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1 Einleitung

1.1  Biologische und Modellmembranen

1.1.1 Lipide in biologischen Membranen

Biologische Membranen dienen als Barriere zwisckdem internen und externen
Milieu der Zellen und ihren Organellen. Aufgrunddl Aufbaus ist sie semipermeabel.
Eine biologische Membran besteht aus Proteinenidémp und zum Teil Zuckern,
welche an Proteine oder Lipide gebunden sind.\Babkaltnis von Protein zu Lipid in
einer Membran variiert abhangig von der Art del&ekw. Organelle. Im Allgemeinen
liegt der Lipidgehalt bei 40 bis 60 % [1]. Jedespnéchende Membran weist eine
eigene hochst komplexe Struktur auf [2]. Bis hastedie Membran trotz zahlreicher
Untersuchungen weitaus weniger verstanden als ibEggise Proteine oder DNS

(Desoxyribonukleinsaure) [3].

Ein Modell vom Aufbau einer Membran wurde von Singed Nicholson entworfen
und wird als ,Flissig-Mosaik-Modell* bezeichnet [4h diesem wird die Membran als
Lipiddoppelschicht mit einer Dicke von 4-5 nm beaseben, in der Proteine als
periphere oder integrale Bestandteile eingelaged. ie einzelnen Komponenten der
Membran weisen eine hohe Beweglichkeit auf. So dagetr der laterale
Diffusionskoeffizient eines Lipidmolekiils ungefat® 2 m?.s 1. Weiterhin kénnen sich
Lipide durch Rotation um ihre Langsachse oder dWatklappen von der einen zur
anderen Lipidschicht (Flip-Flop-Mechanismus) bewedé]. Das Flissig-Mosaik-
Modell wurde zudem erweitert, da die Existenz van genannten Lipid Rafts
festgestellt worden ist [5]. Diese Membranmikrodoerd von wenigen Nanometern
Durchmesser bestehen aus mit Cholesterin (Chol) u@tycosphingolipid
angereicherten Bereichen in der Membran. Es wigkaommen, dass diese Doménen
an der Regulierung von verschiedenen membran-asdeni
Signaltransduktionswegen, wie z.B. bei endozytbgscVorgangen [6], intrazellularen
Transporten [7] oder der Ras (Ratten AdenosarkowteRy)-Signal-Kaskasde [8]
beteiligt sind.



1.1.2 Modell-Lipid-Membranen

Um die zahlreichen Eigenschaften von biologischesmdranen besser verstehen und
untersuchen zu konnen, werden kinstliche Membraeegestellt, in welche einzelne
Eigenschaften, wie z.B. negative Ladung, geziett kontrolliert eingebracht werden
konnen. Hierdurch ist es mdglich, Vorgange an deenldran mit Hilfe von
physikalischen Methoden zu untersuchen und somforrmationen Uber das
Phasenverhalten, die Funktion von Proteinen und r GbRrotein-Lipid-
Wechselwirkungen zu erhalten. Modell-Lipidmembrarémnen in unterschiedliche
Formen unterteilt werden. So kénnen planare odeh apharische Membranen durch

unterschiedliche Verfahren hergestellt werden Abb.

BRIt
RO

Lipid-

N doppelschlcht

H=20

Abb. 1.1: Doppelschichtstrukturen von Phosphoépi@) planare Doppelschicht; b) unilamellares
Vesikel; ¢) multilamellares Vesikel [1].
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Die effektive Form eines Lipidmolekils wird sowahirch die Grof3e der Kopfgruppe
als auch durch die Lange der anhé&ngenden Alkylkeltestimmt. Diese Form in
Zusammenhang mit seiner Fahigkeit, bestimmte Lgmgdegate zu bilden, wird durch

den kritischen Packungsparame@#tP beschrieben:

Y
CPP=—— 1.1
XA (1.1

Hierbei beschreibV das VolumenA die Flache der Kopfgruppe uhdlie Lange der

Acylketten. Ist CPP kleiner als 1/3, kommt es zurdflenbildung. Bei einem kritischen
Packungsparameter zwischen 0,5 und 1 bilden sigip&lschichten aus, wie dies bei
Phosphatidylcholinen der Fall ist. Ab einem Wenhins bilden sich inverse Mizellen

aus [1].

Zur Herstellung von planaren Membranen werden nfestkorperunterstiitzte Mono-
und Lipiddoppelschichten verwendet. Festkorperstiiéze Lipidmembranen kdnnen
auf Substraten wie z.B. Glas, Siliziumoxid, Indiunmoxid (ITO), Glimmer, Platin,
Gold , Polymeren oder auch Titanoxidhergestelltdear wobei Monoschichten auch
an der Wasser/Luft-Grenzflache erzeugt werden kanrAufgrund ihrer starken
Wechselwirkung mit dem Substrat weisen die so pragan Membranen eine lange
Haltbarkeit und mechanische Belastbarkeit auf. Audst trotz der Immobilisierung
eine laterale Beweglichkeit der Lipide, wenn audaigeschrankt, gegeben. Es wurde
berichtet, dass der Diffusionskoeffizient 2,5-fambdriger ist als in Vesikeln [9]. Die so
praparierten Membranen eigenen sich besonders mnz€Echen-Analyse mit Hilfe

von physikalischen Oberflachenmethoden.

Sphérische Membranen sind Mizellen und Liposomee,adis einer oder mehreren
Lipidschichten bestehen. Hierbei sind die Lipidenkentrisch um einen zentrischen
Wasserkern angeordnet. Sie wurden vor 35 Jahrerersten Mal beschrieben [10] und
gelten heute als anerkanntes artifizielles Model Beschreibung von biologischen
Membranen und als Trager zur Verabreichung von kéedenten [11]. Abhangig von
der jeweiligen Préparationsmethode koénnen untezdtbhe Arten an Liposomen
hergestellt werden. So kdnnen Mizellen, bei denmm $Monoschichten um den
Wasserkern anordnen, aber auch Vesikel, bei dankrstttdessen eine oder mehrere

Lipidoppelschichten auf diese Weise organisierendpziert werden. Vesikel kbnnen
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aufgrund der Anzahl an vorhandenen Lipiddoppel$tkit in zwei unterschiedliche
Klassen unterteilt werden: Multilamellare Vesik®L(V, Durchmesser: 30 nm bis 5
um) und unilamellare Vesikel. Letztere werden aufigr ihrer Grof3e in Kleine
unilamellare Vesikel (SUV, Durchmesser: 25 bis 90),ngrol3e unilamellare Vesikel
(LUV, Durchmesser: >100 nm) und riesige unilamellgesikel (GUV, Durchmesser: 5
bis 100 um) unterteilt [10]. Liposom-Lésungen konrfeeutzutage fur eine Vielzahl
von Methoden, wie z.B. Kernspinresonanz (NMR) [1B]lynamische Differenz-
ScanningKalorimetrie (DSO), Fluoreszenz-Spektroskopie und
Transformationsinfrarotspektroskopie (FT-IR)-Speg&kopie [13], verwendet werden

und dienen haufig auch als Vorstufe zur Prapardéstkorperunterstitzer Membranen.

1.1.3 Lipidklassen

Membranlipide weisen eine groRe chemische und tsirelke Vielfalt auf die unter
anderem zur grofRen strukturellen und funktionaletekbgenitat der Membran beitragt.
Membranbildende Lipide konnen in unterschiedlichelasken, namentlich
Glycerophospholipide, Sphingolipide und Sterindeteilt werden [2] (Abb. 1.2).

O
Il .
/\/\’/\z/\/\MC—D—CHz Phosphoglycerid

| .
WN\/\/E_O_?H (IJ
! CH
Q0 HC—0—P—0 .7
g _\—N—(Illx
| :
CHs
OH
\/\/\/A\//\/\\M A Tiic .
(I:H Sphingomyelin
CH 'ill
N \CHz—o—P—o—\_fT'“s
\/\/\/\/\/\W \“ I II\"—CHa
0 CH;,
Cholesterin
OH

Abb. 1.2: Hauptklassen der membranbildenden Lipide
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Glycerophospholipide gelten als der wichtigste Bedteil der Membranen. Sie
umfassen in Eukaryonten hauptséachlich Phosphahdijiee (PO),
Phosphatidylethanolamine (PE), Phosphatidylseria8),( Phosphatidylinositole (PI)
und Phosphorsaure (PA), welche sich alle in dearpal Kopfgruppe unterscheiden.
Hierbei zeichnet sich PE durch eine besonders &lddiopfgruppe aus, wodurch
intrinsischer  Krimmungsstress in  der Membran ineldzi wird. Bei den
Glycerophospholipiden PS, Pl und PA handelt es siamegative geladene Lipide. Der
hydrophobe Anteil dieser Lipidklasse ist ein Diagyterol-Gerlst, welches gesattigte
und cis-ungesattigte Fettsdureketten verschiedener Lamgkéle In den meisten
eukaryotischen Membranen betragt der zwitteriomse-Anteil mehr als 50 % aller
Phospholipide. Aufgrund seiner fast zylindrischeeo@etrie bildet PC in Wasser
spontan planare Doppelschichten. Die meisten P@litipveisen ein€is-ungesattigte
Fettsaure auf, die fur ihre Fluiditat bei Raumterape verantwortlich ist. PE-Lipide
hingegen weisen aufgrund ihrer kleinen Kopfgruppe é&onische Struktur auf. Die
Einlagerung von PE in die Membran fuhrt zu einetulzierung von Krimmungsstress,
welcher bei Vorgangen wie der Vesikelfusion eine3gr Rolle spielt. Es wird vermutet,
dass diese Nicht-Doppelschichten-ausbildenden eipane grof3e Rolle bei der
Aufnahme von Membranproteinen und der Modulierumger Funktion spielen [14].
Weiterhin tragt der Krimmungsstress zu einer asyimaeben Verteilung der Lipide in

der Membran bei.

Sphingolipide hingegen besitzen ein Ceramid als n@gerist. Die haufigsten
Sphingolipide in  Saugerzellen sind das Sphingomyel(SM) und das
Glycosphingolipid, welche Mono-, Di- oder Oligoshacide enthalten. Sie enthalten
gesdttigte (odetransungesattigte) Alkylketten, so dass sie bei glaicKettenlange
eine groRere und schmalere zylindrische Form dsémeals PC-Lipide. Dies fuhrt
dazu, dass Sphingolipide eine dichtere Packungeisén und somit in einier rigiden
Gel- oder gPhase vorliegen. lhre Fluiditat kann durch Zusatm Sterinen moduliert

werden.

Sterine bilden den Hauptanteil der nicht-polarepide der Zellmembran. Hierbei ist
Cholesterin vorwiegend in S&ugerzellen vertreteohingegen Ergosterin meist in
Hefen vorkommt. Der Cholesteringehalt in der Plaswabran variiert zwischen 20

und 50 %, wohingegen der Gehalt in den Membraner©dganellen weniger als 10 %



13

betragt. Cholesterin besteht aus einer starrenoid&r Ringstruktur und einer
Hydroxylgruppe (Abb. 1.2) und beeinflusst die Fltédtl der Membran [3].Es bildet

eigenstandig keine Doppelschichten aus [2].

1.1.4 Lipidphasen und Mikrodoméanen

Das Phasenverhalten einer Membran bestimmt Eigaftech wie Durchlassigkeit,
Fusionsneigung und Affinitat zur Proteinbindung.hébgig von der Zusammensetzung
der Membran und seiner Umgebung kénnen untersatiredPhasen in der Membran
vorherrschen. Jede dieser Phasen weist bestimngengtihaften auf, welche die
Orientierung und Mobilitat der Lipide und Proteineder Membran und somit auch ihre
funktionalen Eigenschaften beeinflussen koénnen. R&d vermutet, dass
Membranproteine das Phasenverhalten der LipideLipid-Lipid-Wechselwirkungen
modifizieren, bzw. kontrollieren [2]. Folgend witdauptséchlich auf die lamellaren
Phasenzustande eingegangen, wie sie auch in demeBibran vorkommen.
Phasenzustande, die nicht in den normalen Doppeldeh vorkommen, wie
hexagonale oder kubische Phasen, sind Ubergangsdest, wie z.B. im Verlauf der
Membranfusion, zuzuordnen. Die Eigenschaften destimmten Phase sind abhangig
von der jeweiligen Struktur des Lipids. Reine Phmdipid-Doppelschichten kénnen
zum Beispiel in verschiedenen Phasen existierer. Phasen-Ubergangstemperatur
(Tm) beschreibt den Phaseniibergang von einer dichitigeten Gel- oder festen Phase
(s5) zu einer flussig-kristallinen Phase (Lbzw. L) [3]. Sie wird auch als
Hauptubergangstemperatur bezeichnet und ist abdh&ogi der Lange der Acylketten
und dem Grad der Sattigung. Bei niedrigen Tempezatbilden die Lipide gestreckte
all-trans Ketten. Mit steigender Temperatur bilden g@ucheKonformere, wodurch
sich die Querschnittsflache erhoht, die Lange daléetten verkirzt und sich somit die
Dicke der Membran verringert. Sobald mehr als eiipgdart vorliegt, fihrt dies zu
einem komplizierteren Phasenverhalten. Es existilmin nicht mehr eine wohl
definierte Hauptibergangstemperatur, die Phasegabge erstrecken sich viel mehr
Uber einen weiteren Temperaturbereich, wobei esEzustenz von mehr als einer
Phase, also Phasenkoexistenzbereichen, kommt.IMar die Zugabe von Cholesterin

kann das Phasenverhalten einer Membran drastisaléindern. Bei geringer
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Konzentration zeigt es keine Phasenpraferenz. @etd®r Anteil an Cholesterin
allerdings mehr als 25% induziert es in der flissig?hase eine héhere Ordnung und
bricht in der festen Phase die Kristallinitat adferdurch kommt es zur Bildung einer
neuen Phase, der flussig-geordneten Phage(Abb. 1.3). Diese Phase hat die
Ordnungseigenschaften einer festen Phase, weist alsitzlich auch die hohe
translationale Mobilitéat einer flissigen Phase HLB]. Durch ihre starre geordnete
Natur fuhrt die -Phase zu einer reduzierten Permeabilitdt der Mambn Vergleich

zur l-Phase.

s

Gel-Phase flussig-ungeordnete (/,)- flissig-geordnete (/,)-
Phase Phase

Abb. 1.3: Phasen in der Membran [16].

Bezogen auf die bereits erwahnten Lipidklassen ehildSphingomylein-reiche
Mischungen eher feste Phasen aus, wohingegen Gpfuespholipide eher in flissigen
Phasen zu finden sind. Sterine selbst bilden kdopmpelschichtigen Phasen, kénnen
aber in Kombination mit anderen Doppelschicht-ddsibiden Lipiden flussig-
geordnete () Phasen bilden [2]. Hierbei variiert die Affinitades Cholesterins
abhangig von den polaren Kopfgruppen und der Sirulder Alkylketten der
umgebenen Lipide. Es lagert sich eher an Sphingelipls an Phosphatidylcholine an,
wobei hierbei die Affinitat mit der Anzahl der ursggtigten Bindungen sinkt. Somit
kommt es bei einer Mischung aus PC, SM und Chalesteur Bildung von
cholesterinarmengdPhasen und cholesterinreichgrPhasen, was die Hypothese der

Bildung von cholesterinreichédRaftDomé&nen unterstitzt [17-19].

Die Existenz von Mikrodomé&nen konnte bereits vitro in Vesikelmembranen
bestehend aus drei Lipid-Komponenten-Mischungenerbatb einer gewissen
Mischungstibergangstemperaliyix nachgewiesen werden. Sie ist abhangig von der Art
der zugesetzten Lipidarten. So weisen Membranen loptden, die eine hohe
Ubergangstemperatuf,, aufweisen (wie SM oder DPPC(1,2-Dipalmiteyl-Glycero-
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3-Phosphocholin)) einen hohen Anteil an-Phase und somit eine hohe
Mischubergangstemperatur auf, wohingegen Membramehipiden, die eine niedrige
Phasentbergangstemperatur besitzen (wie POPC (ited}2-OleoylsnGlycero-3-
Phosphocholin) oder DOPC (1,2-Diole®tGlycero-3-Phosphocholin)) einen hohen
Anteil an k-Phase und damit auch eine niedrigere Mischiubesgjamperatur
aufweisen. Die Anteile jeder Phase hangen aber aeslentlich von der vorliegenden
Temperatur ab. Zwei gute Beispiele fir eine solwreare Lipidmischung sind zum
einen das Lipidsystem POPC/BSM (Sphingomyelin am #irn)/Chol (2:1:1) [20, 21]
(Abb. 1.4) und zum anderen DOPC/DPPC/Chol (1:218) P2] (Abb. 1.5), welche in
den angegebenen molaren  Mischungsverhaltnissen  BRaumtemperatur

Phasenkoexistenz vog Lind b-Phasen zeigen.

Cholesterol

4'. <— v SN
POPC 10 20 30/40 50 60 70 80 90

L+s"  mol% SM

Abb. 1.4: Phasendiagramm der Lipidmischung PORZ u8d Cholesterin bei 23°C [21] (modifiziert
nach [20]).

Es wird vermutet, dass die Koexistenz vgnund cholesterinreichen-Phasen eine
wichtige Bedeutung fur die Funktion und Lokalisieguvon verschiedenen intergalen

und peripheren Membranproteinen hat.
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Cholesterol

DOPC DPPC

Abb. 1.5: Oben: Skizze der Phasengrenzen derremridpidmischung DOPC, DPPC und Cholesterin
bei 25°C. Unten: Fluoreszenzmikroskopische Aufnaivoe GUVS mit 30 % Cholesterin in
Mischung mit 2:1 DOPC/DPPC, 1:1 DOPC/DPPC und 1:2PC/DPPC [18, 22].
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1.2  Amyloidbezogene Krankheiten

Heutzutage sind viele Peptide und Proteine bekadtist,durch ihre Aggregations-
Eigenschaften konformelle bzw. amyloide Krankheitémrvorrufen bzw. mit
beeinflussen kdnnen. Hierzu z&hlen Krankheiten w8 Diabetes Mellitus Typ Il
(DMT2), Alzheimer, Parkinson und Kreutzfeld-Jacdlalfelle 1.1).

Tabelle 1.1: Amyloide Peptide/Proteine und dieihtien assoziierten Krankheiten

Amyloides Peptid/Protein Krankheit

Amylin (hIAPP) Diabetes Mellitus Typ Il
-Synuklein Parkinson
-Amyloid (A ) und Alzheimer

Huntingtin Chorea Huntington

Obwonhl die zugehorigen Peptide/Proteine untersdiblesl Primarstrukturen aufweisen,
bilden sie jedoch alle fibrillare Polypeptid-Aggedg, so genannte amyloide Fibrillen-
Netzwerke (Amyloide) aus [23]. Amyloide lagern sichden Geweben ab und tragen
zur Symptomatik der jeweiligen Krankheit bei. Diésem der Aggregation ist resistent
gegen den Abbau durch Proteasen und stellt eimemexdtabile und nahezu unlésliche
Struktur dar [24]. Amyloide Fibrillen weisen akén Grundgeriist aus antiparallelen
Faltblattern auf, die in einer-Kreuz-Uberstruktur angeordnet sind (Abb. 1.6).elhr
GrolR3e liegt meist im Nanometer-Bereich [25, 26].viisl angenommen, dass ihre
Kreuz-Struktur die energetisch gunstigste Formdggregierte Proteine ist [27] und
dass deren Bildung durch intrinsische EigenschafenPeptids haufig unter normalen
Umstanden unterdrickt wird [28, 29]. Allgemein geltAmyloide als nicht-native
komplexe Strukturen, die als Folge eines Defektdennativen Faltung oder aufgrund
fehlerhafter Proteindegradation entstehen [26].
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Abb. 1.6: Struktur einer hIAPP (Humanes Insel-kuides Polypeptid)-Fibrille basierend auf der
Kristallstruktur der Sequenzen NNFGAIL und SSTNWBAnsicht entlang der Fibrillenachse
von zwei IAPP-Molekillen (gezeigt durch schwarzemkBu(B) Die raumfullende Darstellung
zeigt die enge Packung in der Grenzflache zwisdearbeiden hIAPP-Molekiilen im Bereich
der Aminosauren 23 bis 37. (C) Ansicht entlangFbrillenachse mit einem Durchmesser
von 64 A. (D) Ansicht senkrecht zur Fibrillenacf3@].

Bei der Bildung der amyloiden Fibrillen handelt ®sh nicht um einen Ein-Schritt-
Mechanismus, sondern es wird angenommen, dassildienB tber eine grof3e Anzahl
verschiedener intermediarer Zustande verlauft (Ab@). Die Eigenschaften dieser
intermediaren Spezies, wie z.B. ihre Struktur ungtooxizitat, sowie bendtigte
Kofaktoren, ihre Wechselwirkungen mit Membranen wmeth die Inhibierung der

Fibrillenbildung zahlen bis heute zu den kaum \a@rdenen Themen der Amyloid-
Forschung.
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Abb. 1.7: Modell der Protein/Peptid-Fehlfaltung uachyloiden Fibrillenbildung (modifiziert nach [31])

Zur Beschreibung des genauen Ablaufs der Fibrilldohg gibt es verschiedene
Hypothesen, wie unter anderem der allgemeine Mesimars der Vorlagenstruktur-
abhangigen und unabhangigen Zusammenlagerung [B2],nukleationsinduzierte
Polymerisierung [33], die diffusionskontrollierte géregation [34], die
monomergerichtete Umwandlung und die Nukleierungdidomations-Konvertierung
[35] oder auch das Modell der konzertierten zwdigéum Fibrillenbildung [36].

