5.4.4 Weitere Anwendungsmaglichkeiten von SPFS an lebenden Zellen

Im Unterschied zur etablierten Methode der Totalen Internen Reflektions-
Fluoreszenzmikroskopie (TIRFM) (Ambrose 1961), (McCutchen 1964), (Stout 1989), welche
auf einem evaneszenten Feld durch die Einstrahlung eines Lasers auf eine Glasoberfliche
basiert, wird bei SPFS die Anregung von Oberflichenplasmonen auf einer Goldoberfliche zur
Erzeugung des evaneszenten Felds verwendet. Diese Versuchsanordnung bietet vielfdltige
weitere Anwendungsmoglichkeiten der SPFS an lebenden Zellen. Die Verwendung der
Goldoberfldche ermoglicht die spezifische thiolvermittelte Chemisorption von Molekiilen,
wodurch eine definierte Schicht aufgebaut werden kann. Anhand des Modus der
Oberflichenplasmonen-Resonanzspektroskopie  (SPR) konnen diese wohldefinierten
strukturierten Oberflachen iberpriift werden, wobei anschlieBend in dem identischen

Versuchsaufbau lebende Zellen mittels SPFS charakterisiert werden konnen. Da selbst
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Fokalkontakte lebender Zellen einen Abstand von 10-15 nm zu einer Substratoberfliche
aufweisen (Alberts 1989), (Iwanaga 2001), kann das Phinomen des Forstertransfers, der
zwischen Fluorophoren und einer Metalloberfliche innerhalb einer Distanz von 10 nm
stattfindet, zwar nicht zur Abstandsbestimmung von adhédrierenden Zellen verwendet werden.
Eine Abstandsbestimmung fluoreszenzmarkierter lebender Zellen von dem jeweiligen
Substrat wire jedoch unter der Verwendung des evaneszenten Felds denkbar. Weiterhin
konnte die Interaktion lebender Zellen mit einer auf der Goldoberfliche aufgebauten
artifiziellen Membran mit inkorporierten Rezeptormolekiilen analysiert werden.

Die Verwendung eines identischen Versuchsaufbaus filir verschiedenartige Analysen an
lebenden Zellen erleichtert den Vergleich der gewonnenen Daten, da Artefakte durch den
Transport, unterschiedliche Faktoren in der Umgebung der Zellen wie Temperatur oder
Luftfeuchtigkeit oder ein variables Verhalten der Zellen auf verschiedenen
Substratoberflaichen vermieden werden konnen. Mittels unterschiedlicher Wellenlédngen des
eingestrahlten Lichts kann zusétzlich die jeweils gewlinschte Ausbreitung des von
Oberflichenplasmonen erzeugten evaneszenten Felds moduliert werden. Bei den SPFS-
Messungen an lebenden Zellen ist von Vorteil, daBl bei einer eingestrahlten geringen
Laserleistung, von der fiir die verwendeten biologischen Materialien keine schiadigende
Wirkung beobachtet wurde, ein starkes evaneszentes Feld generiert werden kann. Sofern bei
Winkelstellungen gemessen wird, bei denen die eingestrahlte Lichtleistung auf das Plasmon
iibertragen wird, werden die lebenden Zellen nur an ihrer adhirierenden Membran von dem
evaneszenten Feld belichtet. Dadurch ist bei einer geringen Toxizititswirkung eine sensitive

Detektion der Interaktion von Molekiilen auf der Oberflache lebender Zellen moglich.
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6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit werden molekulare Interaktionen an biofunktionalisierten Grenzfldchen in
zwei unterschiedlichen Ansdtzen analysiert. Zum einen wird an einer artifiziellen
Modellmembran mit inkorporierten Zelladhésionsrezeptoren Integrin  oyf; deren
unterschiedliche Bindung an photoschaltbaren Peptidliganden mit Oberflichenplasmonen-
Fluoreszenzspektroskopie (SPFS) nachgewiesen. Weiterhin wird das Verfahren der SPFS
erstmals an lebenden Zellen angewendet, um die Insertion von heterolog exprimiertem
Rhodopsin als Modell eines Membranproteins in die Plasmamembran zeitaufgelost zu
detektieren.

Im ersten Teil der Arbeit wird gezeigt, dafl die synthetischen Peptid-Stereoisomere, welche
das RGD-Bindungsmotiv beinhalten, unterschiedlich stark an natives Integrin oyf; binden.
Dabei wird der EinfluB der Konformation und der die RGD-Sequenz umgebenden
Aminoséurereste auf die Bindungsaffinitit der Peptide eindeutig nachgewiesen.

Der direkte Vergleich der Bindungsaffinititen von RGD-Peptiden mit identischer
Aminoséduresequenz, aber unterschiedlicher Konformation ist durch die enthaltene
4-Aminomethyl-Phenylazobenzoe-Sdure (AMPB) moglich, welche bei Belichtung mit
definierten Wellenldngen die isomeren Konformationen cis bzw. trans einnimmt. Diese
Photoisomerisierung iibertrigt sich auf die gesamte Konformation der zyklischen Peptide. Die
Bindungsmessungen der Integrinrezeptoren an die Peptidliganden erfolgen mittels der
hochsensitiven Methode der SPFS, welche auf der Fluoreszenzverstirkung von Chromophor-
gekoppelten Peptiden bzw. Antikorpern innerhalb eines evaneszenten Felds basiert (Neumann
2002). Dabei wird die Funktionalitit der nativen Integrin ovf3-Rezeptoren durch deren
Integration in eine artifizielle peptidunterstiitzte Membran gewéhrleistet.