Bei der nukleationsinduzierten Polymerisierung witt Amyloidbildung in zwei
Schritte unterteilt. Im ersten Schritt erfolgt eilmmgsame Nukleations-, bzwlLag*-
Phase, unmittelbar gefolgt von einer Wachstumsph&gsérend der ersten Phase bildet
sich ein oligomerer Kern aus mehreren Monomererzbisinem kritischen Keim, der
thermodynamisch instabil ist. Im zweiten Schritfolgt die Verlangerung durch
zusatzliche Monomere, was zu einem energetischtigénsn Zustand fuhrt. Hierdurch
kommt es zum Wachstum der Fibrille. Die Nukleatiost hierbei der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt [37, 38]. Déseskchema ist eins der meist
verbreitesten Modellen und gehoért zur Gruppe derlagenstruktur-abhangigen
Modellen [32].

Das zweite mogliche Modell, die diffusionskontreie Aggregation wurde zuerst fur
-Amyloid beschrieben [34]. Es besagt, dass sicmdnwere spontan zu Oktameren
zusammenlagern, welche dann durch Stapelung [Eibriiilden. Ihre Verlangerung

erfolgt dann durch diffusionskontrollierte Anlageguvon kleineren Fibrillen.

In weiteres neueres Modell, die konzertierte zwéige Fibrillenbildung, beschreibt die

Fibrillenbildung als zwei aufeinanderfolgende altigesite
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Zusammenlagerungsprozesse der Monomere und deznfidg Oligomeren. Dieser
schlie3t sich eine strukturelle Umordnung innerhaker Oligomere an, die als
Wachstumseinheit der Fibrille dient. Dieses Modajehért also zu den

Vorlagenstruktur-unabhangigen Prozessen [32, 36].

1.2.1 Die Rolle von Lipiden in der Amyloidbildung

Es wurde gezeigt, dass bei an Amyloidose erkranRegsonen ein hoher Lipidanteil in
den amyloiden Ablagerungen gefunden wurde [39, AQ% diesem Grund kann darauf
geschlossen werden, dass die Prasenz der Plasmaamentizw. von Lipiden im
Allgemeinen, einen grofRen Einfluss auf die Bildumgd Toxizitat der amyloiden
Fibrillen hat und daher die Untersuchung von Lipeeptid/Protein-Wechselwirkungen
eine grof3e Bedeutung in der Amyloid-Forschung Bathandelt sich demnach um eine
membranvermittelte Protein-Fibrillenbildung [41]s Bvurde zudem gezeigt, dass die
Interaktion von amyloiden Proteinen zusatzlich auemen Einfluss auf die
Membranstruktur hat und es sich demnach um einengegtige Beeinflussung der
beiden Reaktionspartner handelt [42].idnvitro Studien wurde bereits diese Art von
Wechselwirkungen nachgewiesen [43, 44]. Es wirdmneget, dass es durch Bindung
des amyloiden Proteins an die Membran zu einer AkKation des Proteins an der
Zelloberflache kommt und somit eine Aggregation Wehetration in die Membran
favorisiert wird. Hierdurch wird die Tendenz desotems zur Nukleation verstarkt.
Berichten zufolge kommt es durch Bindung des Pmetein die Membran zu einer
Porenbildung, wodurch die Integritat der Zellmenmorarstort wird [42]. Der genaue
Ablauf dieses Mechanismus ist bis heute jedoch klageund ein aktuelles Thema in
der Amyloid-Forschung. Die Analyse verschiedenerteAr von amyloiden
Ablagerungen zeigte, dass sich in diesen meisgléiehe Art von Lipiden befand. So
wurde ein erhdhter Anteil an stark hydrophoben depi, wie Cholesterol, aber auch
kleine Anteile an Glycerophospholipiden wie PC Ui gefunden [39]. Aus diesem
Grund wird auch auf einen Zusammenhang rhipigd Rafts* geschlossen [40]. Es

wurden weiterhin auch Anteile von Lysophosphatitdglan (lyso-PC), freien Fettsduren
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und Ceramiden gefunden, welche normalerweise mmcter Plasmamembran, sondern

eher beim Abbau von Geweben oder auch in nekra@ms@eweben vorkommen [39].

Zusatzlich wurde ein kinetischer Einfluss von hyalroben Oberflachen, bzw. der

Membran, auf die Fibrillenbildung nachgewiesen [45]

1.2.2 Insel-Amyloid-Polypeptid (IAPP)

Das humane Insel-Amyloid-Polypeptid (hIAPP), auchtens dem Namen Amylin
bekannt, ist ein 37 Aminosduren langes Peptid, hesic unlosliche fibrillare
Ablagerungen im Pankreas von an Diabetes Mellitys IT erkrankten Personen bildet
(Abb. 1.8). Es wird in den-Zellen der Langerhans’schen Inselzellen im Paskaés
Spaltprodukt von ProlAPP produziert und zusammaenrmaulin co-sekretiert. Wahrend
der posttranslationalen Modifikation wird zwischden Aminosduren 2 und 7 eine
Disulfidbriicke gebildet und das C-terminale Tyroamidiert. Inm wird unter anderem
eine Rolle als Hormon bei der Magenentleerung urejuRation der Glucose-
Homoostase zugeschrieben [46], ist aber auch angerem an der Knochenerhaltung
beteiligt [47].

20 29 37
human IAPP KCNTATCATQRLANFLVHS TNVGSNTY

rat IAPP KCNTATCATQRLANFLV RS SNNLGPVLPP TNVGSNTY

Abb. 1.8: Schematische Darstellung der Aminsdungsezen von hIAPP und rIAPP (Ratten-IAPP). Die
hellgrau markierten Aminoséuren geben die besonaerdoidogene Sequenz an, die
dunkelgrau markierten Aminosauren geben die Seguaterschiede von hlAPP und rlIAPP
wieder.

Die eigentliche genaue physiologische Funktion Eeptids ist bis heute aber nicht

vollstandig aufgeklart. Es wird vermutet, dass pszgisch an membrangebundene

Rezeptoren bindet [48]. Die Struktur des hIAPP egste der jeweiligen Spezies

entsprechenden hochkonservierte Sequenz. Siervamieer den verschiedenen Spezies

nur in wenigen Aminoséauren, die sich meistens in Alminosauresequenz 20 bis 29

befinden [49], wie z.B. beim nicht-amyloidogenerttRa-IAPP (rIAPP) (Abb. 1.8).
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Die amyloiden Ablagerungen des hlAPP wurden in madh 90% der an Diabetes

Mellitus Typ Il erkrankten Personen in den Langediachen Inselzellen gefunden und
werden mit dem Zelltod derZellen in Verbindung gebracht [50], was zu ein&ir&ng

in der Blutzuckerregulation fuhrt. Hierbei liegtrvallem die Wechselwirkung mit der

Zellmembran im besonderen Interesse der hIAPP-Rorsg

Der genaue Mechanismus der hIAPP- Fibrillenbildigidis heute noch ungeklart. Es
wurden bisher verschiedene Stadien wahrend derefatjon, wie z.B. Monomere,
Oligomere und Fibrillen (Polymere) identifizierts Bvurde bereits beschrieben, dass es
sich bei den letzten beiden Aggregationsformen @mne morphologisch homogenen
Spezies handelt, sondern dass jede mehrere Urteitein verschiedener Gréf3e und
Form besitzt, die sich auch in ihrer Sekundar-,tidier und auch Quartarstruktur
unterscheiden [51]. Die genaue Definition von Otiggwen ist aufgrund ihrer
variierenden Grol3en unklar [52]. Die Struktur derschiedenen Aggregationsspezies,
ihre Zytotoxizitdt und ihre Wechselwirkung mit déMembran sind daher von
besonderem Interesse. Die Struktur der Fibrillesh im Vergleich zu anderen
Amyloiden aufgrund ihrer stabilen und leichten Haaloung und Herstellung am besten
verstanden. Sie konnen nicht durch Proteasen abgeberden und benotigen sehr
aggressive Bedingungen fur ihre Depolymerisierungie z.B. konzentrierte
Ameisensaure [53]. Wie auch bei anderen Amlyoidigaheb die Fibrillen des hIAPP
verschiedene -Kreuzstrukturen mit unterschiedlichen Morphologeums [54-56], wie
z.B. spulenartige oder auch bandartige Fibrillehrel exakte Struktur an der
Zellmembran ist Gegenstand der aktuellen Forschwof@ei es mehrere Hinweise gibt,
dass der Aminosaurensequenz 20 bis 29 eine wicRalle bei der Amyloidbildung
zukommt [57].

Im Gegensatz zu den stabilen Fibrillen wird die Kxsa der vorhergehenden Stadien,
den Monomeren und Oligomeren, durch ihre instadeur in physiologischen Puffern
und ihres schnellen spontanen Aggregationsvermoégensblich erschwert. Bisher gibt
es hauptsachlicim vitro Studien. In diesen wurden unter anderem transi8pezies
mit variierender Gro3e von 10 bis 20 bis zu 500 doaren identifiziert [58-62]. Es ist
immer noch unklar, ob die gebildeten Oligomere aswischenprodukt zur
Fibrillenbildung [59, 63] oder aber zu einem andeReaktionsmechanismus gehdren
[64, 65]. In mehreren CD (zirkulare Dichroism8pektroskopie)- [66, 67] und NMR-
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[68] Studien wurde gezeigt, dass hIAPP hauptsdchhtrinsisch ungefaltet vorliegt,
wobei die Aminosauren 8-19 transient eindelikale Struktur ausbilden kénnen. Es
wurde berichtet, dass sowohl die Bindung von Imsals auch von Lipiden diese
helikale Struktur induzieren kann [69, 70]. Des Win wird vermutet, dass nicht die
endgultig gebildeten Fibrillen, sondern eher dieslithen hIAPP-Oligomere die
toxischen Spezies sind [65]. Uber den Mechanisrausach wenig bekannt, es wird
aber angenommen, dass sie bei Wechselwirkung nrit Miembran diese durch
Porenbildung permeabilisieren. Diese Beobachtungdezuerst im Jahre 1993 bei
amyloiden A-Oligomeren gemacht, die kationselektive Kanale phanaren
Lipiddoppelschichten bilden [71]. Kurz danach wurdieser Mechanismus auch flr
andere amyloide Peptide/Proteine, wie hIAPP nachegmm [72-75]. Es gibt aber auch
Hypothesen, die besagen, dass die Permeabilisedurgh oligomervermittelte
Verformung und folgende Instabilitat der Membra®][®der auch rezeptorvermittelt
[76] stattfindet, wobei letztere noch nicht fur R gezeigt wurde. Auch die Struktur
dieser Oligomere ist noch umstritten. So gibt asdien, in denen sie als-helikale
Strukturen [63], in anderen Publikationen wiedemlm -faltblattreiche Strukturen [77]
beschrieben werden. Zudem ist noch unklar, ob digo@er-Bildung an der Membran
[78] oder in LOsung [75] stattfindet. In neuestdndien wurde gezeigt, dass nicht eine
bestimmte Oligomer-Spezies, sonderen eher der §5ader Fibrillenbildung aus den
Oligomeren zur toxischen Wirkung fuhrt [79]. In Bb1.9 sind die bisherigen
Hypothesen  zur  Sekundarstruktur  beziglich  des Meshaus  der

Membranpermeabilisierung und der Fibrillenbildung ®ligomeren zusammengefasst.
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Abb. 1.9: Schematische Darstellung der verschienl@negeschlagenen Membran-PermeabiIisierungen
durch verschiedene hIAPP-Spezies. Grauer Kreistrukturiert; blaue Dreiecke:-Helix;
grune Rechtecke:-Faltblatt, Stern: toxischer Prozess (gelb: durolische Spezies; rot:
durch toxischen Prozess). Membranpermeabilisieming beschrieben durch: (1) Monomere
oder -Faltblatt-Oligomere; (2) unstrukturierteMonomewdig durch Umwandlung zu-
helikalen Strukturen ihre toxische Wirkung ausuk@p;Monomere, die sich erst zu
helikalen Strukturen umwandeln und die toxischekMvig durch den Umwandlungsprozess zu
den Fibrillen entwickeln [51].

Zum Anderen ist auch die Lokalisierung dieser Rieakhoch nicht bekannt. So gibt es
Hinweise darauf, dass es sich bei der Amyloidbitdwmm einen extrazellularen
Vorgang handelt. Im Gegensatz dazu besagen antigdeel dass die Vorstufen der

Fibrillen intrazellular lokalisiert sind [80, 81].

Der Membran kommt in der hIAPP-Fibrillenbildung dir ihre katalytischen
Eigenschaften eine entscheidende Rolle zu. Ihreesawheit flhrt zu einer Verkiirzung
der Nukleationsphase, vor allem in Anwesenheit wegativ geladenen Lipiden [63,
82] oder auch hydrophoben Oberflachen [83]. DiesmkBAchtungen lassen darauf
schlieBen, dass bestimmte Grenzflachen einen &hehl Einfluss auf die
Fibrillenbildung, die Orientierung [69], ihre Komfoation [84] oder auch auf ihre
lokale Konzentration [85] haben. Da das N-termirtatele des hIAPP positiv geladen
ist, liegt es nahe, dass es an der anfanglichen vvinteraktion beteiligt ist, vor
allem wenn negativ geladene Lipide in der Membrais@nt sind [69]. Hierbei handelt
es sich wahrscheinlich nicht um die einzigen Weltidaungen, da berichtet wurde,

dass die ersten sieben N-terminalen Aminosauret fliic die zytotoxische Wirkung
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des hIAPP verantwortlich sind [86]. Mit Hilfe von pfa-Markierung und
Elektronensprinresonanz (EPR)-Experimenten wurdeb&ehtet, dass sich die
Aminosauren 9 bis 22 in Form einerHelix parallel zur Oberflache an die
Zellmembran anlagern und diese anschlielend auchdean Ausbildung der -

Kreuzstruktur der Fibrillen beteiligt sind [87].

1.2.2.1 Inhibition der zytotoxischen Wirkung des hIAPP

Mittlerweile gibt es viele verschiedene Ansatze, der zytotoxischen Wirkung des
hIAPP vorzubeugen und somit die Zerstérung d&ellen bei Diabetes-Mellitus Typ
[I-Patienten zu verhindern. Die Entwicklung solclirrdparate gestaltet sich aufgrund
des geringen Wissens uber die Struktur des hIARRIem Weg zur Fibrillenbildung
jedoch schwierig. Trotzdem gibt es schon einigeolgd auf dem Gebiet zu
verzeichnen. Die aktuellste Behandlungsstrategiasbe sich mit Ersatzmolekilen fur
hIAPP, da durch den Verlust detZellen kein neues Amylin produziert werden kann.
Das erste hierfiir zugelassene Praparat nennt samliRtid bzw. Symliff. Hierbei
handelt es sich um ein hlIAPP-Analogon, dass siatkeim Aminosauren 25, 28 und 29
vom eigentlichen Peptid unterscheidet [88]. Did3gfparat ist aber erst sinnvoll, wenn
bereits -Zellen des Pankreas zerstort worden sind. Um digSetwicklung
vorzubeugen, wird versucht, die Fibrillenbildung durdie dadurch entstehende
zytotoxische Spezies zu inhibieren. Auf diesem &elburden bereits Erfolge mit Hilfe
von sogenannten ,niedermolekularen Inhibitoren® geht. Die Verwendung von
kleinen Molekilen hat den Vorteil, dass diese ledib Blut-Hirn-Schranke Giberwinden
kénnen, stabil in biologischen Flissigkeiten simad wder Immunantwort entgehen
konnen. Da sich die Strukturen von amyloiden Hémilallgemein kaum unterscheiden,
konnen Studien zur Inhibierung von anderen Amylojdeie z.B. A oder , die an der
Entstehung von der Alzheimer-Krankheit beteiligindsi zur Entwicklung von
Inhibitoren der hIAPP-Amyloid-Bildung sehr hilfréic sein. Niedermolekulare
rhodaninbasierte Praparate wirken z.B. inhibierend die Fibrillenbildung des-
Peptids [89]. Sie zeigten auch inhibierende Wirkumg Fall von hIAPP [90]. Des

Weiteren wurden heparininduzierte -Filamente durch anderweitige
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Komponentenklassen, wie Phenothiazine, PorphynteRolyphenole inhibiert, wobei
diese auch die Fibrillenbildung des Aerhindern [91]. In einem anderen auf Peptid-
Inhibitoren basierenden Ansatz wurden Fragmente Rigstids methyliert, um die

Fibrillenbildung zu verhindern, wobei deren Uberdting der Zellmembran bis heute
ein grol3es Problem darstellt [92].
HO
(J

‘ OH
OH

Abb. 1.10: Struktur des Polyphenols Resveratrain@r3,5,4'-Trihydroxystilben).

Bei einer andere Komponentengruppe der niedermiaeu Inhibitoren, den
Polyphenolen, welche mehr als einen aromatischemding besitzen, wurde bereits
eine inhibierende Wirkung hinsichtlich der Fibnilgldung von A, -Synuklein und
dem Prion-Protein nachgewiesen [93]. So konnte igezeerden, dass ein in
Weintrauben vorkommendes Polyphenol, Resveratrbb(A.10), die Fibrillenbildung
des A (25-35) verhindert [94] und den intrazellularen s&dkretorischen Gehalt an A
reduziert [95]. Da die Sequenz des hIAPP der des’éptids sehr &@hnlich ist (65 %
Sequenzahnlichkeit bei Uberlappung der Region 1683 der zentralen Kern-Region
[96]) und auch eine &hnliche fibrillare Sekundanstur aufweist, kbnnte es sein, dass
diese Art von Inhibitoren auch wirksam bezuglicimezi verminderten Bildung von
amyloiden hlIAPP-Fibrillen ist.

1.2.3  Zellulare Modelle fur die Diabetes Typ Il- Forschurg

Zur detailierten Untersuchung der genauen Zusaméamgehdes metabolischen Defekts
bezuglich Diabetes Mellitus Typ Il ist es wichtig, vivo Systeme zu verwenden, um
die in vitro gemessenen Ergebnisse auf ihre physiologische Adtveekeit zu prifen.

Bisher gibt es einige etablierte isolierteZelllinien aus dem Pankreas, wie z.B.
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RINm5F, BRIN-BD11 oder auch INS-1E. Letztere igteestabile -Zelllinie aus dem
Pankreas der Ratte. Sie stammt von der Zelllinig-INab, welche Anfang der 90er im
Labor von Pierre Maechler aus einem durch Rontgamsing induzierten Insulinom
isoliert wurde [97, 98]. Die Isolierung der klonalZelllinie INS-1E erfolgte aufgrund
ihres Insulingehalts und ihrer sekretorischen Reaktach Stimulation durch Glukose.
Diese Eigenschaften sind fir die Diabetes Mellifyp Il Forschung von besonderem
Interesse und konnten bisher in anderen Zellmadeileht in physiologischem Ausmal}
umgesetzt werden. Die Zelllinie RINm5F zum Beispiglagiert nach Glukose-
Stimulation mit einer physiologisch nicht vergldielnien Antwort [99]. BRIN-BD11-
Zellen sind dagegen nur schwach differenziert, @reiseinen sehr niedrigen
Insulingehalt auf und reagieren nur schwach aué éxukose-Stimulation [98]. Der
Vorteil der Verwendung von Rattenzellen gegenthendmen Zellen ist zudem, dass
das eigene produzierte Ratten-IAPP (rlAPP) nichit &ggregation beitragt und somit
die konzentrationsabhangige Fibrillenbildung de®PAkontrolliert untersucht werden
kann. Aus diesem Grund reprasentiert die ZellliN8-1E ein wertvolles und stabiles

-Zelllinien-Modell.
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1.3 Ras — eine kleine GTPase

1.3.1 Die Ras-Superfamilie

Ras (Ratten Adenosarkom-Protein)-GTP(Guanosintdphat)asen sind kleine
monomere G-Proteine, die eine groRe Rolle in vietetlularen Signalprozessen
spielen. Hyperaktivierende Mutationen dieser Pra&eifihren zur Ubermaligen
Zelltransformation und tragen zu 30 % zur Entstghalter menschlichen Tumore bei
[100].

Die Ras-Superfamilie umfasst 150 menschliche RretdDie onkogenen Ras-Proteine
bilden das Fundament dieser Familie und werdeiinfh Hauptklassen (Ras, Rho (Ras-
homologes Protein), Rab (Ras-verwandtes ProteirGehirn), Ran (Ras-verwandtes
nukleéres Protein) und dem Arf (ADP-Ribosylieruradsbr)) basierend auf ihrer
Sequenz und ihrer Funktion unterteilt (Abb. 1.1AJle diese Proteine habe ihre
Funktion als GTPase gemeinsam und wirken in ddeZé$ molekulare Schalter vieler
Signalprozesse, die Vorgdnge wie Differenzierungpopgtose, Proliferation,
Zytoskelett-Organisation und auch vesikularen uednKTransport regulieren.
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Abb. 1.11: Proteine der Ras-Superfamilie und iho&dlisierung und Funktion in der zellularen
Umgebung. eE: friihes (early) Endosom, IE: spatge)[Endosom, PM: Plasmamembran, ER:
endoplasmatisches Retikulum, Arf: ADP-Ribosyliedfiakfor, Rit: Ras-ahnliches Protein in
Gewebe, Rad: Ras-verwandtes diabetesassoziiertdsiP{101].
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Ras-Proteine agieren als monomere G-Proteine. 8pezifitat erhalten sie durch
variierende posttranslationale Modifikationen sowigch Sequenzunterschiede in den
fur die Effektorbindung verantwortlichen Bereich¢h02]. Dies gibt ihnen ihre
subzellulare Lokalisierung und Reaktionspartneg Regulatoren oder Effektoren vor.
Die Mitglieder der Ras-Superfamilie GTPasen funkioen als molekulare GDP
(Guanosindiphosphat)/GTP (Guanosintriphosphat)trege Schalter [103], die alle die
sogenannte G-Doméne beginnend am N-Terminus geameirtgaben, welche das
GDP/GTP- Bindungsmotiv enthalt [104].

Signal
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GTP
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Raf-Kinase, PI{3)-Kinase, RalGEF
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Abb. 1.12: Der Ras-Zyklus. In der GDP-gebundenemfst Ras inaktiv. Es kann durch die
Wechselwirkung mit Guaninnucleotid-Austauschfakt¢@EFs) aktiviert werden. In der
GTP-gebundenen Form wechselwirkt es mit EffektarehProteinen, die tber ihre Fahigkeit
definiert sind, die GTP-Form zu erkennen. Um deduwdyzu schliel3en, hydrolysiert Ras GTP
zu GDP und anorganischem Phosphaj [P05].
Der Austausch von GDP und GTP wird durch Proteiostrolliert, die sich in zwei
Hauptklassen einteilen lassen: Guanin-NukleotidtAwschfaktoren (GEFs) und
GTPase aktivierende Proteine (GAPs) (Abb. 1.12)F&HEordern die Bildung der
aktiven GTP-gebundenen Form [106], wohingegen GAlRes intrisische GTPase-
Aktivitdt beschleunigen und somit die Bildung deektiven GDP-gebundenen Form
unterstitzen [107]. Die zwei unterschiedlichen &lokd-gebundenen Formen des Ras-
Proteins weisen prinzipiell eine ahnliche Strukduf, unterscheiden sich jedoch in der
Switch I- (Aminoséduren 30-38) und der Switch Il (Ansauren 59-67)-Region.

Hierdurch erhoht sich fur die GTP-gebundene Foren Bindungsaffinitat fur weitere
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Effektoren [108, 109]. Eine weitere wichtige Eigelnaft der meisten Mitglieder der
Ras Superfamilie ist die posttranslationale Modifign mit Lipiden. Die meisten Ras
und Rho-Proteine enden am C-Terminus mit einem CAA{iv. Diese Sequenz wirkt
zusammen mit in unmittelbarer Nahe liegenden lgoteén Cysteinen als
Membranzielmotiv, die die Wechselwirkung mit bestiten Membran-Doméanen und
subzellularen Orten bestimmen. Die CAAX-Sequenz ntdiezusatzlich als
Erkennungsmotiv fir die Farnesyltransferase und @eranylgeranyltransferase |1,
welche die Bindung eines Farnesy (Far)-, bzw. Gdgananyl-Rests an das Cystein des
Tetrapeptids katalysieren [110]. Im Folgenden witd noch auf die Klasse der Ras-
Proteine eingegangen, da diese Bestandteil diebaitsind.

1.3.2 Die Ras-Isoformen und ihre Wechselwirkung mit Membanen

Die onkogenen Ras-Proteine bilden die GrundlageR#s-Familie. Sie dienen als
zentraler Schalter fir viele Singalkaskaden unddesrmit Hilfe von extrazelluléaren
Reizen aktiviert. Nach Aktivierung interagieren simit vielen spezifischen
katalytischen Effektoren, die wiederum mit dem py@&smatischen Signalnetzwerk
wechselwirken. So werden Prozesse wie Genexpressiroliferation und
Differenzierung reguliert. Die bekannteste und betgrsuchte Signalkaskade, an der
Ras beteiligt ist, ist die Aktivierung des Ras-Bnes durch die epidermale
Wachstumsfaktor-Rezeptor-Tyrosinkinase, gefolgt v&aF Sos $on d Sevenlesk
[109]. Das aktivierte GTP-gebundene Ras-Proteieragiert dann mit Raf (Ratten-
Fibrosarkom-Protein), einer Serin/Threonin-Kinasead urekrutiert diese an die
Plasmamembran. Hier wird die Raf-Kinase durch Phosgierung aktiviert, woraufhin
sie die MEK1/2 (MAP-ERK-Kinase) durch Phosphorylieg aktiviert. Diese aktiviert
wiederum die Mitogen-aktivierte Protein (MAP)-KimasERK1/2 (Extrazellular
regulierte Kinase). Diese Kinase geht in den Nukleaund phosphoryliert die
Transkriptionsfaktoren der Ets (Transkriptionsfajdeamilie, was zu einer Aktivierung
verschiedener Promotoren fihrt [110]. Ein weitereifektor von Ras ist die

Phosphatidylinositol-3-Kinase.

Die Ras-Proteine kdnnen in drei verschiedene I|sodor unterschieden werden: H

(Harvey)-, N (Neuroblastoma)- und K (Kirsten)-Ragobei K-Ras nochmal in K-
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Ras4A und 4B unterschieden wird. Es wurde berichdeiss N- und K-Ras am
haufigsten vorkommen [111]. Diese drei Isoformemdssich strukturell sehr ahnlich
(Abb. 1.13), weisen aber unterschiedliche Funktioaef. H-, N- und K-Ras weisen in
der Region 1 bis 165, der G-Domane, eine hohe $efoenologie auf, welche das
Nukelotidbindungsmotiv und die Bindungsstellen d&iffektoren enthalt. Sie
unterscheiden sich aber in den nachfolgenden 28+#8thoséaren, der hypervariablen
Region (HVR). Diese weist eine Sequenzhomologieruaml5 % unter den Isoformen
auf. Sie beinhaltet Informationen zur Membranbirgldozw. -lokalisierung und zum
intrazellularem Transport. Nach der Synthese deDoBiane des Ras-Proteins
durchlauft das Protein einige posttranslationalediffkationen. Hierbei wird das
Cystein der CAAX-Box durch die Farnesyltransferéamesyliert. Hiernach wird die
AAX-Sequenz  proteolytisch abgeschnitten und das nefsylierte  Cystein
carboxymethyliert [112]. Der Farnesylrest (Far) dah in Verbindung mit einem
zweiten Bindungsmotiv (N- und K-Ras4A: Monopalmiteyung (Pal); H-Ras:
Diplamitoylierung; K-Ras4B: polybasische Sequenzs asechs Lysinen) an die
Membran des endoplasmatischen Retikulums (ER)deBgiotive zusammen bilden die
Ziel-bestimmende Doméne. Es ist noch unklar, obFaii von N- und K-Ras4A ein
drittes Signalmotiv notwendig ist. Im FolgendendMoeziglich des K-Ras nur noch auf
K-Ras4B eingegangen, da dieses fur die hier dufahgen Messungen von Bedeutung
ist. Es wurde gezeigt, dass die beiden genannteduBgsmotive im Fall von N-Ras
nicht fir den Transport zur Plasmamembran ausrnejckendern die gesamte Sequenz
der HVR bendtigt wird [113]. Die Palmitoylierungzw. die Polylysin-Sequenz ist
zudem verantwortlich fur die Art des Transports v@olgi zur Plasmamembran. Die
meisten der Ras-Isoformen benutzen den sekretenscWeg mit Hilfe von
Transportvesikeln, um vom Golgi zur Plasmamembrargelangen (Abb. 1.14). Im
Gegensatz zu den anderen Ras-Isoformen verwend&asdB einen Golgi-
unabhangigen Weg, der bisher kaum untersucht uredavelen ist und vermutlich die
Beteiligung von Klasse C vps-Proteinen (vakuol&esteinsortierung-Protein) bendtigt
[114]. Die zwei Palmitoylierungen des H-Ras scheineicht gleichwertig zur
Lokalisierung an der Plasmamembran notwendig zo. d8@as palmitoylierte Cystein
181 unterstitzt den Transport zur Plasmamembran, hingegen eine
Monopalmitoylierung am Cystein 184 den TransporhZsolgi unterstitzt [115].
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Abb. 1.13: Membrananker und Aufbau der Ras-Isofarkte N-Ras und K-Ras4B [116].

G-Domane

Nach dem heutigen Modell der Membran befinden sichr Nanodoméanebestehend
aus Proteinen und Lipiden. Es wird vermutet, dassedDomanen an der Katalyse der
Signalkaskaden beteiligt sind, in dem sie die rmtig Komponenten der
Effektorkaskaden lokal konzentrieren. Bei diesermonen handelt es sich um kleine
(< 15 nm) und kurzlebigdi:£ 0.4 s) Nanocluster [117]. Abhangig von der jevgeiki
Isoform gibt es unterschiedliche Beobachtungen d¢lezu der Art und Weise der
Wechselwirkung und der praferentiellen Domanenlsieiung. So wurde berichtet,
dass K-Ras4B an Aktin-abhangige Nanocluster bindiet,frei von Cholesterin sind,
aber durch Galektin-3 stabilisiert werden [118].%&udem fiihrt die Polylysinsequenz
von K-Ras4B zu einer verstarkten Bindung an negatMembranen, die z.B.
Phosphatidylinositol-4,5-Biphosphat enthalten [11Bjruber hinaus wurde fur K-
Ras4B eine kurze Verweildauer (Halbwertszeit vomigeen Minuten) an der Membran
beobachtet [120]. Die Bindungsdauer von K-Ras4BiarMembran wird zudem durch
Phosphorylierung durch die Protein Kinase C beesstl. [121]. Simulationsstudien
haben gezeigt, dass N-Ras nach Aktivierung von wdegeordneten Phase in die
geordnete, cholesterinabhangigaftPhase der Membran wechselt und dass es bei H-

Ras genau umgekehrt ist [115]. Dagegen wurde ier@ndStudien der gegenteilige Fall
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beobachtet, bzw. gefunden, dass die Grenzflacheschem den Doménen eine
entscheidende Rolle bei der Bildung von Clustenelsp21, 122]. Es ist aber auch
maoglich, dass Eigenschaften wie die Ladung oderkdianmung der Membran die

Bindung von Ras erheblich beeinflussen kdnnen.

Die Dissoziation der verschiedenen Isoformen vanMiembran erfolgt ebenfalls durch
unterschiedliche Mechanismen. So erfolgt die Tregnwon der Membran bei N- und
H-Ras durch Depalmitoylierung und anschlieRendechtruesikularen Rickgang zum
Golgi (Abb. 1.14), wohingegen die Dissoziation dkefas4B Uber Phosphorylierung
am Cystein 181 durch die Proteinkinase C regulerd [121, 123]. Es wird zudem
vermutet, dass weitere Proteine, wie PDEPhosphodiesteras@-am Rucktransport
beteiligt sind [123].

Plasmarmembran

“Yasikel

Galgi-
Apparat
Abb. 1.14: Ras-Acylierungszyklus 1) S-Palmitoyhgruon N- und H-Ras am Golgi; 2) gerichteter

vesikularer Transport zur Plasmamembran; 3) Deptdglierung des Proteins, 5)
Dissoziation der Proteine von der Membran und rigkdikularer Rickgang zum Golgi [124].
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Bisher ist noch wenig tber den Einfluss der Beden&kit der Lipidanker bei der
Insertierung in, bzw. der Dissoziation von der Meambund ihre Bindungskinetik
bekannt. NMR-Studien haben gezeigt, dass das RasHPrvornehmlich mit seinen
beiden Lipidankern in die Membran insertiert undtdeehr flexibel bleibt. Zusatzlich
konnen weitere Wechselwirkungen der HVR mit der Mean die Bindung
beeinflussen [125, 126]. Durch Variation der Lipidar des N-Ras-Proteins (Abb.
1.15) konnte mit Hilfe von Rasterkraftmikroskopi&FM) gezeigt werden, dass
Farnesylierungen die konzentrierte Ansammiung dateihe (Clustereffekt) in der
Grenzflache von zwei Domanen verstarken. Zweifaalmpoyliertes, bzw. aus
Stabilitatsgrinden doppelhexadecyliertes (HD/HDIR&E zeigt keine Praferenz fur die
Grenzflache und lagert sich eher in die ungeordheRhase ein [122]. In Infrarot-
Reflexions-Absorptions-Spektroskopie (IRRAS)-Stumdieéngegen wurde gezeigt, dass
das doppelhexadecylierte Protein stabiler in dienlid&an insertiert als die natlrliche
Form des Proteins. Daruiberhinaus wurde hierbei digl®rientierung des Proteins an
der Grenzflache ermittelt. Dies ergab, dass sowddppelfarnesyliertes als auch
doppelhexadecyliertes N-Ras die gleiche Orientigraim der Membran aufweisen, ihre
Bindungskinetiken jedoch unterschiedlich sind. Delppxadecyliertes N-Ras bindet
zuerst in einer randomisierten Orientierung undminin einem zweiten Schritt die
gleiche Orientierung wie das natlrliche Protein [dia7]. Bisher gibt es aber noch
keine detaillierte Analyse bezlglich der Bindungskik und der zugehdrigen
Bindungskonstanten. Vor allem der Einfluss untaestiicher  Lipid-
Zusammensetzungen sowie der Krimmung oder Ladungdenu bisher kaum
untersucht. In Abb. 1.15 sind die hier untersuchtepidanker- und Nukleotid-
Variationen hinsichtlich ihrer Wechselwirkung mitelhbranen dargestellt. Hierbei
wurde der Einfluss von Ladung, Krimmungstressaatsh die Bindung an reing | lo-
Phasen bzw. an Membranen mit deren Koexistenz sudlet. Zudem wurde der
Einfluss von Fluoreszenzmarkierungen sowohl ameitrkeérn als am auch C-Terminus

untersucht.



35

(HD)

SRE
1 SH Far
2 HD Far (GTP) =
3 HD HD
4 HD Far = (Far)
5 Far Far

Far: Farnesyl; HD: Hexadecyl

Abb. 1.15: Untersuchte Strukturen des semisyntiegis N-Ras mit unterschiedlichen Lipid-
Ankersystemen und Nukelotidbindungen (SH: nichtfimigdt, HD: Hexadecylrest, Far:
Farnesylrest). Wenn das Nukelotid nicht angegebgtéfindet es sich im GDP-gebundenen
Zustand. Als Analogon zum GTP wurde hier GppNHpeedet.

Ebenso wurde die HVR des K-Ras4B an den in Abl6 inarkierten Stellen variiert
und die daraus resultierenden Anderungen des Bgsnhaltens an Membranen mit
unterschiedlicher Ladungsdichte untersucht. Zum ghM#&h wurde einfach

farnesyliertes H-Ras verwendet, um den Einfluss pidybasischen Sequenz von K-
Ras4B zu bewerten.

A NH, NH NH
K-Ras- | ¢ g f H OKL W OCO H
Protein 7”1)% DDA RAR i NIV\@
LA LA LA N LA
HS 07 NH
o
NH N, NH N oo

H-Ras-| [ 1
L
sﬁo

/ ~

/

Abb. 1.16: Untersuchte Strukturen des (A) K-Ras4 (B) H-Ras. Die variierten Positionen am K-Ras

sind rot unterlegt. Beide Proteine befinden sichdam hier durchgefiihrten Studien im GDP-
gebundenen Zustand.
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1.4 Motivation und Ziel der Arbeit

Ziel der Arbeit war es, strukturelle und kinetisdbigenschaften ausgewahlter Protein-
Membransysteme mit Hilfe biophysikalischer Methode@her zu charakterisieren.
Hierflr wurden zwei verschiedene biologische Systesrwendet. Zum einen sollte die
Wechselwirkung von Amylin mit der Zellmembran umsiecht werden. Dieses Peptid
bildet bei erhdhter Konzentration, wie es bei DiabeMellitus Typ II der Fall ist,
Fibrillen, welche die Integritat der Plasmamembran -Zellen des Pankreas zerstoren
und somit zur Apoptose der Zellen fuhren. Hierbeurde der Fokus auf die
Wechselwirkung mit geladenen Membranen gelegt, eelmit Hilfe der Infrarot-
Reflexions-Absorptions-Spektroskopie (IRRAS) an Midembranen untersucht
werden sollte. Des Weiteren sollte die zytotoxisdéMekung auf -Zellen aus dem
Pankreas der Ratte und deren Inhibierung durch ¥midwng des Polyphenols
Resveratrol untersucht werden. Zusatzlich solltde dnterschiedlichen Stadien
wahrend der amyloiden Fibrillenbildung hinsichtlitirer Zytotoxizitat charakterisiert
werden. Um zusétzliche Informationen tber die Webtiskung von IAPP mit der
Plasmamembran zu erhalten, sollte diese aus devémeiendeten -Zelllinie INS-1E

isoliert werden.

Im zweiten Teil der Arbeit sollte die Wechselwirlgurvon verschiedenen Ras-
Isoformen mit der Membran untersucht werden, daedie ihrer Funktion als regulative
GTPase an der Membran lokalisiert sind. Unter Vadumg von semisynthetischen
Ras-Proteinen sollte der Einfluss von einzelnen ifflationen in der hypervariablen
Region der Proteine und der Einfluss von verscmedéMembraneigenschaften anhand
von Modellmembranen untersucht werden. Unter amdesellte der Einfluss der
polybasischen Lysinsequenz in der hypervariablegidde(HVR) des K-Ras4B auf die
Bindungseigenschaften des Proteins an Membranen oniterschiedlicher
Ladungsdichte mit Hilfe von Oberflachenplasmonresan(SPR) untersucht werden.
Als Analogon, ohne Polylysinsequenz, sollte einfagh farnesyliertes H-Ras-Protein
verwendet werden. Darlber hinaus sollte das Bigsierhalten von N-Ras mit Hilfe
von IRRAS, SPR undStopped Flowan Membransysteme mit unterschiedlichen

Ladungsdichten, Phasen und Krimmungen charakterigierden. Hierzu sollten
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verschiedene Lipidanker-Kombinationen in der HVRs deroteins (Far, HD/Far,
HD/HD und Far/Far) im GDP-gebundenen Zustand vedeewerden. Zusatzlich sollte
der Einfluss des Nukelotidaustausches von GDP zB &If die Membranassoziation
des natirlich vorkommenden N-Ras HD/Far, sowie dE&influss von

Fluoreszenzmarkierungen auf das Bindungsverhalten NFRas Proteins untersucht
werden.

Des Weiteren sollte eine vibrationsarme Tempereati@zzur Durchfihrung von

fluoreszenzkorrelationsspektroskopischen (FCS)+batawickelt werden.



38

2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

Chemikalien

(inklusive Proteine, Zellen und Lipide):

Atto488

Bandbreiten-Filter 525/50-25

Bodipy-FL
Bradford-Reagenz
BSA
Calciumchlorid
CHAPS
Chloroform

Cholesterin
Deuteriumoxid

Dichroidischer Spiegel (510 nm)

DOPC

DOPE

DOPG

DPPC

Fotales Kalberserum
Glycin
Guanidinhydrochlorid
HEPES

HFIP

hIAPP

INS-1E Zellen

Inzidur

Magnesiumchlorid
Methanol

Natriumacetat
Natriumbicarbonat
Natriumchlorid
Natrimdihydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Natriumpyruvat

NuPagé 4-12 % Bis-Tris Gel
Oktylglykosid

Penicillin

PBS

PlusOne Silver Staining Kit,
Protein

POPC

POPG

Atto-Tec (Siegen, Deutschland)

Semrock (Tubingen, Seiand)

Invitrogen (Darmstadt, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Thermo Scientific (Rockford, USA)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutsahdl)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
IRRAS: Roth (Karlsruhe, Deutschland)

SPR: Merck (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland
Isotec (Miamisburg OH, USA)

AHF Analysentechfiikibingen, Deutschland)
Avanti Polar Lipids (Alabaster AL, USA)
Avanti Polar Lipids (Alabaster AL, USA)
Avanti Polar Lipids (Alabaster AL, USA)
Avanti Polar Lipids (Alabaster AL, USA)

Brunschwig (Basel, Schweiz)

Biacore (Uppsala, Schweden)

Sigma Aldrich (Taufkirchen, @schland)
SPR: Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)

Zellkultur: Applichem (Darmstadt, Deutschland)
Riedel de Haen (Seelze, Deutschland)
Calbiochem (Bad Soden, Deutschland)
Pierre Maechler (Genf, Schweiz)

Ecolab (Dusseldorf, Deutschland)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutsciala
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Dealitiand)
Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deutsahtl)

Gibco BRL/ Invitrogen (Batadt, Deutschland)
Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deut$ad)
Applichem (Darmstadt, Deutschland)

Invitrogen (Darmstadt, Deutscial)

Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deutschtf

Applichem (Darmstadt, Deutschland)

VWR (Darmstadt, Deutschland)

GE Healthcare (Munchen, Deutschland)

Avanti Polar Lipids (Alabaster AL, USA)
Avanti Polar Lipids (Alabaster AL, USA)
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POPS

Reinstwasser
Ras-Proteine

rIAPP

RPMI1640+ 2mM L-Glutamine
SDS

Streptomycin

Sucrose in HBS EP-Puffer
Texas-Red DHPE
Trifluorethanol

Tris

Trypsin

WST-1 reagent

2-Propanol

2- -Mercaptoethanol

Verbrauchsmaterialien:

Avanti Polar Lipids (Alabaster AL, USA)
Milipore (Schwalbach/Ts., Deutschland)
AG Waldmann (MPI, Dortmund)
Bachem (Weil am Rhein, Deutschland)
Gibco BRL/ Invitrogen (Darmstadt, Deutschland)
Biacore (Uppsala, Schweden)
Applichem (Darmstadt, Deutschland)
Biacore (Uppsala, Schweden)
Invitrogen (Darmstadt, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutsahd)
Merck (Darmstadt, Deutschland)
Gibco BRL/ Invitrogen (Darmstadt, Deutschland)
Roche (Grenzach-Wyhlen, Deutschland)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Deutschland)
Applichem (Darmstadt, Deutschland)

96- Mikrotiterplatten
(transparent)
CM5-Sensorchip
Deckglaschen

Falcon Rohrchen (15, 50 mL)
Filter (0,22 pm)

Glasflaschchen (1,8 ml)
Glasflaschchen (2 ml)
Glasflaschchen (4 ml)
Glasflasche
Glasspritzen
Kryo-Roéhrchen
L1-Sensor Chip
Mikrozentrifugationsréhrchen
Neubauer-Zahlkammer
Pasteur-Pipetten
Pipettenspitzen
Plastikspritzen

Serologische Pipetten
Zellkulturflasche (75 cf)

Gerate:

BD Falcon (Heidelberg, Deutschland)