In den SPFS-Messungen wird fiir beide analysierten Peptidliganden, welche als Peptid 1
(c[KARGDFV-AMPB]) und Peptid 2 (c[ARGDFVK-AMPB]) bezeichnet werden, im
Gegensatz zu einer bisherigen Studie (Haubner 1997) eine eindeutig hohere Bindungsaffinitét
des trans-Isomers nachgewiesen (Milbradt 2005). Diese zu dem Faktor 1.33 hohere Affinitét
des trans-Isomers kann dadurch erklidrt werden, daB8 dieses Isomer bereits in Losung eine
dhnliche Konformation wie im Komplex mit Integrin aufweist, wodurch die Integrinbindung
leichter erfolgt (Schiitt 2003). Die hohere Bindungsaffinitdt des trans-Isomers von Peptid 1
beziiglich dessen cis-Isomer wird unabhéngig von der vermessenen Integrin-funktionalisierten
Membran oder der MeBreihenfolge bestitigt (Schiitt 2003). Ein weiteres Ergebnis ist die

signifikant stirkere Bindung beider Isomere des Peptids 1 relativ zu Peptid 2 um den Faktor
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4.41 in der cis-Konformation bzw. um den Faktor 2.76 in der trans-Konformation (Milbradt
2005). Diese stirkere Bindung resultiert aus der Verdnderung einer einzigen Position in der
Peptidsequenz.

Weiterhin wird gezeigt, dal3 ein als Negativkontrolle gedachtes zyklisches Peptid ohne RGD-
Sequenz (c[K-AMPB-KCATCDKK]) zwar nicht an die Integrin-funktionalisierte Membran
bindet, aber unerwartet die Bindungsfihigkeit der Integrinmolekiile irreversibel beeinfluf3t.
Dieser Effekt konnte aus einer Interaktion der vier Lysin-Reste des Kontroll-Peptids mit der
artifiziellen Membran resultieren, welche eine Verstirkung der mit Oberflichenplasmonen-
Resonanzspektroskopie (SPR) nicht detektierbaren Defekte der Lipiddoppelschicht bewirken
konnte. Die dadurch verdnderte Membranumgebung kdnnte eine teilweise Inaktivierung der
Integrinmolekiile induzieren.

Ein weiterer irreversibler Funktionsverlust der Integrinmolekiile wird nach der direkten
Belichtung von fluoreszenzmarkiertem Peptid 1 im Komplex mit Integrin nachgewiesen. Eine
Abtrennung der ungebundenen Fluorophore konnte die Isomerisierbarkeit der Liganden
verbessern und dadurch die Belichtungszeit erheblich verkiirzen, was die direkte
Photoschaltung von Peptiden im Komplex mit Integrin ohne dessen Funktionsverlust
ermoglichen konnte. Die aus diesen Experimenten gewonnenen Informationen konnten zu
einer Weiterentwicklung zu der photoschaltbaren Adhésion von lebenden Zellen fiithren. Die
in dieser Arbeit mit SPFS eindeutig gemessene Selektivitit stereospezifischer Bindung von
RGD-Peptiden an Integrin oyf33 vermittelt einen Einblick in die molekularen Grundlagen der
Integrinbindung an Liganden mit dem RGD-Motiv sowie wichtige Informationen fiir das
Erstellen von selektiven Integrin-Inhibitoren.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wird das Verfahren der SPFS erstmals an lebenden Zellen
angewendet (Krupka, in Vorbereitung). Damit ist die Analyse von Membranproteinen
innerhalb der Komplexitit lebender Organismen moglich, wobei ausschlieBlich die
adhdrierende Membran der untersuchten Zellen beleuchtet wird. Dadurch kénnen die bei der
iiblichen Methode der Fluoreszenzmikroskopie auftretenden zellschddigenden Photo-
oxidationsprozesse (Konig 2000), (Dixit 2003) weitgehend umgangen werden.

Zum Nachweis der Sensitivitdit und Spezifitit der SPFS wird die Expression von
Rinderrhodopsin als Modell eines Membranproteins in lebenden Zellen zeitaufgelost
detektiert. Die Rinderrhodopsinexpression wird mit konventioneller Fluoreszenzmikroskopie
an lebenden und fixierten Zellen kontrolliert. Im Vergleich mit der Fluoreszenzmikroskopie
werden bei SPFS deutlich weniger Hintergrundsignale aus dem Zytosol gemessen, da nur
Fluoreszenzsignale innerhalb des etwa 100 nm in die untersuchten Zellen dringenden
evaneszenten Felds detektiert werden.

Eine Kombination der SPFS mit einem Mikroskop konnte Messungen an einer einzelnen
Zelle ermoglichen. Dabei konnte mit SPFS die Bindung dieser Zelle an eine mit SPR
wohldefinierte Oberfliche analysiert werden. Diese Oberfliche konnte z.B. aus einer

artifiziellen Membran mit inkorporierten Rezeptormolekiilen bestehen. Ohne eine
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Verianderung des Versuchsaufbaus konnte mittels SPFS die Bindung von lebenden Zellen an
diese Rezeptormolekiile sowie eine dadurch induzierte Expression von Membranproteinen
zeitaufgelost detektiert werden. Weiterhin wére eine Abstandsbestimmung adhérierender
Zellen durch die Ausnutzung des evaneszenten Felds denkbar. Damit bieten SPFS-Messungen
an lebenden Zellen vielféltige Anwendungen innerhalb eines einzigen Versuchsaufbaus, bei
denen eine biologische Materialien kaum schédigende geringe Laserleistung durch die
Erzeugung eines starken evaneszenten Felds die sensitive Detektion von Molekiilen im

Bereich der adhérierenden Zellmembran ermdglicht.
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7.4 Verwendetes Rinderrhodopsinkonstrukt
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