GE-Healthcare (Munchen, Deutschland)
Menzel-Glaser (Braunschweig, Deutadjla
BD Falcon (Heidelb&gutschland)
Milipore (Schwalbach/Ts., Deutsuid) und Pall
(Ann Arbor MI, USA)
Biacore (Uppsala, Schweden)
Hirschmann (Eberstadt, Dé&lasa)
Chromacol (Herts, UK)
Simax (Prag, Tschechische Republik)
Hamilton (Bonaduz, GR, Schweiz)
Simport Plastics
GE-Healthcare
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Brand (Werthein, Deutschland)
VWR (Darmstadt, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Braun (Melsungen, Deutschland) Tdimo
(Leuven Belgien)
VWR (Darmstadt, Deutschland)
BD Falcon (Heidelberg, Deutschland)

Autoklav
Biacore 3000
COs-Inkubator

Equinox 55 FTIR-Spektrometer

Infinite M200
Fluoreszenzspektrometer K2
Lawinenfotodiode

Thermo Scientific (Rockford IL, USA)
Biacore (Uppsala, Schweden)
Thermo Elec. Corp. (Waltham MA, USA)
Bruker (Ettlingen Bminiand)
Tecan (Zurich, Schweiz)
ISS (Champaign IL, USA)
Perkin Elmer (Rodgau, Deutschland)
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Lyophylle

PicoTA-Laser

Microtime 200

Mikroskop

Pipettierhelfer

Sterile Werkbank
Stopped-Flow SX20
Temperiertes Wasserbad

Trockenschrank
Ultraschallgerat

Waage

XA 511 Reflexionseinheit
Vakuumpumpe
Zentrifuge

2.2 Methoden

Atrbiotech (Laurel, MD, USA)

Toptica Photonics (Minchen, Deutsatljan
Picoquant (Berlin, Deutschland)

Olympus (Hamburg, Deutschland)
Hirschmann (Eberstadt, Deutschland)
Thermo Scientific (Rockford IL, RS

Applied Photophysics (Surrey, UK)

Memmert (Schwabach) undnth8cientific

(Rockford IL, USA)

Thermo Elec. Corp. (Waltham MA, USA)
Elma (Singen, Deutschland)

Sartorius (Gottingen, Deutschland)
Bruker (Ettlingen Deutsandl)

KNF (Freiburg i.Br, Deutschland)

Thermo Elec. Corp. (Waltham MA, USA)

2.2.1 Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie

Die Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS) gehd zu den
Einzelmolekulspektroskopie-Techniken und wurde z&giBn der siebziger Jahre von
Madge, Elson und Webb zum ersten Mal verwendet][14& Hilfe einer konfokalen
Optik (Abb. 2.17) ist es moglich, rdumlich und &elt hoch aufgeltste Aufnahmen von
extrem niedrig konzentrierten LOdsungen zu erhalttn. Gegensatz zu anderen
Fluoreszenztechniken ist hierbei aber nicht diersitat, sondern die Aufnahme von
spontanen Intensitatsfluktuationen von Bedeutungnegell sind mit ihr alle
physikalischen Parameter, die zu Fluktuationen désoreszenzsignals fuhren,
zuganglich. So kénnen Aussagen uber den transtgéinrDiffusionskoeffizienten, die
Konzentration, molekulare Wechselwirkungen, Konfationsdnderungen als auch
Uber Aggregationsprozesse getroffen werden. Diek&tand Dauer der Fluktuationen
konnen durch eine zeitliche Autokorrelation quanigit werden. Eine Autokorrelation
gibt Auskunft Uber die Selbstahnlichkeit einer lmdit abhangigen Signalfolge.
Hierdurch erhalt man Informationen Uber die Peesigteiner bestimmten Information.
Somit kdnnen Informationen tGber molekulardynamiseh&zesse anhand der zeitlichen

Schemata, die durch das Erscheinen und AbfallenFtlesreszenzsignale entstehen,
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erhalten werden. Um Einzelmolekulspektroskopieclfithren zu konnen, ist es
wichtig, dass die Anzahl der in der Probe enthaltellolekile sehr niedrig ist, so dass
jedes Molekil einen Beitrag zum gemessenen Sigiket. Mit Hilfe eines konfokalen

Aufbaus (stark fokussierte Laser durch Verwendung Linsen hoher numerische
Apertur (NA (numerische Apertur) > 0,9) und Lochide) ist es moglich, das

gemessene Probenvolumen so gering wie mdoglich 4tenhaind Uberschissige
Lichtstreuung auszublenden, welche nicht aus dgeragten konfokalen Ebene kommit.
Die Grol3e des konfokalen Volumens ist meist kleaisrein Femtoliter. Hierdurch und
durch die Verwendung von Konzentrationen im nanamesl Bereich konnen

Messungen mit sehr guten Signal-zu-Rausch-Verisgkkni aufgenommen werden. Die
FCS gehort heute aufgrund der kurzen Datenaqumigzeit mit zu den High-

Throughput-Standard-Methoden.

E— Detektor

== Lochblende
o7 X (Pinhole)

vﬁ%ﬁ— Linse
N S
Laser «> |
~— dichroidischer Spiegel
Objektiv
xyz-Scanner - /If

Abb. 2.17: Prinzipieller Aufbau eines konfokalerkidskops (modifiziert nach [129]).
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Die Anzahl an Molekilen im konfokalen Volumen utiesgt der Poisson-Verteilung.
Daher ist die mittlere quadratische Fluktuation @eartikelanzahiN im konfokalen

Volumen gegeben als:

= = (2.2)
(N) (N) (N)
Die normierte Autokorrelationsfunktion ist folgemd®3en definiert:
oF (t)>aF (1 +1))
G(f) = < 2.3

Hierbei istF(t) die Fluoreszenzintensitat zum Zeitpubkind oF (t) = F(t) - (F(t)) die

Differenz von gemessenem und Hintergrund-Signas Signal wird hinsichtlich seiner

Selbstéahnlichkeit nach einem bestimmten Zeitabstamalysiert.
Mit Hilfe dieser Funktion kann die Diffusionszedl§endermal3en ermittelt werden:

Die Diffusionszeit p, also die Zeit, die ein Molekul im effektiven Agrengsvolumen

Ver bleibt, ist reziprok proportional zum Diffusiong@izientenD:

2

= 4r§<D (2.4)
Hierbei istro der laterale 1/eRadius des konfokalen Volumens.
Das effektive Volumen ist definiert als:
V, = x,2xg, (2.5)

Hierbei bezeichnet, den axialen 1/eRadius des konfokalen Volumens. Die Geometrie

des Volumens wird alg = zy/ro angegeben.

Die Definition der Autokorrelationsfunktion in Abhgigkeit der Diffusionszeit und des

effektiven Volumens fur einen 3-dimensionalen Dsffansprozess lautet:
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(2.6)

el

somit antiproportional zur Anzahl der Molekile inedbachteten Volumen. Der

Hierbei ist (C) die mittlere Konzentration. Folglich is6(0) =

Parameter g ist ein geometrischer Faktor und betragt bei Anmmaheines 3-

dimensionalen gaussformigen Anregungsvolumﬂn@. Der DiffusionskoeffizienD
kann damit Uber die charakteristische Signalalgdllzier Korrelationsfunktion p
bestimmt werden [130, 131].

Abb. 2.18: Aufbau eines konfokalen Volumens.

2.2.1.1 Durchfuhrung der FCS-Experimente:

Zur Erweiterung der FCS wurde innerhalb dieser Arlmne Peltier-betriebene
Temperaturzelle entwickelt. lhre Funktionsfahigkerurde mit Hilfe einer 1 nM

Atto488-Losung bei unterschiedlichen Temperaturkerprift. Dieser Fluorophor hat
bei 25 °C einen Diffusionskoeffizienten von 400 fust [132]. Zur Bestimmung der
Grol3e des konfokalen Volumens und zur Auswertumgdgenommenen FCS-Kurven
wurde ein erweitertes Triplet-Modell verwendet (Gieing (2.7)).
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Hierbei istT die dunkle (Triplett-) Fraktion der Molekuledie Korrelationszeit,t die

Fluoreszenzlebenszeit der dunklen (Triplett-) Sagdt, die Diffusionszeit,n ist die

Anzahl der Spezies; der Anomalieparameter deten Spezies uné ist das Verhaltnis
von Lange zu Durchmesser des effektiven Anregurigewens. Dieses Modell war
bereits in der Software Symphotime 5 (PicoquantliBeDeutschland) implementiert.

Mit dieser Software wurde auch die Datenaufnahmerayefuhrt.

Gemessen wurde an einem Microtime 200 (Picoquantpau, der an ein Olympus-

Mikroskop IX 71 angeschlossen war.

Der Fluorophor wurde bei 490 nm mit einem PicoT/As&la angeregt, wobei die
Laserstarke wahrend der Messungen 120 uW bei jwelllinuten Aufnahmezeit und
einer Pulsfrequenz von 20 MHz betrug. Im optiscRéad befanden sich ein 510 nm
dichroidischer Spiegel und ein 525 nm EmissionseBagiten-Filter mit einer
Halbwertsbreite von 25 nm. Die Fluoreszenz wurde eiwner Lawinenfotodiode
detektiert. Es wurde ein 60x-Wasser-Objektiv miteeinumerischen Apertur von 1,2

fur die Messungen verwendet.

2.2.2 Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spektroskopie

Die Methode der Infrarot-Reflexions-Absorptions-Epeskopie (IRRAS), die auch
unter dem Namen Reflexions-Absorptions-Infraroti@mskopie (RAIRS) bekannt ist,
ist eine Kombination aus der Fourier-Transformatinfrarot (FTIR)-Spektroskopie
und der Langmuir-Filmwaagen-Technik. Mit ihrer Hilfist es moglich, die
aufgenommenen IRRA-Spektren mit der zugehorigéilsotherme zu korrelieren.

Somit kdénnen Informationen Uber die Konformationplekulare Orientierung und
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Wechselwirkungen von Molekilen an der Luft/Wasseer@flache gewonnen werden.
Aufgrund des hohen Informationsgehaltes der enhafteSpektren ist sie bereits flr
Untersuchungen von verschiedenen Substanzklassemendet worden, wie z.B.
Fettsauren, Tensiden [133], Lipiden, sowie Prot@iReptiden [134-136] und deren
Wechselwirkungen untereinander [127, 137, 138].

Der Aufbau der IRRAS-Apparatur besteht aus eineafRen (300 x 60 x 3 mhund
einem kleinen (60 x 60 x 3 minTeflon-Langmuir-Trog der Firma Riegler & Kirstein
Berlin, die durch kleine Poren miteinander verbungied. Diese Verbindung garantiert
eine gleiche Hohe der Oberflache in den beiden drogahrend der Messung. Die
Teflonbarrieren im grof3en Trog kbnnen gezielt unid wihlbarer Geschwindigkeit
angesteuert werden. Der gesamte Trog befindetasitkiner beweglichen Fahreinheit,
welche das Wechseln des IR-Strahls zwischen grafdainkleinem Trog ermdglicht.
Hierdurch kdonnen storende Signale im IR-Spektrumgrussacht durch
Wasserdampfabsorption im IR-Strahl, vermindert ward134]. Die Messung des
Oberflachendrucks erfolgt Gber ein Wilhelmy-Plagchwelches am Trog montiert ist

(Abb. 2.19). Der gesamte Trog kann Uber eine egt&teuerung temperiert werden.

p-Polarisierung
s-Polarisierung v %

bewegliche Barrieren

Vergo6RRerung der
Grenzflache

Abb. 2.19: Schematische Darstellung des Langmuig Ty, ist der Einfallswinkel des Lichts (modifiziert
nach [139]).

Ein IR-Strahl, generiert in einem Equinox 55 FT-@Rektrometer der Firma Bruker,
wird extern Uber planar angeordnete Spiegel inreigewinkelten ,Arm“ gelenkt,
dessen Einfallswinkel zwischen 20 und 80° relativ ¥Vasseroberflachennormale
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variiert werden kann. Vor Austritt wird der IR-Sttadurch einen weiteren Spiegel
fokussiert und mit Hilfe eines rotierenden KRS-Sdfsator s- (elektrischer Vektor
befindet sich senkrecht zur Ebene des einfallenoiehreflektierenden Strahlenbiindel)
oder p- (elektrischer Vektor befindet sich in debeBe des einfallenden und
reflektierenden Strahlenbindel) polarisiert. Nachfl&ion des IR-Strahls an der
Wasseroberflache wird dieser in einen zweiten Areitevgeleitet, der die gleiche
Winkeleinstellung hat wie der erste Arm. Hierdumgblangt er schlie3lich zu einem
externen MCT-Detektor. Diese Art von Detektoren saiswahrend der Messung mit
flissigem Stickstoff gekuhlt werden (Abb. 2.20).

Um das System vor aul3eren Einflissen zu schutzdndiginnere Luftfeuchtigkeit
maoglichst konstant zu halten, befindet sich (Ubem ddrogsystem bzw. der
Reflexionseinheit XA 511 der Firma Bruker eine Rigashille.

Spiegel
» \g\ Polarisator coptionan

Spektrometer

. _MCT-

T~ PEM (ptiom
~~—Polarisator

N planare Spiegel
Abb. 2.20: Schematischer Aufbau der IRRAS-Appar&eflexionseinheit XA 511 [139].

Mit Hilfe des bereits erwéhnterShuttlé-Systems kann der IR-Strahl sowohl auf den
Proben- als auch auf den Referenztrog gelenkt weitdach Aufnahme des Proben-IR-
Reflektivitats-Spektrum® folgt die Aufnahme des entsprechenden Referenaspe&

Ry nach einer kurzen Wartezeit, die durch die Bewggiar Trogbewegungseinheit und

einer zusatzlichen kurzen Wartezeit zur Beruhigdeg Grenzflache vorgegeben ist.
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Das endgiltige Reflexions-Absorptions-Spektrum  wirdls  Verhdaltnis des
Reflexionsspektrums der beschichteten Grenzflacmel wer reinen Subphase

als - log(R/ R, ) in Abhangigkeit der Wellenzahl angegeben. Durcimadung von

polarisierter IR-Strahlung und Variation des Eildainkels ist es mdglich, Aussagen
Uber die molekulare Orientierung der Sekundarstmakiteile bzw. ihrer
Ubergangsdipolmomente von Proteinen an der Grasilalurch Analyse der Amid-|
bzw. Amid-Il Bande zu treffen. Mit Hilfe von p-palaiertem IR-Licht kbnnen parallel
und senkrecht zur Grenzflache orientierte Ubergdipgte erfasst werden. Das
aufgenommene Signal kann sowohl positiv als auchatne sein, abhéngig vom
Einfallswinkel und der Orientierung des Ubergangtipelativ zur Grenzflache. Durch
Verwendung von s-polarisiertem IR-Licht kdnnen @ggn nur parallel zur Oberflache
orientierte Ubergangsdipolmomente detektiert wengieth es werden im Gegensatz zur
p-polarisierten Strahlung nur negative Intensitatem Amid-Banden detektiert. Bei
Verwendung von p-polarisiertem Licht ergeben alemirbestimmten Winkel oberhalb
des Brewster-Winkels positive Intensitdten eine alp@e Orientierung des
Ubergangdipolmoments relativ zur Grenzflaiche, wgbgen negative Intensitéaten
charakteristisch fir eine senkrechte Orientierweigtiv zur Oberflache sind. Die Form-
und Intensitatsdnderungen der IR-Banden kodnnen tiggtan durch Vergleich mit
simulierten Spektren ausgewertet werden. Aus diesgmmd kdnnen anhand der
Intensitatsdnderung um den Brewsterwinkel, der Boerung der charakteristischen
Banden im IR-Spektrum, der Intensitat und der Rwositler IR-Banden Informationen

Uber die molekulare Orientierung gewonnen werden.

2.2.2.1 Durchfihrung der IRRAS-Experimente

Die IRRAS-Experimente wurden sowohl mit N-Ras alscha mit IAPP an

einschichtigen Lipid-Grenzflachen bzw. an der reinBubphase/Luft-Grenzflache
durchgefuhrt. Alle Proben-Messungen wurden im lkreinTrog bei konstanter
Oberflache durchgefuhrt. Die Referenz wurde entdpmed im grof3en Trog gemessen.
Die Temperatur der Subphase betrug bei allen MgesuR0 + 0,5 °C.
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Die IRRAS-Experimente zur Untersuchung des IAPP«&Sys wurden an der POPG (1-
Palmitoyl-2-OleoylsnGlycero-3-Phospho-(Xac-Glycerol))-Monoschicht, bzw. an der
Suphase/Luft-Grenzflache durchgefuhrt. Die verwémdBubphase enthielt 10 mM
NaH,PO, und 100 mM NacCl bei einem pH von 7,4. Von demaruw Trifluorethanol
(TFE) gelosten hIAPP bzw. rlAPP (Stammlésung: 185 wurde die benotigte Menge
an IAPP mit Stickstoff getrocknet und kurz vor Begdes Experiments im Subphasen-
Puffer gelést, um eine Konzentration von 1 uM zha#ten. Kurz vor Lipidzugabe
wurde die Oberflache kurz abgesaugt, um event@edits gebildete Aggregate an der
Grenzflache zu entfernen. Das Lipid (StammlosungnM in Chloroform/Methanol
(3:1)), wenn benotigt, wurde bis zu einem bestinnm&&preitungsdruck auf die
Grenzflache aufgetragen. Ab dann wurden simulta@ dA-Isotherme und die
zugehdrigen IRRA-Spektren mit p-polarisiertem Litigi einem Winkel von 40° mit
jeweils 2000 Scans aufgenommen. Die Auflésung &8A-Spektren betrug 8 ¢
Sobald sich ein Gleichgewicht der Reaktion eindkdtatte, sichtbar durch ein Plateau
in der /A-Isotherme, bzw. Konstanz der IRRA-Spektren Ubeerigewissen Zeitraum,
wurden winkelabhéngige Messungen im Bereich von [82°70° mit p-polarisiertem
Licht mit entsprechend 4000 bzw. 2000 Scans aufgemen. Die Auswertung der
Spektren erfolgte mit der Software Opus 5.5 (Brukéttlingen, Germany). Die
Simulationen der IRRA-Spektren wurden von Andreagrtik (Martin-Luther-
Universitat, Halle) durchgefuhrt. Nach Beenden Mrssung wurden 5 pL von der
beschichteten Grenzflache entnommen und auf Glinguer Trocknen gegeben und
spater mit Hilfe von AFM von Anton Hauser (Martindher-Universitat, Halle)

charakterisiert.

Die Durchfihrung der N-Ras Experimente erfolgteearer POPC/B (Hirn) SM/Chol
(2:1:1) Grenzflache in 100 mM NacCl gelost in@ Bei dem Protein handelte es sich
um das doppelt-farnesylierte N-Ras Protein. Zu Begdes Experiments an der
Lipid/Luft-Grenzflache wurde die Lipidmischung (8tmlosung: 1 mM in
Chloroform/Methanol (3:1)) bis zu einem bestimmt&preitungsdruck auf die
Grenzflache gegeben. Nach Stabilisierung der Bagsurde das Protein durch die
Grenzflache in die Subphase injiziert, um eine Kammtion von 200 nM zu erhalten.

Sobald sich ein Gleichgewicht der Reaktion eindkgtatte, sichtbar durch ein Plateau
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in der /A-Isotherme, bzw. Konstanz der IRRA-Spektren Ubeemrigewissen Zeitraum,
wurden zunachst s-polarisierte Spektren bei einerfaliswinkel von 40° und danach
winkelabhangige Messungen im Bereich von 32° bi% ®& p- und s-polarisiertem
Licht mit entsprechend 4000 bzw. 2000 Scans aufgemen. Die Auflosung der IRRA-
Spektren betrug 8 ¢ Die Auswertung der Spektren erfolgte mit der ®afe Opus

5.5 (Bruker, Ettlingen, Germany). Die Messungendear mit bereits veroffentlichten

Daten [127] verglichen und ausgewertet.

2.2.3 Isolation der Plasmamembran

Zur lIsolation der Plasmamembran aus der ZellilN&-ILE wurde das ,Qproteome
Plasma Membrane Protein Kit* (Qiagen, Deutschlarejvendet. Dieses ist allgemein
zur Isolierung von Plasmamembran-Proteinen ausradten Zellkulturen geeignet und
wurde ebenfalls zur Extraktion der Plasmamembran diidere Saugerzellen wie
menschliche Epithelzellen eines Zervixkarzinoms L@)e [140] und humanen

Endothelzellen aus der Nabelschnurvene (HUVEC) ]14érwendet. Es wurde

urspringlich zur schnellen und einfachen Isolatimn Plasmamembran-Proteinen
entwickelt. Die Zellen werden hierzu in einer hyguschen Lésung inkubiert, was zu
einem Anschwellen der Zellen fuhrt. Nach der Zugalmes milden Detergenzes wird
die Zellsuspension durch mechanischen Aufschluss Hiilfe einer Spritze

homogenisiert. Durch Zentrifugation werden verbdgithe intakte Zellen, Zelltrimmer
und die Zellkerne entfernt. Der Uberstand enthilh reytosolische Proteine und
Mikrosomen. Letztere sind kleine Vesikel von 20 B3 nm GroRRe im Durchmesser,
die sich aus den Membranen des EndoplasmatischekulRen, Golgi-Vesikeln und

aus der Plasmamembran zusammensetzen. Mittels elreddin-enthaltenden

magnetisch modifizierten Liganden, der spezifisckir fMolekile auf der

Plasmamembran ist, werden aus der Plasmamembrateabig Vesikel gebunden. Der
Komplex wird mit Hilfe von Streptavidin-gebundeneragnetischen Kugelchen isoliert.
Nach mehreren Waschschritten werden die Plasmanaendsikel unter nativen
Bedingungen eluiert. Der Ligand bleibt hierbei aandmagnetischen Kigelchen

gebunden.
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Als Ausgangsmaterial wurden vier 75 TrZellkulturflaschen mit ~ 70 % konfluent
gewachsenen INS-1E Zellen verwendet. Die gesasukationsprozedur wurde bei
4 °C durchgefihrt.

Der Reinheitsgrad wurde mit Hilfe eines NuPage 4-%2 Bis-Tris (Bis(2-
hydroxyethyl)amino-tris(hydroxymethyl)metha@els und eines Silberfarbungkits
.PlusOne Silver Staining Kit, Protein“ bestimmteDProteingehalt wurde mit Hilfe

des Bradford-Tests [142] gemessen.

2.2.4 Oberflachenplasmonresonanz-Spektroskopie

Die Oberflachenplasmonresonanz (SPR)-Spektroskgpiedrt zu der Gruppe der
optischen Biosensor-Techniken und dient zur quatitén und zeitlichen Analyse von
biochemischen Reaktionen und Wechselwirkungen,znra Beispiel Protein-Protein-
oder Protein-Lipid-Wechselwirkungen an  Gold/Fluksi¢Grenzflachen.  Ein

Biosensor besteht aus einer biologischen Komponéni Antikdrper) und einem

Umwandler (z.B. einem Piezo-Kristall), die direkitemander verbunden sind. Der
Vorteil dieser Biosensor-Technik ist, dass die Bimgls- bzw. Dissoziationskinetiken
direkt in Echtzeit ohne Verwendung von zusatzlichésrkierungen des untersuchten
Molekils gemessen werden konnen. Darlber hinausnekbnAussagen uber
Bindungskonzentrationen und Spezifitat getroffemdea. Ein weiterer Vorteil ist das
geringe Probenvolumen, welches hierflr bendtigdwius diesem Grund ist die SPR
eine etablierte Methode zur Messung von molekularssraktionen.
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Abb. 2.21: Schema eines SPR-Gerates (modifiziett fia3]).

Ein SPR-Biosensor besteht im Wesentlichen aus eapgischen Einheit, einem
umwandelnden Medium, welches das optische und dashdmische Element
miteinander verbindet, und einem elektronischenteé®ys das die optoelektronischen
Komponenten des Sensors Ubertragt und fur die Detarbeitung verantwortlich ist
(Abb. 2.21). Bei der Durchfuhrung einer SPR-Messwegden die Interaktionen eines
an der Sensoroberflache immobilisierten Reaktiorispes (Ligand) mit einem zweiten
Reaktanden in L6sung (Analyt) unter Ausnutzung des
Oberflachenplasmonresonanzeffekts untersucht. Gemesird hierbei die Anderung
des Brechungsindexes der Losung nahe der Sensiiicher bzw. des Winkels der
Totalreflexion, die unter anderem von der Komplé&klng, bzw. der Dissoziation, des
Analyten mit Liganden abhangt. Trifft ein Strahkrdsich in einem Medium mit dem
Brechungsindexn; bewegt, auf die Grenzfliche zu einem Medium mimde
Brechungsindexn;, so kommt es ab einem bestimmten Winkel (Grenzl)nkur
totalen internen Reflexion, wenn der Brechungsindexgrof3er ist alsn,. Hierbei
entsteht an der Grenzflache ein elektrisches, szam¢es Feld, welches in das Medium
mit dem kleineren Brechungsindex reicht. Die Intensitat dieses Feldes nimmt

exponentiell mit zunehmender Eindringtiefe in dastisthe dinnere Medium ab.
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Befindet sich zwischen den beiden Medien eine Gbidbt, so werden durch das
evaneszente Feld an der Metallschicht Oberflachasatonen (longitudinale

Elektronendichtewellen) angeregt.

n, Glas

Probenmedium
n;
Goldschicht
N
N
0

reflektiertes

p-polarisiertes

Licht Licht

Intensitét des
reflektierten Lichts

|||||

Winkel 6

Abb. 2.22: Prinzip der totalen internen Reflexiorduer Resonanzbedingung (modifiziert nach [144]).

Durch Verwendung von monochromatischem p-polatismer Licht als einfallenden
Strahl konnen dessen Photonen, abhangig vom Ewiakel, bzw. der
Resonanzbedingung, in die Oberflachenplasmoneropp®n. Hierbei wird Energie
abgegeben und die Intensitat des reflektiertentkickhls nimmt ab, bzw. verschwindet
bei Erfillung der Resonanzbedingung (Abb. 2.22) Ditensitat des evaneszenten
Felds nimmt zu. Die Erfullung der Resonanzbedingliegt vor, wenn sich die
Feldvektoren der Photonen und der Plasmonen in é5udfdl Richtung gleichen und
somit kein Licht mehr reflektiert wird. Die Gro®kes Feldvektors der Photondg) (
und der Plasmoneik() ist folgendermafen definiert:

ke = (2% /1) xm >sin(g)
kep= (2% /1) "\/(neom2 M, Meoid” + ”22)

(2.8)

Hierbei ist/ die Wellenlangeg der Einfallswinkel des einfallenden Strahtg,q der
Brechungsindex der Goldschicht umd und n, die Brechungsindizes der beiden

Medien.

Erhoht sich der Brechungsindex der Probg),(zum Beispiel durch Bindung von
Molekllen an der Oberflache, erhoht sich die FedtttveAmplitude der Plasmonen.
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Die Erfullung der Resonanzbedingung kann somit ldiuariation des Einfallswinkels

g, bzw. der Wellenlange des einfallenden Lichts widtergestellt werden (Abb. 2.23).

Die zeitliche Anderung des Brechungsindex, bzw. Besonanzwinkels, wird in so
genannten ,Resonanz Einheiten (RU)" in einem Semaorm angegeben. Hierbei
entsprechen 1000 RU einer Anderung des Resonanelwinkn 0,1°, bzw. 1 ng/mfm

Abb. 2.23: Schematische Darstellung des Messpsrdgp SPR; |: Winkel ohne Ligand, 1l: Winkel mit
Analyt-Ligand-Wechselwirkung [144] .

Der Sensorchip, auf dem einer der beiden Reaktastrsgyr immobilisiert wird, besteht
aus einem Glastrager und einer dinnen Goldschicht $0 nm), die mit einer

Carboxymethyl-Dextranschicht und verschiedenen &#nglekilen beschichtet ist.
Die Durchfihrung eines SPR-Experiments gliederth sin Immobilisierung des

Liganden, Bindung des Analyten an den Liganden Bedhigung bzw. Regeneration
der Chipoberflache (Abb. 2.24). Das System steétblei unter stdndigem Fluss. So
kbnnen Assoziation und Dissoziation der Reaktiortreg@mt voneinander unter

Verwendung der gleichen Probe und identischen Beaiigen gemessen werden.
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Abb. 2.24: Schematische Darstellung eines SPR-iErpats [144].

2.2.4.1 Durchfuhrung der SPR-Experimente

Zur Préaparation der Liposomen wurden Stamm-Ldsurige@hloroform vorbereitet
und in den angegeben molaren Verhaltnissen gemigElxperimente mit N-Ras:
DOPC, DPPC/Chol (7:3), DOPC/DPPC/Chol (1:2:1), D@RQPG (1,2-Dioleoylsn
Glycero-3-Phospho-(Xac-Glycerol)) (7:3) und DOPC/DOPE (1,2-Dioleogth
Glycero-3-Phosphoethanolamin) (7:3); Experimenté KaRas4B und H-Ras: POPC,
POPC/POPS  (1-Palmitoyl-2-Oleogi+Glycero-3-Phospho-L-Serin)  (4:1) und
POPC/POPS (3:2). Das Chloroform wurde zunéchst Stitkstoff verdampft. Zur
vollstandigen Entfernung wurden die Proben UberhNanm Lyophilisator getrocknet
und bei -20 °C gelagert.

Am Tag des Experiments wurden die Proben in 1 mhfjusffer (Laufpuffer N-Ras: 10
mM HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-etisulfonsaure)-Puffer (pH 7.4)
mit 5 mM MgCh, Laufpuffer K-Ras4B und H-Ras: 10 mM HEPES-Puffaf 7.4) mit

5 mM MgCh, 150 mM NaCl) gelést und anschlie3end gemischteima Konzentration
von 3 mM zu erhalten. Die Lipidlésung wurde zurgictiir 15 Minuten im
Ultraschallbad bei 40 °C (65 °C fur DPPC enthaleeRioben) behandelt, gefolgt von
funf Frier-Tau-Zyklen und abschlieRender kurzerrafithallbehandlung. Mit Hilfe
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einer Extrusion der Losung durch einen Filter nfi0 Inm Porengrél3e wurden grof3e
unilamellare Vesikel (LUV) erhalten. Die beschriebeMethode ist eine bekannte und
reproduzierbare Methode, um unilamellare Vesikéhigter Grol3e herzustellen [145].

Die extrudierte Lésung wurde anschlielend auf Qybmit Laufpuffer verdinnt.

Die SPR-Experimente wurden an einem Biacore 3008c(Be, Uppsala, Schweden)
durchgefuhrt. Die Reinigung des Gerats wurde regBlgh mit den von Biacore
beschriebenen Prozeduremesorty (0,5% SDS (Natriumdodecylsulfat), 50 mM
Glycin, pH 9,5) und $anitizé (verdinnte Hypochlorid-Losung) durchgefihrt.
Zusatzlich wurde alle ein bis zwei Monate ein spibzs Reinigungsprogramn§yiper-
Clearf, entwickelt von D. G. Myszka [146], durchgefuhilierbei wird das Geréat
jeweils einmal mit 0,5% SDS, 6 M Harnstoff, 1 % igsaure und 0,2 M
Natriumbicarbonat mit demPyimé'-Programm durchspult. Im Anschluss erfolgt ein
zweifaches Durchspulen mit 40 °C warmen Reinstwas8bschlielend wurde zur
Desinfektion das Sanitiz&-Programm durchgefiihrt.  Zur Uberprifung des Gerét
wurde nach jederSuper-Cleah Reinigung ein System Chetkmit 15 % Sucrose in
HBS EP-Puffer durchgefihrt.

Zur Untersuchung von Protein-Membran-Wechselwirlamgwurde ein L1-Chip
(Biacore, Uppsala, Schweden) verwendet. Dieser Clprde speziell zur
Immobilisierung von doppellagigen Lipidschichtentweickelt. Er besteht aus einer
dinnen Dextranschicht auf einer Goldoberflache. \Ussikel an der Chip-Oberflache
~einzufangen®, wurde die Dextranschicht mit lipolei Substanzen modifiziert, welche
sich in die Lipiddoppelschicht einlagern. Bisher iimmer noch unklar, in welchem
Malie sich intakte Vesikel oder fusionierte Lipidge[schichten auf dem Chip befinden
([147-150]). Alle Experimente wurden bei 25 °C chgefiuhrt, wobei die Proben vor
der Messung bei 13 °C gekuhlt wurden.

Vor dem Experiment wurden der L1-Chip viermal miaufpuffer (s.0.) mit dem
sogenannten Brime‘-Programm durchspilt, um das gesamte System niiteiPau

benetzen.

Bei Durchfihrung der H-Ras und K-Ras4B SPR-Messunwgarde die Chipoberflache
zunachst mit einem Reinigungsprogramm gesaubererbeii wurden 30 pL
Isopropanol/ 50 mM NaOH (2:3), 10 pL 40 mM OktyB-Glukopyranosid und 30 pL
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20 mM Chaps, 100 mM NaCl, 20 mM CaQ@lei einer Flussrate von 5 pL/min injiziert.
Zur Immobilisierung der Vesikel wurden zweimal 16 geer L6sung bei einer Flussrate
von 2 pL/min injiziert, gefolgt von 50 puL Laufpuffebei einer Flussrate von 100
pL/min und drei Injektionen von 10 uL 25 mM NaOH keeer Flussrate von 5 pL/min
zur Stabilisierung. AbschlieRend wurde die Lipiddléehe mit einer Injektion von 40
pL Laufpuffer bei 20 pL/min stabilisiert. Fur jedgpidzusammensetzung wurde eine
separate Flusszelle verwendet. Nachdem sich diesIBaes stabilisiert hatte, wurden
40 puL des Analyten bei einer Flussrate von 20 ph/injiziert und die Dissoziation
30 Minuten lang verfolgt. Durch Verwendung von holtdussraten werden Effekte wie
Ruckbindung bzw. das Problem der Massentransféidimang reduziert. Hiernach
wurde die Chipoberflache durch das oben beschreeb&einigungsprogramm
regeneriert. Der Grad der Lipidbedeckung wurdeHiilfe von 0,5 uM BSA (Albumin
aus Kalberserum) bestimmt und betrug bei allendzpsammensetzungen mindestens
75%, meist sogar mehr als 80%. Um den Bindungsetfes Protein-Puffers an den

L1-Chip zu beriicksichtigen, wurde dieser vom Haigpe subtrahiert.

Bei Durchfiihrung der N-Ras Experimente wurde dieipGerfliche mit einem
Reinigungsprogramm gesaubert. Hierbei wurden 20lgopropanol/ 50 mM NaOH
(2:3), 3 M Guanidinhydrochlorid und 40 mM Oktyib-Glukopyranosid bei einer
Flussrate von 10 pL/min injiziert. Zur Immobilisierg der Vesikel wurden zweimal 15
uL der Losung bei einer Flussrate von 2 pL/minziejit, gefolgt von 50 uL Laufpuffer
bei einer Flussrate von 100 puL/min und drei Injekén von 10 puL 25 mM NaOH bei
einer Flussrate von 5 pL/min zur Stabilisierungr jéde Lipidzusammensetzung wurde
eine separate Flusszelle verwendet. Nachdem siehBdsislinie stabilisiert hatte,
wurden 150 pL des Analyten bei einer Flussrate £60 pL/min injiziert und die
Dissoziation fur 30 Minuten verfolgt. Durch Verwemdy von hohen Flussraten werden
Effekte wie Wiederbindung und das Problem der Maisaasferlimitierung reduziert.
Hiernach wurde die Chipoberflache durch das obechryeebene Reinigungsprogramm
regeneriert. Hierzu wurde, wenn nétig, 20 mM CHAR®zugefugt, falls das
herkdbmmliche Programm nicht effizient genug war.er Bsrad der Lipidbedeckung
wurde mit Hilfe von 05 puM BSA bestimmt und Dbetrudpei allen
Lipidzusammensetzungen mindestens 80%, meist sogdnr als 90%. Um den

Bindungseffekt des Protein-Puffers und den Effeb winspezifischen Bindungen an
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den L1-Chip zu bericksichtigen, wurde der Anteil amspezifischen Bindungen,
bestimmt durch den Grad der Bindung von BSA und Riegeinpuffers bestimmt und

vom Hauptsignal subtrahiert.

Alle Losungen wurden vorher durch einen 0,2 umekFilfiltriert und entgast. Alle
Sensorgramme wurden mit einer DatenaufnamefrequemA.0 Hz aufgenommen. Fir
die Auswertung wurde die Basislinie des ProteindBimgs-Sensorgramms vor der

Injektion auf null gesetzt.

Fur alle durchgefuhrten Messungen wurden die Aasoms- und Dissoziationsphase
separat ausgewertet. Der anfangliche Bereich deezéationsprozess (flir® 0), der
direkt proportional zikn 1ist wurde mit Hilfe von linearer Regression in &Gaftware
BlAevaluation 4.1 ausgewertet. Die Dissoziationgghevurde an eine biexponentielle
Funktion mit Hilfe der Software Origin 7 (OriginLaborporation, USA) angepasst.

R= A& g Kotr,1 (t- o) + A2 xg Kofr 2 (t- o) + offset (29)

Diese Auswertung gibt Auskunft Gber zwei voneinanaeabhangige Konstanten, z.B.
von einem schwach gebundenen und einem zusammgagela Zustand, und ihren
jeweiligen BeitrdgenA; und A, zur Dissoziationsphase. Der Zeitpurtktgibt den

Anfang der Dissoziationsphase an. Fir H-Ras undak4B wurden nur die ersten
Minuten der Dissoziationsphase angepasst, um aigst@elle spatere Rickbindung
auszuschlieBen. Bei den N-Ras-Versuchen wurde @eeidh aufgrund der extrem
hohen Flussrate mit ausgewertet. Hieraus lasst s die mittlere

Dissoziationskonstantk,__berechnen:

diss

oA A
kdiss - Aj_ + Az >4<of'f,l +m>«oﬁ,2 (210)

Die N-Ras Experimente wurden zusatzlich mit Hilfmes ,Zwei-Schritt-Modell*
ausgewertet. Dieses Modell wird beschrieben dumncbneersten Bindungsschritt, z.B.
durch elektrostatische Wechselwirkungen, gefolgtn veinem Insertions- bzw.

Dissoziationsprozess des Proteins in bzw. aus gérophoben Umgebung als auch
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durch Reorientierung und eventuelles Clustern deteilhe in der Membran, welche
bereits in vorherigen AFM-Studien beobachtet wyid?].

Das Modell beschreibt zwei Reaktionsschritte, dezdgen auf die Protein-Lipid-

Wechselwirkungen folgendermal3en beschrieben werden:

prL =il p A (2.11)

Koff,1 Koff,2

Hierbei bindet das Protein (P) an die auf dem Gmimobilisierten Lipide (L). Der
hieraus resultierende erste Protein-Lipid-Komplé€d)( reagiert in einem zweiten
Schritt durch Umwandlung zu einem zweiten Protamid-Komplex (PL*). Die
Parametekon 1, kon 2, Kot 1 UNd Kozt 2 bezeichnen die Assoziations- und Dissoziationsraten
der jeweiligen Reaktionsschritte. Zusatzlich wurdein Parameter fir
Massentransferlimitierund«. hinzugefiigt. Hierdurch wird bericksichtigt, dase d
Bindung des Proteins an Oberflachen mit hoher Bwgdkapazitat durch Diffusion
limitiert sein kann. Die kinetischen Gleichungenrden wie folgend beschrieben. Die

Anfangskonzentrationc = c(t) zum Zeitpunktt=0 in der Lésung und an der

Lipidoberflache sind folgendermal3en definiert:
Co(bulk) = ¢2, C-(0)= 0, ¢ (0) = Ry, 6 (0)=0, € (0)=0  (2.12)

Hierbei gibtRyax die maximale Bindungskapazitat der immobilisiefiéambran an.

dc
- d_tp = Kon12Cp 2T = Koprq *Cpp - kt(CS - G)
d
d_c;L = (kon,l >CP >CL - kOﬁvl >CPL)
& (2.13)
FL = Kon17Cp 7C, - koff,l Cp - kon,z X + koﬁ,z o
d *
((;F;L = kon,2 Cp, - koff,z o

Das aufgenommene SignRl (in RU) ist proportional zur Proteinmenge, die die
immobilisierte Lipidmembran gebunden hatp(, cp»), basierend auf dem

Unterschied zwischen Probe und Laufpuffer. Die Ewxalng wurde mit Hilfe des

Marquardt-Levenberg Algorithmus durchgefuihrt. Dierdchneten Sensorgramme
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wurden durch numerische Integration der Differdgl&achungen berechnet, die das
oben genannte Reaktionsschema beschreiben. Digelvegee Auswertungsprozedur
war in der Evaluierungssoftware BlAevaluation 4Biatore, Uppsala, Schweden)

implementiert.

Der relative Anteil an quasi-irreversibel gebundarferotein wurde durch Relativierung
desOffsetszur anfanglichen Amplitude zum Zeitpunk® 0 der Dissoziationsphase

bestimmt.

Bei den angegebenen Fehlerbalken handelt es sicllien$tandardabweichung von
mindestens drei bis zu sechs durchgefiihrten Expeten. Um einige der Ergebnisse
auf Signifikanz zu prufen, wurde ein einseitigewg-Proben t-Test* durchgefuhrt.

Das Signifikanzniveau betrug 5 %.

2.2.5 Stopped-FlowMessungen

Die Stopped-FlowTlechnik wurde im Jahr 1940 von Britton Chance éckelt und
eignet sich besonders fur Fluoreszenzmessungescalorellen Kinetiken im Sekunden-
bis Millisekundenbereich. Bei der Durchfiihrung wemddie Analytlésungen der beiden
Reaktanden in getrennte Spritzen gegeben, woraikeirdurch eine Rampe in eine
Mischkammer zusammengeschossen werden (Abb. 2N&)h einer Totzeit von
ungefahr 1 ms kann in dieser die zeitabhangige Amdg des Fluoreszenzsignals
verfolgt werden. Der Vorteil dieser Methode istssla@urch die geringe Totzeit schnelle
Kinetiken, mit Halbwertszeiten, die groRer als dietzeit sind, gut erfasst werden
konnen und aufgrund des geringen Probenvolumenddsmhkammer (220-400 pL)
die Messung auch bei kostenintensiven Proben hauéderholt werden kann.
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Abb. 2.25: Aufbau einer Stopped Flow Apparatur [[151

Die erhaltenen Daten kdnnen mit Hilfe einer biexgurellen Funktion ausgewertet

werden.
F(t) — Fmax + ’A1 )e' konvﬂ(obs))t + A2 )e' kun,Z(obs)* (214)

Hierbei ist F(t) die gemessene Fluoreszenz zum Zeitpunkd; und A, sind die
Amplituden der jeweiligen Exponentialfunktion urdn 1obs) Und Kon2(obs) Sind die

beobachteten Geschwindigkeitskonstanten der kgtmiliProzesse.

2.2.5.1 Durchfihrung detopped FlovExperimente

Untersucht wurde die Bindungskinetik von N-Ras Hi?/&n DOPC-Vesikeln. Hierzu
wurden Bodipy FL-markierte N-Ras-Proteine und TelRasl DHPE (Texas Red® 1,2-
DihexadecanoysnGlycero-3-Phosphoethanolamin) markierte DOPC-\adsik
verwendet. Die Herstellung der grof3en unilamellavesikel mit einem Durchmesser
von 100 nm erfolgte wie im Abschnitt 2.2.4.1 besslwen, wobei ein Fluorophoranteil
von 0,2 % hinzugefugt wurde. Der Messpuffer enti2@ mM (Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan) Tris und 5 mM Mg€Cbei einem pH von 7,4. Gemessen wurde das

Forster-ResonanzenergietrangleRET) —Signal, Ubertragen von Bodipy FL auf Texas
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Red bei einer Anregungswellenlange von 495 nm [@inRemperatur. Die Emission
wurde durch einen Langpass-Filter (> 570 nm) gesresBie Messungen wurden in
einer Stopped Flow SX20-Apparatur (Applied Photgits, Surrey, UK) durchgefiihrt
und mit Hilfe der Software Pro Data 2.0.7 (Appli€&hotophysics, Surrey, UK),
aufgenommen. Die Messkurve wurde mit Hilfe der obgenannten Funktion
(Gleichung (2.14)) unter Verwendung der Softwarggi@r7 (OriginLab Corporation,

USA) ausgewertet.

2.2.6 Zytotoxizitats-Assay

2.2.6.1 Kultivierung von INS-1E Zellen

Fur die Untersuchung der zytotoxischen Wirkung dAPP wurde die Zelllinie INS-
1E (Abb. 2.26) verwendet, welche ein Geschenk vderr® Maechler (klinische
Universitdt Genf, Schweiz) war. Diese Tumor-Zelin wurde aus einem
strahlungsinduzierten Tumorgewebe aus dem PanldeasRatte isoliert [98]. Die
Kultivierung der Zellen erfolgte in RPMI 1640 Mediumit 2 mM Glutamin, 5 %
hitzeinaktiviertem fotalem Kalberserum, 10 mM HERE® puM 2-Mercaptoethanol,
100 U/mL Penicillin, und 100 pg/mL Streptomycin 351 °C in einem C@Inkubator

mit einem CG-Gehalt von 5 %.

Die Zellen wurden einmal pro Woche bei einer Koefim von ca. 80 % mit Trypsin
passagiert und zweimal pro Woche wurde ein Mediuohsel vorgenommen. Vor der
Trypsinierung wurden die Zellen mit 10 mL Phospbpepufferter Kochsalzlésung
(PBS) gewaschen. Hiernach wurden 3 mL Trypsin aiZellen gegeben und fir ca. 5
Minuten inkubiert. Von der Zellsuspension wurde Binttel der LOsung in eine neue
Kulturflasche gegeben und mit 25 mL des oben bésdobmen Zellkultur-Mediums

versetzt.
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Abb. 2.26: Phasenkontrast-mikroskopische AufnatondNS-1E-Zellen (Passage 99) mit 200-facher
VergréRerung, 4 Tage nach Aussaat [98].

Zur Kryokonservierung wurden die Zellen nach deypBinierung fir 2 Minuten bei
4000 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 1 L mEinfriermedium
(Kultivierungsmedium mit 10 % DMSO) resuspendiertduin 200 pL Aliquots
aufgeteilt. Diese wurden langsam abgekuhlt (15 Minubei 4 °C, 2 Stunden bei
-20 °C, Uber Nacht bei -80 °C) und schliel3lichlirs§igem Stickstoff eingelagert.

Im Gegensatz zur langsamen Kryokonservierung ist Aaftauen der Zellen ein
schneller Vorgang, um die zytotoxische Wirkung \RMSO bei Raumtemperatur zu
verhindern. Hierzu werden die Kryoréhrchen mit dtien bei 37 °C in einem Schritt
aufgewarmt. Der Inhalt wird in 25 mL vorgewarmtenlt¥ierungsmedium verdinnt
und fur 10 Minuten bei 500 g bei 37 °C zentrifugiéder Uberstand wurde hiernach
verworfen und das Zellpellet in 200 pL Kultivierismgedium resuspendiert. Nach
Bestimmung der Zellzahl werden die Zellen mit eibestimmten Dichte ausgesat und

die Adhasion der Zellen in den folgenden Tagen bebtet.

2.2.6.2 Der WST-1 Zell-Proliferations-Test

Mit Hilfe des WST-1-Proliferations-Tests kann dieetabolische Aktivitat der Zellen

kolorimetrisch untersucht werden.
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Das Tetrazolium Salz WST-1 wird durch metabolisktiva Zellen gespalten, wodurch
Formazan entsteht, welches eine typische dunkegélarbung aufweist. Diese
Reduktion wird vorwiegend durch zellulare Enzyme edBktasen und
Reduktionsaquivalente), wie mitochondriale Dehyeérmgen, durchgefihrt (Abb.
2.27). Da das Reduktionsprodukt proportional zu Alerahl der metabolisch aktiven
Zellen ist, kann man durch die Bestimmung des Gratlr Gelb-Farbung auf den
Anteil an lebendigen intakten Zellen schlieBen. Di@uantifizierung der
Formazanfarbung erfolgte mit Hilfe eines Mikrotpkatten-Lesegerats (Infinite M200,
Tecan) bei einer Wellenlange von 450 nm. Die zugghOoReferenzmessung erfolgte
bei 620 nm.

Abb. 2.27: Spaltung des Tetrazoliumsalzes WSTFbmuazan durch zellulare Dehydrogenasen.

Der WST-1 Test ist im Gegensatz zum MTT, XTT und $/Test, bei denen es sich
ebenfalls um Tetrazoliumsalze handelt, zu bevonzude hierbei ein wasserlosliches
Spaltprodukt erzeugt wird. Es ist sehr stabil uetgizdaher eine geringe Abbaurate.
Darlber hinaus bendtigt der Test weder einen zlidddén Waschschritt, noch missen
die Zellen fur die Auslesung des Tests geerntetiarerDer gesamte Zellviabilitats-Test
kann also auf einer einzigen Mikrotiterplatte dgefiihrt werden. Zusatzlich weist der
WST-1 Test eine schnellere Farbentwicklung im Vi@l zu anderen Farbstoffen auf.
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2.2.6.2.1 Die Durchfihrung des WST-1 Tests

Die Zellen werden nach dem Trypsinieren wieder utiKierungsmedium tberfuhrt
und deren Zahl mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkamroestimmt. Hiernach wird die
Zellsuspension so mit weiterem Kultivierungsmeduendiinnt, dass in jede Vertiefung
durch Pipettieren von 100 pL der Zellsuspensiofi Zéllen in die entsprechenden
Vertiefungen einer 96-Mikrotiterplatte gegeben vesrdJedes Experiment wurde in
Dreifachbestimmung durchgefuhrt. Nach Aussaat werie Zellen fur 24 Stunden bei
37 °C und 5 % C@im Brutschrank inkubiert.

Am folgenden Tag wurde das Medium entfernt und mig Kultivierungsmedium
verdinnten Substanzen (10 uM hIAPP, rlIAPP und Ratwed), mit der die Zellen
behandelt werden sollten, in jeweils 100 uL zu detlen gegeben. Zusatzlich wurden
sowohl nicht behandelte Zellen als auch ,Wells* @hgdellen mit 100 pL der
Verdunnungslosung versehen. Diese Proben entspregéer dem 100%-Wert, bzw.
der Blindprobe. Hiernach wurden die Zellen wiedar 24 Stunden bei 37 °C und 5 %
CO, im Inkubator inkubiert.

Das WST-1 Reagenz wurde zunachst im Verhaltnisniit4dPBS und diese Lésung

schlie3lich 1:10 mit Kultivierungsmedium verdinN&ach Entfernen der inkubierenden
Testsubstanz werden jeweils 100 pL des verdinnt&T-\V Reagenzes auf die Zellen
gegeben und erneut bei 37 °C und 5 % @@Brutschrank inkubiert. Das Ergebnis des
Tests wurde nach 24 Stunden mit Hilfe eines Mikeopilatten-Lesegerats (Infinite

M200, Tecan) ausgelesen. Die Quantifizierung demidaanfarbung erfolgte bei einer
Wellenlange von 450 nm. Die zugehorige Referenzurggssrfolgte bei 620 nm.

2.2.6.3 Isolierung von hIAPP-Oligomeren und ihre Zytotaér

Zuerst wurden 3 mL einer 108 uM hIAPP Lésung in &foroisopropanol (HFIP)
hergestellt. Hiervon wurden 100 pL abgenommen ueidleb Losungen Uber Nacht
lyophilisiert. Am nachsten Tag wurde die Probe dein geringeren Peptidgehalt fur
ThT (Thioflavin T)-Messungen in 10 mM NatriumaceRaiffer, pH 5,5, und 50 pM
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ThT auf eine Konzentration von 100 pM verdunnt. Brelere Probe wurde in 10 mM
Natriumacetat-Puffer, pH 5,5, ebenfalls auf einenkemtration von 100 uM verdinnt
und fir 5 Wochen bei 10 °C gelagert. Zu bestimnmfeitpunkten wurden auf Eis
Proben fir Zytotoxizitats-Tests und AFM-Messungaimemmen, sofort in Stickstoff

eingefroren und bei -80 °C gelagert.

Zur Untersuchung der zytotoxischen Wirkung der fPABligomere wurden die zuvor
eingefrorenen Proben auf Eis aufgetaut und mit itietungsmedium auf eine
Konzentration von 10 und 20 uM verdiinnt. Der WSTebkt wurde wie in Kapitel

2.2.6.2 beschrieben durchgefuhrt. In diesem Faldewu der Blindprobe und dem
100%-Wert mit 10 mM Natriumacetat-Puffer (pH 5,8htsprechend verdinntes

Kultivierungsmedium gegeben.

Die zeitliche Verfolgung der Bildung der IAPP-Oligere und der spateren
Fibrillenbildung erfolgte mit Hilfe der Fluoreszesigenschaften von ThT. Dieser
Fluorophor ist ein Benzothiazol-Farbstoff, desskrofeszenz durch kovalente Bindung
an amyloide Fibrillen verstarkt wird. ThT besitates Anregungsmaxima (ex1: 335 nm;
eml: 438 nm und ex2: 440 nm; em2: 482 nm), wobeidas zweite fir die hier
durchgefihrten Versuche von Bedeutung ist. Bis énast unklar, wie genau der
Fluorophor an die Amyloid-Fibrillen bindet. Es wighgenommen, dass die planare
Form durch die Bindung von ThT an die Fibrillenbsligiert wird [152]. Eine andere
Hypothese besagt, dass die positive Ladung von Eime Rolle bei dessen

Mizellenbildung spielt, welche dann an die Fibnlleinden [153].

In den hier durchgefuhrten Versuch erfolgte die egung von ThT bei 440 nm,
wohingegen die Emission bei 482 nm detektiert wul2le gemessenen Daten wurden
in Relation zu der Fluoreszenz zum Zeitpunkt ddisténdig entwickelten Fibrillen

gesetzt.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Membranwechselwirkung und Zytotoxizitat des Insel-Anyloid-
Polypeptids (IAPP)

3.1.1 Mechanismus der IAPP-Fibrillenbildung an der Lipid-Grenzflache
(IRRAS)

Das Ziel dieser Studie war es, Einblicke in dieulgimrellen Anderungen der
Konformation und der Dynamik des IAPP wahrend dggra@gationsvorgangs mit Hilfe
der IRRAS-Methode zu gewinnen. Hierzu wurde das rAgagtionsverhalten an
verschiedenen Grenzflachen, bestehend aus Lipideder an der Wasser-/Luft-
Grenzflache gemessen und mit der Fibrillenbildungiert. Dieses Projekt wurde in
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Blume (Mattiker-Universitat, Halle/Saale)
durchgefuhrt. Die hier dargestellten Ergebnissedenrteilweise in Referenz [138]

verdffentlicht.

Zuerst wurde das Aggregationsverhalten von hlAPRlenWasser-/Luft-Grenzflache
untersucht. Diese Art der Grenzflache stellt edeale hydrophobe Modell-Grenzflache
dar. Die Peptidkonzentration betrug 1 uM. Ausgeetesurde die Amid-I-Bande, deren

charakteristisches Bandenmaximum fitelikale Strukturen bei 1655 ¢hiiegt.
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Abb. 3.28: Zeitliche Anderung des Oberflachendriglsund IRRA-Spektren (40°, p-polarisiert) (B) bei
Adsorption von 1 uM hlAPP an der Luft-/Wasser-Gfithe. Die farbigen Pfeile in (A)
geben die jeweiligen Zeitpunkte der IRRA-SpekmgB) an.

Eine Injektion des Peptids bei genannter Konzeotrdiewirkt einen schnellen Anstieg
des Oberflachendrucks, der nach bereits einer 8tumelin Plateau Gibergeht (Abb. 3.28
A). Wie man deutlich in Abb. 3.28 B erkennen kageht der schnelle Anstieg des
Oberflachendrucks mit einer langsamen Anderung SEkundarstruktur des Peptids
einher. Wahrend der ersten Stunden befindet sellduptbande der Amid-1-Bande bei
ungefahr 1655 cth was auf eine -helikale Struktur des Peptids schlieBen lassthNac
ungefahr 10 Stunden verschiebt sich das MaximunBdade nach 1625 cih was fir
eine Neuordnung der Konformation in eind-altblatt-Struktur spricht. Zusatzlich ist
eine Bande bei 1671 ¢hwu erkennen, welche die Prasenz veBchleifen nachweist.
Der Adsorptionsprozess ist nach ungefahr 20 Stum@emdet. In der Amid-1I-Bande
lassen sich diese Anderungen auch nachweisen, akiad weniger ausgepragt. Die
Hauptbande bei 1540 ¢hverschiebt sich mit der Zeit zu 1523 tnwas ebenfalls auf
einen Ubergang von einerhelikalen zu einer -Faltblatt-Struktur schlieBen lasst. Die
Amid-1l-Bande wurde aufgrund ihrer geringeren Irsiédt und dadurch schlechterem
Signal-zu-Rausch-Verhéltnis seltener fur quantieahnalysen verwendet und wird im
Folgenden nicht weiter diskutiert. Eine von der iizf&che entnommene Probe wurde
mit Hilfe von AFM untersucht. Hierbei wurde jedo&kine Bildung von amyloiden
Fibrillen beobachtet (Abb. 3.35 A).
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Bei zuvor durchgefiihrten Messungen von hIAPP arerei&witterionischen POPC-

Grenzflache konnten sowohl im Oberflachendruckpedé auch in den IRRA-Spektren
keine Wechselwirkungen des Peptids mit der Mona$thiachgewiesen werden [138].
Um die Wechselwirkungen von hIAPP mit geladenernd-idodellmembranen genauer
zu untersuchen wurden IRRAS-Messungen an einer tineggladenen POPG-

Monoschicht durchgefinhrt.

Abb. 3.29: Zeitliche Anderung des Oberflachendriglsund IRRA-Spektren (40°, p-polarisiert) (B) bei
Adsorption von 1 uM hlIAPP an der POPG-Monosch{chfng 10 mN/m). Die farbigen
Pfeile in (A) geben die jeweiligen Zeitpunkte dafnrahme der IRRA-Spektren in (B) an.

Hierzu wurde die Lipidlésung bis zu einem bestinmmt@berflachendruck (10 und
30 mN/m) auf der Grenzflache gespreitet und diertien des Peptids (1 pM) in die
Monoschicht beobachtet. Bei 10 mN/m (Abb. 3.29) egt anderes Verhalten zu
beobachten als bei einer reinen Luft-/Wasser-Glacizé. Der Oberflachendruck steigt
anfanglich wie bei der Wasser-/Luft-Grenzflacherngthan, erreicht ein erstes Plateau
jedoch erst nach 2 Stunden bei einem Oberflachekdran 25 mN/m. Es folgt ein
weiterer langsamer Anstieg, bis nach ungefahr 2hd&n ein weiteres Plateau bei
ungefahr 32 mN/m erreicht ist. Dieses ZweischritiffPkorreliert mit einer ebenfalls in
zwei Schritten stattfindenden Anderung der Peptififionation. Die anfangliche
Hauptbande der Amid-1-Bande, welche bei 1658'dimgt, was typisch fiir -helikale
Strukturen ist, spaltet sich nach vier bis funfrigen, bei Erreichen des ersten Plateaus

des Oberflachendruckprofils, in zwei unterschiddi®anden auf: eine Bande hoher
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Intensitat bei 1625 crh((parallele) intermolekulare-Faltblatter) und eine weitere bei
1671 cmi* ( -Schleifen).

Abb. 3.30: Zeitliche Anderung des Oberflachendriglsund IRRA-Spektren (40°, p-polarisiert) (B) bei
Adsorption von 1 uM hlIAPP an der POPG-Monosch{chtng 30 mN/m). Die farbigen
Pfeile in (A) geben die jeweiligen Zeitpunkte dafrahme der IRRA-Spektren in (B) an.

Wird eine nicht variierende Orientierung der Ubemgsdipolmomente bei der
Proteinadsorption angenommen, kann durch eine Altgehg der Anderungen in der
Intensitat der Amid-I-Bande auf die Menge an adsotém Peptid und auf die relativen
Anderungen der Sekundarstrukturelemente geschlossetien (Abb. 3.31). In Abb.
3.31 B ist zu sehen, dass nach zwei Stunden dieveesAbnahme der Intensitéat der
helikalen Strukturen und derSchleifen zu verzeichnen ist, wohingegen die nefat
Intensitat der -Faltblatter ab diesem Zeitpunkt zunimmt. Nach délgezehn Stunden
scheint der Adsorptionsvorgang des Peptids abgessdt zu sein (Abb. 3.31 A), wobei
auch nach diesem Zeitpunkt weitere Anderungen mkKaaformation stattfinden. Ein
ahnliches Verhalten wurde auch bei einem anfanghc®berflachendruck von 20
mN/m beobachtet. Die entsprechenden Plateaus imfl@&tieendruckprofil wurden
nach einer Stunde bei 28 mN/m und nach sieben 8itubdi 35 mN/m detektiert. Die
jeweiligen Anderungen in der Amid-I-Bande der gesesen IRRA-Spektren sind
vergleichbar (siehe Anhang Abb. 9.57).
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Abb. 3.31: (A) Zeitabhéngige Entwicklung der Intgitsdder Amid [-Bande von 1 uM hIAPP an einer
POPG-Monoschicht (xiang 10 mMN/m), (B) Entsprechende relative Anderunggn
SekundarstrukturelementeHelix (rot), -Faltblatt (schwarz) und-Schleifen (griin).

Die Packungsdichte der Lipide in einer biologiscMambran entspricht-Werten von
31 bis 35 mN/m [154]. Um zusatzlich die Inserti@msgkeit von hIAPP unter
physiologischen Bedingungen zu untersuchen, wuctirer Experimente bei einem
anfanglichen Oberflachendruck von 30 mN/m durchigefi(Abb. 3.30). Der
zeitabhangige Anstieg des Oberflachendrucks weitteme starke Wechselwirkung
und Insertion in die POPG-Monoschicht hin, die #2imN/m in ein Plateau mindet.
Die Spitzen im Oberflachendruckprofil kénnen durdbergangs-Umordnungen und
Entspannung des Lipidfilms durch Insertion des Esperklart werden. Die ersten
spektralen Anderungen bezuglich der Amid-I-Banaeédn schneller statt und sind in
den ersten zwei Stunden zu beobachten. Der gemepkirale Verlauf ahnelt dem bei
niedrigeren anfanglichen Oberflachendriicken, widbb. 3.31dargestellt. Hierbei sind
Anderungen der Banden bei 1623-1626'cnu beobachten, die eine hohere Intensitat

aufweisen als bei Messungen mit niedrigeren aniémgh Oberflachendriicken.

Der ahnlich gro3e Anstieg des Oberflachendrucks & 9 mN/m nach Zugabe des
Peptids ist unabhangig vom anfanglichen Oberflaghesk und zeigt, dass hIAPP in
der Lage ist, in eine POPG-Monoschicht einzudrindgr Grenzoberflachendruck von
40 mN/m ist deutlich hoéher als in einer biologistcihdembran, was dafir spricht, dass
hIAPP in der Lage ist, audh vivoin biologische Membranen zu insertieren. Weiterhin
weisen die Daten darauf hin, dass bei der Insarigerdes Peptids eine konformelle
Neuordnung von einer hauptsachlichenhelikalen Anordnung zu einer -
faltblattreichen Struktur stattfindet. Die intersiBande bei 1625 cideutet auf die
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Bildung eines Proteinnetzwerks aus paralleldraltblattern in der Grenzflache hin. Es
scheint, dass je hoher der Oberflachendruck, desddker ist die Bindung des
adsorbierten Proteinnetzwerks. Alle Experimentedearin 10 mM Phosphatpuffer mit
100 mM NaCl bei einem pH von 7,4 durchgefihrt. Beisem pH befindet sich die
positive Ladung vornehmlich im N-terminalen Absdhries Peptids. Dieser Bereich
konnte fur die Insertion verantwortlich zu seinewdies auch schon fir andere negativ
geladene Lipidsysteme berichtet wurde [155]. Umaitledrtere Aussagen Uber die
Struktur des Peptids an der Grenzflache zu macatemie mit Hilfe von AFM eine von
der Grenzflache entnommene Probe nach Abschluss IBEAS-Experiments
analysiert. Die AFM-Aufnahmen von 1 pM hIAPP an d®PG-Grenzflache zeigen
Filamente mit einer Weite von 35 bis 70 nm und elé&he von 3 bis 5 nm (Abb. 3.35
B). Diese GroRRe ist charakteristisch fur amyloiddorifen [68, 156-161]. Die
strukturellen Einzeleinheiten der Fibrillen betragen Durchmesser 2 bis 5 nm und
scheinen aus zwei bis sechdaltblattern zu bestehen. Diese Protofilamentedesmn
sich umeinander, um seilartige Fibrillen von 7 bBsnm Weite zu bilden, bzw. binden
sie lateral aneinander um lange Bander zu bildém,ethe Dicke von 2 bis 5 nm
aufweisen und bis zu 30 nm breit sind [161]. Dierlgemessenen Hohen kdnnten in der

Grol3enordnung von ein bis zwei Protofilamentendrefil61-163].

Unter der Annahme, dass der N-terminale Bereich I8 verantwortlich fur die
Insertion in die Membran ist, sollte rIAPP aufgruseiner sequenziellen Ahnlichkeit im
N-Terminus ebenfalls in der Lage sein, in die POR@&@oschicht einzudringen. Um
diese Hypothese zu untersuchen, wurden zusatzkotperimente mit einer POPG-
Monoschicht durchgefuhrt, beginnend mit einem Aaenlfendruck von 20 mN/m (Abb.
3.32). Es wurde beobachtet, dass rlAPP in eindrelikalen Anordnung in die
Monoschicht insertiert. Dartberhinaus ist ein &inli groRer Anstieg des
Oberflachendrucks auf 31 mN/m sichtbar. Im Gegendaierzu konnte keine
Verschiebung des Maximums der Amid-I-Bande detektigerden, bis auf einen
leichten Rickgang der Intensitdt der Amid-lI-Bandedhvend des gesamten
Adsorptionsprozesses. Diese Messungen bestatigeeré Studien, in denen gezeigt
wurde, dass die N-terminale Region des Peptids micider Fibrillenbildung, sondern
lediglich an dem anfanglichen Insertionsprozessibgt ist [67, 162, 164]. Nach
Beendigung des IRRAS-Experiments wurde mit Hilfex\v&FM auch eine von der



72

Grenzflache entnommene Probe mit rlAPP und POP@&rsuntht. Hierbei wurden nur
oligomere Strukturen mit einer Hohe von ungefahm3 detektiert (Abb. 3.35 C). Es

wurden keine Fibrillen beobachtet.

Abb. 3.32: Zeitliche Anderung des Oberflachendry#lsund IRRA-Spektren (40°, p-polarisiert) (B) bei
Adsorption von 1 pM rIAPP an der POPG-Grenzfla¢hgrng 20 mN/m). Die farbigen Pfeile
in (A) geben die jeweiligen Zeitpunkte der Aufnaliere IRRA-Spektren in (B) an.

Bisher gibt es unterschiedliche Prognosen beziglehStruktur des aggregierenden
hIAPP (Abb. 3.33). Es wurde berichtet, dass dier&ggtion der C-terminalen Region
(Aminosauren 20 bis 29 und 30 bis 37) wahrschédinlidurch hydrophobe
Wechselwirkungen verursacht wird. InsbesondereAdmnosauren 20 bis 29 sollen an
der Fibrillenbildung maf3geblich beteiligt sein [16ks ist daher vorstellbar, dass die
Aminosauren 20 bis 37 zur Ausbildung vorfFaltblattern neigen. Die Prognose der
Sekundarstrukturanteile des IAPP zeigt, dass im erhdnalen Bereich
(Aminosauresequenz 8 bis 14) die Bildung vehelikalen Strukturen wahrscheinlich
ist und weitere drei Abschnitte mitFaltblattern existieren. An der Position 31 wurde

eine -Schleife vorhergesagt, was zu einem antiparallelEaltblatt fihren kdnnte.
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Lys Cys Asn Thr Ala Thr Cys Ala Thr GIn Arg Leu Ala Asn Phe Leu Val His Ser Ser Asn Asn Phe Gly Ala lle Leu Ser Ser Thr Asn Val Gly Ser Asn Thr Tyr

2 ‘
; —mmey— ——a)

Legende IRy -Helix,* -Faltblatt 8  -Schleife, === ungeordnet

Abb. 3.33: Sekundarstruktur-Prognosen fir hIAPRy¢dithmen: 1. Doppelprognose; 2. Hierarchische
neurale Netzwerk-Klassifizierung; 3. Selbst-optitei¢rognosen-Methode).

Durch Verwendung von s-polarisiertem Licht konnemr tbergangsdipolmomente
parallel zur Oberflache detektiert werden, wohiregegdurch p-polarisiertes Licht
Ubergangsdipolmomente sowohl parallel als auch reehk zur Oberflache messbar
sind. Aus diesem Grund andert sich bei Verwenduog p-polarisiertem Licht die
Intensitat der Bande in der Nahe des Brewster-WénkBie Anderungen in Form,
Intensitat und Position der Bande lassen Aussageer iie Orientierung der
Sekundarstrukturelemente zu [127, 135, 137]. Dasrgingsdipolmoment der Haupt-
-Faltblatt-Komponente, welche sich bei ungefahr716&i* befindet, liegt senkrecht
zur Peptidkette. In diesem Abschnitt der Arbeit demr IRRAS-Messungen mit p-
polarisiertem Licht bei verschiedenen Einfallswilmkén Gleichgewichtszustand des
Systems (Plateau im Oberflachendruckprofil) duréhige. Hierdurch kann auf die
Orientierung der -Faltblatter an der Wasser/Luft-, bzw. der LipideGzflache

geschlossen werden.
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Abb. 3. .34: (A) p-polarisierte IRRA-Spektren vanM hlAPP adsorbiert an einer POPG-Monoschicht
(verschiedene Einfallswinkesnrang32,2 mN/m). (B) Simulationen der IRRA-Spektreerein
Faltblatt-Struktur, die flach an der Wasser-/Lufte@zflache liegt. Die Berechnungen wurden
fur p-polarisiertes Licht und verschiedene Einfadiskel fiir die Amid I- und II- Bande
durchgefiihrt.

Bei Messungen von hIAPP an der Luft-/Wasser-Grécht betrug der
Oberflachendruck 23,6 mN/m (Abb. 3.28). Bei entshesnden Experimente von hIAPP
an der POPG-Grenzflache betrug der Oberflachend@@ mN/m, wobei hier
ahnliche Beobachtungen gemacht wurden (Abb. 3. /A4 Die zugehdorigen
Simulationen der Amid-Banden, entsprechen einerallghr zur Grenzflache
verlaufenden Orientierung des hIAPP an der POPGHExhe bei Verwendung von
p-polarisiertem Licht und verschiedenen Einfalldeim, ist in Abb. 3. .34 B zu sehen.
Bei Vergleich der experimentellen und simulierteatédh kann man darauf schliel3en,
dass die -Faltblatter flach an der Lipid-Grenzflache liegeDer Vergleich der
Experimente und Simulationen an der Wasser-/Luéir@flache zeigten eine ahnliche
Orientierung des Peptids an der Grenzflache (sheiiang Abb. 9.58).
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Abb. 3.35: AFM-Aufnahmen der Aggregat-Struktures Id¢>P nach Erreichen des Gleichgewichts der
Reaktion: (A) hIAPP (1 uM) entnommen von einer \&tahsuft-Grenzflache, (B) hIAPP
(1 uM) entnommen von einer POPG-Monoschicht, (8PP (1 uM) entnommen von einer
POPG-Monoschicht.

3.1.1.1 Diskussion

Zur Untersuchung der Fibrillenbildung des IAPP kghdich seiner Sekundarstruktur

und Orientierung an der Wasser/Luft-, bzw. Lipide@zflache wurden IRRAS-

Messungen an einem Langmuir-Trog durchgefihrt. ddiexh konnten Einblicke in die

Struktur des hlIAPP und die anfanglichen Schrittenneéid der hlIAPP-Membran-

Wechselwirkungen und folgenden Fibrillenbildung gewen werden. So konnte eine
starke Interaktion von hIAPP mit negativ geladeMambranen (POPG) nachgewiesen
werden. hlIAPP scheint vornehmlich durch elektrasthe Wechselwirkungen mit

seinem -helikalen N-Terminus an die Membran zu binden. Naeiner

Verzogerungsphase, die abhangig von der Peptidktraz®n und des anfanglichen
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Oberflachendrucks ist, findet die Umordnung derul@ur in -Faltblatter mit
einhergehender Fibrillenbildung statt. Dies lasstadf schlie3en, dass die anfangliche
-helikale Struktur einer ,Vor-Organisation des Bdp zur anschlieRenden Bildung

gréRerer Komplexe (Abb. 3.36) dient. Die beobaehtednsiente Bildung-helikaler
Strukturen scheint zum einen ein Ubergangszustandidr Amyloidbildung zu sein,
zum anderen aber auch wichtig fur die partielletherung in die Membran zu sein, da
die letztendlichen Fibrillen nicht in der Lage simdit dem Lipidfilm zu interagieren.
Dieses Verhalten wurde zuvor in einer anderen 8tadi einem ahnlichen Lipidsystem
beobachtet [155].

Abb. 3.36: Modell der hIAPP-POPG-Monoschicht-Wethiskung, lipidinduzierte
Konformationsénderung des hIAPP und anschlieRerisiéIEnbildung.

Es wurde bereits berichtet, dass die Aminosaurbis 84 von hlIAPP dazu neigem,
helikale Strukturen auszubilden, wohingegen didage Aminosauresequenz 8 bis 20
Fibrillen bilden kann [157]. Die erhohte Peptidkengration und die reduzierte
Beweglichkeit erleichtern die intra- und intermal&ken Wechselwirkungen des
membrangebundenen -helikalen Peptids und fuhren zu einer fibrillaren
Faltblattstruktur. Aus den IRRA-Spektren konnte nembimen werden, dass diese
fibrillare Struktur hauptsachlich aus paralleleffraltblattern besteht, aber auch einen
kleinen Anteil an -Schleifen enthalt. Es wurde bereits in friiherendi&n berichtet,
dass auf eine partielle Insertion des N-Terminuglie Membran in einer parallelen
Helix-Orientierung eine beschleunigte Umordnung =iner antiparallelen -
Faltblattstruktur folgt [63].
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Eine ahnliche Umwandlung wird ebenfalls fur hIARPder Wasser-/Luft-Grenzflache
(reine hydrophobe Grenzflache) beobachtet. Aushilengemessenen IRRAS- und den
unterstitzenden AFM-Messungen kann daher geschlageelen, dass hlIAPP sowohl
an hydrophobe als auch an negativ geladene hydeo@nenzflachen adsorbiert. Die
Bildung von Fibrillen findet jedoch nur an negatieladenen Oberflachen statt. An
hydrophoben Oberflachen wurden nur kleine amorplggrégate detektiert. Die

Ergebnisse des rlIAPP weisen zudem darauf hin, dassnichtamyloidogene Peptid
zwar in negativ geladene Membranen insertiert, @r nur -helikale Strukturen

ausbildet, wie dies auch schon fur IAPP aus derdvimchgewiesen wurde [155]. Der
N-Terminus scheint also ausschlie3lich an der timgerdes Peptids in die Membran

beteiligt zu sein, nicht aber an der Bildung ddariien.

Es wird angenommen, dass die Bildung voehelikalen Strukturen vornehmlich in
nativen unstrukturierten amyloiden Proteinen/Peaptidtattfindet [68, 158-160]. Das an
der Entstehung der Alzheimer-Krankheit beteiligte Bildet -helikale Strukturen in
Mizellen aus. Zudem wurde gezeigt, dassiA wassriger Losung ebenfallshelikale
Strukturen ausbildet, bevor diese sich zu amyloiB#dmillen umwandeln [158, 159].
Auch der N-Terminus des-Synuklein, welches an der Entstehung von Parkinson
beteiligt ist, bildet -Helices aus, wodurch die Amyloidbildung und Totérierheblich
beeinflusst wird [160]. Die transiente Bildunghelikaler Strukturen scheint daher ein
weit verbreiteter Mechanismus im Verlaufe der Angoidung von nativ

unstrukturierten Proteinen/Peptiden zu sein.

3.1.2 Die Zytotoxizitat von IAPP und ihre Inhibierung

Die hier durchgeflhrten Versuche dienten zur Unigtang der zytotoxischen Wirkung
des IAPP und dessen Inhibition. Die hier erhaltefggebnisse wurden in den
Referenzen [166] und [167] vertffentlicht. Im Spen wurde analysiert, in welchem
Stadium der Fibrillenbildung des IAPP die Zytototir am hochsten ist. Als
Zellmodell wurde hier die Zelllinie INS-1E verwerid®abei handelt es sich um

Zellen, welche aus dem Pankreas der Ratte stammoksamit ein geeignetes Modell

fur die Untersuchung der toxischen Wirkung des IARRellularen System darstellen.
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3.1.2.1 Zytotoxizitat der IAPP-Oligomere und Fibrillen

Die Bildung der amyloiden Fibrillen kann mit Hilten fluozeszenzspektroskopischen
Messungen der Fluoreszenzintensitdt des amyloidifisghen extrinsischen

Fluorophors Thioflavin T (ThT) quantifiziert werdemei Prasenz von amyloiden
Fibrillen emittiert er bei einer Wellenlange von248&m, nachdem er bei 440 nm
angeregt wurde [152]. DerhT-Assayvon 100 pM hIAPP in 10 mM Acetat-Puffer
(pH 5,5) bei 10 °C zeigt in den ersten 100 Stuneiee langsame Kinetik typisch fur
eine Nukleationsphase. Dieser folgt eine langsanporeentielle Wachstumsphase.
Nach ungefahr 400 Stunden scheint die Bildung dbrillEn abgeschlossen zu sein
(Abb. 3.37).
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Abb. 3.37: Zeitabhéngige fluoreszenzspektroskopistbssung von 100 uM IAPP mit 50 UM ThT in
10 mM Natriumactetatpuffer (pH 5,5) bei 10 °C. Blaoreszenzintensitat wurde auf den
hdchsten Wert (nach 400 h) normiert.

Die langsame Kinetik der Aggregation erleichter¢ dinalyse der unterschiedlichen
hIAPP-Aggregations-Stadien zu unterschiedlichertptimkten. Um die Zytotoxizitat
der unterschiedlichen hlIAPP-Aggregationsspeziesrtarsuchen, wurden Proben nach
0, 7, 25, 50, 100, 150, 250, 504 und 672 Stunderh n8eginn des
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Aggregationsprozesses entnommen. Zusatzlich wuadeh zu den Zeitpunkten 0, 100
und 150 Stunden Proben der Aggregationsspeziesl@onuM rlIAPP entnommen,

welches zuvor wie das hlIAPP behandelt wurde.

Die Zytotoxizitat der entnommen Proben wurde milféHdes WST-1-Tests an der
Zelllinie aus dem Pankreas der Ratte INS-1E gdtedteAbb. 3.38 und Abb. 3.39 ist
deutlich zu erkennen, dass die toxische Wirkung HBAPP von der Dauer der
Aggregatbildung abhangt. Der Vergleich mit der THUereszenz zeigt einen
deutlichen Zusammenhang zwischen dag-Phase der ThT-Fluoreszenzintensitat und
der gemessenen Zytotoxizitat der in dem ZeitrauriQ@ Stunden) entnommenen
Aggregatspezies. Bis 100 Stunden zeigt hIAPP iber &onzentration von 10 pM eine
Zellviabilitat von nur 3,5 bis 10 % (Abb. 3.38) ubdi 20 uM eine Uberlebensrate der
Zellen im Bereich von 1-2 % (Abb. 3.39).
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Abb. 3.38: Uberlebensrate der pankreatischerelllinie INS-1E nach 24-stiindiger Inkubation ahén
isolierten IAPP-Aggregatspezies (10 uM) von hlIARR) (und rlAPP (griin), quantifiziert
durch einen WST-1-Zellviabilitatsassay.
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Mit fortschreitender Zeit nimmt die ThT-Fluoreszemnensitat zu, was auf eine
zunehmende Bildung amyloider Fibrillen schlieBessta Dies geht einher mit einer
drastischen Abnahme der Zytotoxizitat der isoliergggregatspezies. Wahrend der
exponentiellen Wachstumsphase (150-250 Stundenjdbedie Zellviabilitdt 80-85 %
far 10 uM und fur 20 uM hlIAPP 50-60 %. Nach eidgggregationszeit von 3 bis 4
Wochen betragt die Uberlebensrate der Zellen uhgefa % fiir 10 pM und 75-80 %
fur 20 uM des hIAPP. Zusatzlich ist eine konzemregabhéngige Wirkung der
Aggregatspezies hinsichtlich ihrer Zytotoxizitatlkreobachten,

Des Weiteren wurde die Zytotoxizitat des rIAPP wueht. In Abb. 3.38 und Abb. 3.39
ist deutlich zu erkennen, dass sowohl fir eine kotation von 10 uM als auch fur 20

UM kein zytotoxischer Effekt innerhalb der ersté&® BStunden zu verzeichnen ist.
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Abb. 3.39: Uberlebensrate der pankreatischerelllinie INS-1E nach 24-stiindiger Inkubation ahén

isolierten IAPP-Aggregatspezies (20 uM) von hlIARR) (und rlAPP (griin), quantifiziert
durch einen WST-1-Zellviabilitatsassay.
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3.1.2.1.1 Diskussion

Die Analyse der verschiedenen isolierten hIAPP-#sewurde in dieser Studie mit
Hilfe eines Zytotoxizitats-Tests und der Messung dénT-Fluoreszenzintensitét
durchgefuhrt. Die erhaltenen Daten belegen die Vi&ung, dass es sich bei der
toxischen Spezies des hIAPP um Oligomere und rdahtvollstandig ausgebildeten
Fibrilen handelt, da diese die niedrigste Ubenetrate der INS-1E Zellen bei
Durchfihrung des WST-1 Tests aufzeigten. Die Molpgie der isolierten hIAPP-
Spezies wurde zudem mit AFM charakterisiert, was Hipothese der toxischen
Oligomere bestatigte. Die vollstandig ausgebildetéhPP-Fibrillen wiesen hingegen
nur eine geringe Zytotoxizitat auf und scheinen weniger reaktive Spezies zu sein.
Diese sind wahrscheinlich bereits durch intermadl@leuWechselwirkungen stabilisiert.
Durch ihr groReres Ausmald im Vergleich zur monomeéferm des Peptids ist es den
ausgebildeten Fibrillen immer noch moéglich, mechkenén Stress auf die Zellmembran
auszuuben, was somit zu Stérungen der Barrieramkiihren kann. Dies kénnte flr
die schwache Toxizitat, die bei den voll ausgelddeFibrillen zu beobachten ist,
verantwortlich sein, welche fir 10 uM bei ca. 10u®d fur 20 uM bei ungeféahr 25 %
liegt. Als Kontrolle wurde rlIAPP verwendet, welshenter den gleichen Bedingungen
in den ersten 150 Stunden im Gegensatz zum hlAR# kexische Wirkung auf die
Zellen hat. Neuere, nicht verdffentlichte Unterawaden zeigen jedoch einen leichten
anfanglichen toxischen Effekt des rIAPP bei einenkentration von 20 uM. Dies kann
durch eine mogliche negative Beeinflussung des irherEthuss vorliegenden
zelleigenen Peptids auf den Stoffwechsel der Zalkdart werden. Die Identifizierung
und Charakterisierung der zytotoxischen Speziesvast grof3er Bedeutung flir die
Erforschung der amyloid-bezogenen Krankheiten. Ritklarung des Zusammenhangs
zwischen Peptidwechselwirkung und Zytotoxizitat hktn die Grundlage fiur die

Entwicklung anti-amyloider bzw. anti-fibrillenbildéer Inhibitoren sein.
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3.1.2.2 Resveratrol als Inhibitor der hIAPP-Zytotoxizitat

Zur Untersuchung der Inhibierung der zytotoxischgitkung des hIAPP wurde die
niedermolekulare Verbindung Resveratrol verwenBétser natirliche vorkommende
Inhibitor gehort zur Gruppe der Polyphenole undvist allem in roten Weintrauben
enthalten. Er zeigte bereits in zuvor durchgefiih&éudien eine inhibierende Wirkung
beziglich der Zytotoxizitat des A[95]. Zusétzlich wurde bereits im vitro Studien
gezeigt, dass Resveratrol ein starker Inhibitoraseyloiden IAPP-Fibrillenbildung sein
koénnte [167].

100~

% Zellviabilitat der INS-1E Zellen

hlIAPP hlIAPP+Resveratrol Resveratrol

Abb. 3.40: Uberlebensrate der pankreatischerelllinie (INS-1E) nach Behandlung mit 10 pM
hlIAPP(rot), 10 uM hIAPP und 10 uM Resveratrol (gritnd 10 uM Resveratrol (tirkis).

In Kontrollexperimenten wurde beobachtet, dass aitenige Inkubation der Zellen
mit 10 pM hIAPP nach 24 Stunden zu einer Uberlskar der Zellen von 60 % fiihrt.
Eine gleichzeitige Behandlung der Zellen mit jeweilO puM hIAPP und der
Inhibitorsubstanz fuhrte hingegen zu einer Zelliligdt von 90 %. Resveratrol an sich
weist in den hier durchgeftihrten Versuchen fastdkeiytotoxische Wirkung auf (Abb.
3.40). Die Ergebnisse diesar vivo-Analyse zeigen, dass Resveratrol ein geeigneter
Inhibitor der zytotoxischen Wirkung des hIAPP skimnte.
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3.1.2.2.1 Diskussion

Die Inhibierung der Bildung von oligomeren und fildren Spezies wahrend der
Amyloidformierung ist eine wichtige Fragestellungufa dem Gebiet der
amyloidbezogenen Krankheiten. Zuvor wurde bereit®e esynthetisch hergestellte
Substanz namens Phenolsulfonphthalein aufgruncersainti-amyloiden Wirkung als
potentieller Inhibitor beziglich der IAPP-Fibrilleildung angesehen [168]. Aufgrund
der zytotoxischen Eigenschaften der synthetisclgydstellten Wirkstoffe sind jedoch
weitere Untersuchungen und Optimierungen notwenb@yor diese als potentielles
Medikament in Betracht gezogen werden kénnen. Netiiwvorkommende Polyphenole
haben dagegen den Vorteil, dass sie eine nur s&ingg toxische Wirkung auf die
Zellen haben und zudem eine hohe Biokompatibiditidtveisen. Die charakteristischen
Eigenschaften von nattrlich vorkommenden Polypremelurden bereits weitreichend
hinischtlich ihrer inhibierenden Wirkung fur Asowie auch fir andere amyloid-
bezogene Krankheiten untersucht. So wurde fur dagpRenol Epigallochatechingallat
(EGCG) eine inhibierende Wirkung fur Aund -Synuklein nachgewiesen, in dem es
die Bildung von Oligomeren férdert, aus denen keimg/loiden Fibrillen mehr gebildet
werden konnen [169]. Auch fir Resveratrol wurde elisr eine Aufhebung der
zytotoxischen Wirkung des A25-35) und dessen Fibrillenbildung beobachtet 94,
171].

In der hier durchgefuhrten Studie wurde die inhiele Wirkung von Resveratrol
hinsichtlich der Amyloidbildung des humanen IAPPtassucht. Die hier erhaltenen
Ergebnisse zeigen, dass durch seine Zugabe ditoxigche Wirkung des hlIAPP fast
aufgehoben werden kann und es selbst kaum einsctexiWirkung auf die Zellen hat.
Es wird angenommen, dass Polyphenole ihre WirkwnrghdWechselwirkung mit den
hydrophoben Taschen, die sich bei der Bildung deraden Fibrillen bilden, austben.
Weiterhin wurde berichtet, dass diese Art von litbilen nicht mit den monomeren
Formen der amyloidogenen Peptide/Proteine interagisondern eher mit den
préafibrillaren Strukturen wechselwirkt [91, 93]. d3i wurde auch anhand von AFM-
Aufnahmen gezeigt, in denen nur kleine spharischrek&iren nach Zugabe von
Resveratrol  detektiert ~wurden  [167]. Zudem  zeigterabgeschwachte
totalreflexionsinfrarotspektroskopische- (ATR-FTIR)67], Rontgen-Reflexions-[172]
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und Fluoreszenzmikroskopie- [173] Studien ebenfeltse inhibierende Wirkung des
Resveratrols hinsichtlich der Fibrillenbildung dB$APP. In einer friheren Studie

wurde zudem von einer anti-oxidantischen Wirkung Besveratrols berichtet [171].

Niedermolekulare Substanzen wie Resveratrol besiaggrund ihrer inhibierenden
Wirkung und hohen Biokompatibilitat ein groBes Ipatal flur die
Wirkstoffentwicklung zur Behandlung von Diabeteslhtas Typ Il.

3.1.3 Isolation der Plasmamembran aus INS-1E-Zellen

Bisher ist noch sehr wenig Uber die Zusammensetdeng?lasmamembranen von
Zellen im Pankreas bekannt. Fir ein besseres Vst der Interaktion von hlIAPP
mit der Membran ware dies von grofR3er Bedeutungradie kénnten neue Erkenntnisse
sowohl zur anfanglichen Wechselwirkung als auch ddéWechanismus der
Fibrillenbildung unter physiologischen Bedingunggewonnen werden. Aus diesem
Grund wurde die Plasmamembran der INS-1E-ZellelersoZur Isolierung wurde das
~Qproteome Plasma Membrane Protein Kit* von Qiagerwendet. Dieses Kit wurde
bereits erfolgreich bei HelLa- [140] und HUVEC [1424llen angewendet. Nach
Gefriertrocknung der aus den INS-1E Zellen erhafteRrobe wurden als Resultat ca.
170 mg Isolat enthalten, welches sich aus LipidBmpteinen und Puffersalzen
zusammensetzt. Der mit dem Bradford-Test bestimnReoteingehalt betrug
7,15 pg/mL.
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Abb. 3.41: Bis-Tris-Gel der jeweiligen Fraktioneach den einzelnen Waschschritten: 1.: Marker,
2.: Zelllysat, 3.: Uberstand nach Bindung an magguoéte Kiigelchen, 4.+5.: erste und zweite
Lyse, 6.+7.: erster und zweiter Waschdurchgang?8.endglltige vereinigte
Plasmamembran-Fraktionen (10 und 20 pL).

Die Reinheit des Isolats wurde mit einem Bis-TristGund anschlieRender
Silberfarbung bestimmt. Hierbei sollten sich in dendgultig vereinigten

Plasmamembran-Fraktion hauptséchlich hochgewiclRiggeine, wie Cadherine oder
auch die Na/K-ATPase, welche ein Molekulargewicbh wa. 100 kDa und hoher
aufweisen, befinden. Eine Bande bei 50 kDa wirde déds Vorkommen von

Calreticulin, einem Protein aus dem endoplasmagisdRetikulum sprechen. Proteine
aus dem Zytosol wie GAPDH, aus dem Golgi-Apparae V\BS28 oder aus dem
Mitochondrium wie TIM23 sollten entsprechend Banden 26 kDa, 29 kDa und 22
kDa aufweisen. In dem hier gezeigten Gel sind im filgalen Fraktionen hauptséchlich
Proteine mit einem Molekulargewicht hdher als 10@kind eine Bande bei 25 kDa zu

finden.

3.1.3.1 Diskussion

Bei den hier durchgefiihrten Experimenten handeli&s um die ersten Versuche der
Isolation der Plasmamembran aus INS-1E Zellen. [Exgebnisse zeigen, dass der
Reinheitsgrad der gereinigten Isolate bei ~ 70 %egen scheint. Es sind auf dem Gel
fast nur Proteinbanden oberhalb von 100 kDa zuefindvas fir die Pradsenz von

Plasmamembranproteinen spricht. Die zusatzliched8abei 25 kDa kbénnte dem
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zytosolischen Protein  GAPDH entsprechen. Zur gemsue Analyse der
Lipidzusammensetzung werden die Proben mit Hilfer déassenspektroskopie

charakterisiert.

Sollte dies erfolgreich sein, kbnnen die so istdierPlasmamembranen fir weitere
IAPP-Studien mit z.B. ATR-FTIR oder auch FCS verdenwerden. Zudem kdénnen
durch die Angabe der Lipidzusammensetzung weitakddren, die fur die Interaktion

des IAPP mit der Membran von Bedeutung sind, gefangderden.
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3.2  Wechselwirkungen der Ras-Isoformen mit Membranen

3.2.1 Ladungsabhangiges Bindungsverhalten von H-Ras und{Ras4B an
Membranen (SPR)

In der hier durchgefihrten Studie wurde das Binduaghalten von H-Ras und K-
Ras4B an Membranen mit unterschiedlichen Anteilegativer Ladung mit Hilfe der
SPR untersucht. K-Ras4B besitzt in seiner HVR &ablysinsequenz, die sich in der
Néhe des Farnesylrests befindet und daher wahrdichean der Wechselwirkung mit
der Membran beteiligt ist. Aus diesem Grund wurde@PC-Membranen mit
unterschiedlichen negativen Ladungsanteilen (Ou2@ 40 % POPS) angefertigt. Es
standen mehrere Modifikationen des K-Ras4B Proteuns Verfligung. Zum einen
wurde eine am Serin 181 phosphorylierte Version Eesteins (pKRas) untersucht.
Diese Modifikation ist dafur bekannt, fur die Digstion und Translokation des
Proteins von der Plasmamembran verantwortlich zo Ee21]. Zudem wurden der
Austausch von Serin 181 mit Glutaminsaure (K-Ra81%&] eine Analogon zum pK-
Ras), die Entfernung der Carboxymethylierung ame@yinus (K-Ras-OH), nicht-
farnesyliertes K-Ras und ein einfach farnesylieHeRas untersucht (Abb. 1.16). Alle
untersuchten Proteine befinden sich im GDP-gebuwmetustand. Diese wurden im
Rahmen einer Zusammenarbeit von Dr. Sebastian K@ Waldmann (MPI,
Dortmund)) zur Verfligung gestellt. Bei Betrachtuley erhaltenen Sensorgramme, z.B.
fur die natirliche Form des K-Ras4B (Abb. 3.42)irdwdeutlich, dass die Bindung des
K-Ras4B an die Membran ladungsabhéngig ist. Miteigsinder Konzentration an
negativ geladenem POPS ist ein Anstieg des Assoasagignals zu beobachten.
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Abb. 3.42: SPR-Sensorgramme von K-Ras4B an PQRY; ROPS mit 20 % POPS (griin) und POPC
mit 40 % POPS (blau).

Die Auswertung der Assoziationsphase der erhalteBieadungs-Sensorgramme der
genannten K- und H-Ras Proteine an die untersabiedeladenen Membranen erfolgte
mit Hilfe linearer Regression, um relative Aussagéber den anfanglichen
Integrierungsprozess des Proteins in die Membrarchera zu konnen. Die
Anfangsphase der Dissoziation wurde an eine biesipielle Funktion (2.9) angepasst.
Bei der Anpassung der gesamten Dissoziationskurvére weventuell ein
triexponentielles Modell geeigneter gewesen. Uer &ffekte, wie Rickbindung, auf
die intrinsischen kinetischen Parameter der Disgmai zu verringern, wurde nur die
anfangliche Phase der Dissoziation angepasst, wasimam biexponentiellen Modell
gut mdglich war. Die zwei unterschiedlichen Disstinnsphasen lassen sich z.B. mit
zwei unterschiedlichen Bindungsprozessen, zum eioech den Farnesylrest und zum
anderen durch elektrostatische Wechselwirkungen Melylysinsequenz mit der
Membran, erklaren. Zur besseren Vergleichbarkeitugebnisse wurde aus den beiden
Dissoziationsratemks 1 und ke 2 eine mittlere Dissoziationsgeschwindigkeitskonstant
kgiss Nach Gleichung (2.10) berechnet. Alle ausgewartétenstanten geben hierbei
relative Werte wieder, lassen aber einen sinnvollergleich der Bindungsverhaltnisse
der verschiedenen Proteine an die verwendeten Merabruntereinander zu. In Abb.
3.43 sind die Ergebnisse der Assoziations- (A) tnskoziationsdaten (B) grafisch
dargestellt.
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Abb. 3.43: SPR-Messungen der Bindung der H-undaK-+Proteine (K-Ras4B, pK-Ras, K-Ras S181E,
K-Ras-OH und einfach farnesyliertes H-Ras) an Memén unterschiedlicher Ladungsdichte
(POPC (rot), POPC/POPS (4:1) (griin) und POPC/POBZ)(blau)).

Die Auswertung der Anfangssteigung (Abb. 3.43 Agstéerkennen, dass alle Proteine
mit zunehmender negativer Ladung in der Membrar d&ieschleunigte Bindung an
diese aufweisen. Vor allem die nicht weiter modifite Form des K-Ras4B zeigt eine
deutliche Ladungsabhangigkeit bei der Bindung a\embran. Bei den Proteinen K-
Ras S181E und H-Ras ist diese ebenfalls deutlidrkennen. Das phosphorylierte pK-
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Ras und K-Ras-OH weisen hingegen innerhalb desFehlr einen geringen Einfluss
der erhdohten negativen Ladung der Membran auf diéngliche Assoziation auf.
Zudem sind die Werte der anfanglichen Assoziati@ngsng des K-Ras-OH allgemein

niedriger als die der anderen untersuchten K- wiibl Proteine.

Die Dissoziation der Proteine von der Membran viediéh hinsichtlich ihrer Werte fir

kyiss €Ntgegengesetzt. Auch die Dissoziation des nahiéti K-Ras4B von der

Membran scheint ladungsabhangig zu sein. Es weiseimem kg, von 0,4 & die

hochste Dissoziationsrate der untersuchten K-RateiRe auf. Mit steigender Ladung
sinken die Werte weiter auf 0,16 $iir 20 %igen und 0,07”sfiir 40 %igen POPS-
Gehalt, wobei es sich bei letzterem System um das der langsamsten

Membranbindungskinetik aller untersuchten K-Rasi8ga handelt. Die am Serin 181
phosphorylierte Form des K-Ras4B, pKRas, weist ipg@hsatz hierzu steigenélg,.-
Werte mit zunehmender Ladungsdichte der Membran\&ui reinen zwitterionischen
POPC-Membranen dissoziiert pK-Ras am langsamsteaingn ky-Wert im Bereich
von 0,1 &. Eine Erhdhung der negativen Ladungsdichte fiierblei zu einem Anstieg
der durchschnittlichen Dissoziationsrate bis zud},3vas auf eine Destabilisierung der
Bindung schliel3en lasst. Das Phosphat-Analogon £&al181E weist hingegen keine
eindeutige ladungsabhangige Tendenz auf. Es zeigbld bei zwitterionischen als
auch bei einem Anteil negativer Ladung von 2k%a.-Werte im Bereich von 0,81,

welche bei einem Gehalt von 40 % POPS auf 0;18isken. Die durchschnittlichen
Dissoziationsraten des K-Ras OH, dem die Carboxyptietung am C-Terminus fehilt,

weisen innerhalb des Fehlers ebenso keine eindeatif oder absteigende Tendenz
auf und zeigenkys-Werte im Bereich von 0,25"s Nicht-farnesyliertes K-Ras4B

zeigte bei allen verwendeten Membranen eine vielhgere Signalstarke und damit
Affinitat (nicht gezeigt). Die Auswertung der Diggation des einfach farnesylierten H-
Ras Proteins zeigt wie K-Ras4B sinkenkig,.-Werte mit steigender Ladungsdichte.

Diese beginnen fiir zwitterionische Membranen beist,und fallen dann auf 0,32's

bei einem Ladungsanteil von 40 %.
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3.2.1.1 Diskussion

Die Untersuchung der Bindungseigenschaften von B4Raund der verschiedenen
Analoga als auch von einfach-farnesyliertem H-Raggyen deutliche Unterschiede
bezuglich der Assoziations- bzw. Dissoziationskinah Membranen unterschiedlicher
Ladungsstarke auf. Die natirliche Form des K-Ras4Bt mit zunehmender negativer
Ladungsstarke in der Membran eine ansteigende Astswrisrate und eine sinkende
Dissoziationsrate auf. Die phosphorylierte Form, -R&s, zeigt hingegen eine
ansteigende Dissoziationsrate mit zunehmender lgstlichte. Die Membranbindung
scheint also durch Modifizierung des Serin 181 dwion Phosphat erheblich beeinflusst
zu werden. Die beobachtete lineare Abhangigkeit Berdungsaffinitat von der
Ladungsdichte der Membran spricht gegen vorherigddpeptid-Messungen, die von
einem eher exponentiellen Verhalten berichten [17&]. Dies lasst darauf schlie3en,
dass sich das Bindungsverhalten des Peptids vonddsmolistdndigen Proteins durch
zusatzliche Wechselwirkungen des Proteinkorpus o Membran erheblich
unterscheidet. Zuvor wurde berichtet, dass sichas-B181E, bei dem Serin 181 gegen
eine Glutaminsdure ausgetauscht worden ist, wigohdasphorylierte pK-Ras verhalten
sollte und somit ein leichter zu synthetisierendesalogon darstellt [121]. Bei
Betrachtung seines Bindungsprofils an die Membraoaterschiedlicher negativer
Ladungsdichte und dem Vergleich mit pK-Ras falit, @ass das Dissoziationsverhalten
wie zwischen dem des K-Ras4B und pK-Ras liegt. idimich ihrer Assoziationsstéarke
konnte man aber innerhalb des Fehlers darauf fdniedass sich pK-Ras und K-Ras
S181E in ihrer Membranwechselwirkung &ahneln. Das tensghiedliche
Dissoziationsverhalten konnte auf die unterschibein pk-Werte des Phosphats und
der Sauregruppe der Glutaminsaure zurickzufuhren ketztere liegt bei dem hier
verwendeten pH von 7,4 nicht so stark dissoziiertwie die Phosphatgruppe und zeigt
dementsprechend weniger negative Ladungen, didlzsio3ung von ebenfalls negativ
geladenen Membranen fihren. Aus diesem Grund kaisndan hier vorliegenden
Ergebnissen geschlossen werden, dass das K-Rag &&Bi geeignetes Analogon fur

pK-Ras ist.

Bezlglich des K-Ras OH wurden im Vergleich zum titiodifizierten K-Ras4B
hohere Dissoziationsraten und niedrigere Assoziataten beobachtet. Dies belegt die
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Wichtigkeit der C-terminalen Methylierung fur eingtabile Membranassoziation.

Erstaunlich ist zudem, dass die Lage der Carboasaur C-Terminus die Bindung an

die Membran mehr beeinflusst als die eingefuhrig&hinsaure in K-Ras S181E. Dies
lasst sich vermutlich auf die bessere Zuganglidhdkei Carbonsaure zurtckfuhren, was
zu einem vermehrten Einfluss der negativen Ladiihg f Uber den abstoRenden Effekt
der C-terminalen Carbonséure wurde bereits in fieih&tudien mit ein- und zweifach

lipidierten Peptiden berichtet [176, 177].

Das untersuchte einfach-farnesylierte H-Ras wiesbhéngig von der Ladungsdichte
der Membran sehr hohe Dissoziationsraten auf. Degt, dass eine einfache
Farnesylierung allein nicht fur eine stabile Intggn in die Membran ausreicht. Dies
wurde auch fur das einfach-farnesylierte N-Ras hebtet (siehe 3.2.3). Die
polybasische Sequenz des K-Ras4B scheint also a@reblichen Einfluss auf die
Stabilitat der Bindung an die Membran zu haben,avdiies wahrscheinlich aber nur in
Kombination mit einem zusétzlichen Lipid-Membranangjilt.

Zuvor wurde bereits von einem diffusionsgetrieberbaktrostatischen Modell fir die
Bindung des K-Ras4B an die Membran berichtet [1Di¢ses Verhalten kann durch
die hier erhaltenen Ergebnisse jedoch nicht bgstéterden. Dies bedeutet, dass die
Bindung von K-Ras4B an die Membran wahrscheinliginkpassiver Transport ist,
sondern eher aktiv gerichtet erfolgt. So kbnnteaas, dass die Verteilung des K-Ras4B
Uber verschiedene Endomembranen, wie z.B. die ddspéasmatischen Retikulums,
und anschlie3end Uber Delokalisierung durch Tramgpmeine wie PDE- erfolgt.
Dieses Transportprotein besitzt im Vergleich zualadenen Membranen eine hdhere
Affinitat, jedoch eine niedrigere im Vergleich zelgdenen Membranen. Aus diesem
Grund kénnte es an der Extraktion aus der kaum P&fE&ltenden Endomembran des
endoplasmatischen Retikulums und dem Transporgeladenen Plasmamembran, die

iIm Gegensatz zum ER mehr POPS enthélt, beteiligt se

Von den hier berichteten Daten wurde der Anteiliagpezifischer Bindung noch nicht
subtrahiert, da fur die Referenzmessungen nichtr mehigend Protein zur Verfigung
stand. Da die Oberflache des L1-Chips nicht komphet Vesikeln bedeckt war (mind.
75 % Lipidbedeckung), konnte es sein, dass das remersuchende Protein auch
unspezifisch an die Chipoberflache bindet. Diesstdbe# aus Alkyketten, die an eine



93

Dextranschicht gebunden sind [147]. Es befindeh aiso ahnliche Eigenschaften auf
dem reinen Chip wie in der untersuchten Membrarsagalich ist die Lipidbedeckung
der drei untersuchten Membranen sehr ahnlich, se de hier erhaltenen Ergebnisse
nicht durch eine zunehmende unspezifische Binduktiré werden kdnnen. Somit
dirfte die Subtraktion dieser Wechselwirkungen v@esamtsignal keine Anderung der
hier erhaltenen relativen Ergebnisse ergeben.

3.2.2 Adsorptionsverhalten und Orientierung von N-Ras arLipidgrenzflachen
(IRRAS)

Die hier beschriebenen IRRAS-Messungen des N-RagFdra (GDP) wurden
hinsichtlich einer Vergleichsstudie mit den bereitstersuchten Proteinen N-Ras
HD/HD (GDP) und N-Ras HD/Far (GDP) durchgefuhrt TL2Aus diesem Grund
wurde die Adsorption des Proteins ebenfalls arPd2PC/BSM/Chol (50:25:25 mol%)-
als auch an der Lufti®-Grenzflache vermessen. Zudem wurde der Einflussr @n
das Protein gekoppelten Fluoreszenzmarkierung (BelEL) untersucht, welche sich
zum einen am Protein, zum anderen am Peptid, deR,Héfindet. Sobald sich ein
Gleichgewicht eingestellt hatte, wurden sowohl paitls auch mit s-polarisiertem Licht
winkelanhangige Spektren zu Ermittlung der Orientig des Proteins an der
Grenzflache aufgenommen. Dieses Projekt wurde irsadumenarbeit mit der
Arbeitsgruppe Blume (Martin-Luther-Universitat, HgSaale) durchgefihrt.

Zunachst wurde die Adsorption von N-Ras Far/Far iormalen und markierten
Zustand an der Luft-ED-Grenzflache gemessen. Wie man in Abb. 3.44 Arerée
kann, gibt es kaum einen Unterschied zwischen deinfarianten des N-Ras bezulglich
der Oberflachenisotherme an der LuficBGrenzflache. Alle Proteine weisen einen
ahnlichen exponentiellen Verlauf hinsichtlich debe@lachendrucks auf und haben
nach ungefahr sechs Stunden einen Gleichgewichtmidiei ~22 mN/m erreicht. Die
Amid-l Bande der aufgenommenen IRRA-Spektren weiseingegen leichte
Unterschiede hinsichtlich ihrer Intensitat und Lage (Abb. 3.44 B). Die Amid-I
Bande im Gleichgewichtszustand des unmarkiertetePioweist seine Hauptbande bei

1639 cnt* auf, wohingegen diese Bande bei dem am Peptidiensek Protein in zwei



94

Banden bei 1648 cthund 1636 crif mit einer Schulter bei 1620 chaufgeteilt ist. Die
Hauptbande des am Proteinkern markierten N-Ras kiey 1624 crit. Die héchste
Intensitat weist das unmarkierte N-Ras Far/Far Zugatzlich wurde die Adsorption
der drei Proteine an einer POPC/BSM/Chol (2:1:18r@flache bei einem anfanglichen
Oberflachendruck von 10 mN/m gemessen. Die Lipidisg weist bei
Raumtemperatur eine Koexistenz von flissig-geostnemnd flissig-ungeordneter
Phase auf [20]. In Abb. 3.44 C und D sind die emtsipenden Oberflachendruckprofile
und IRRA-Spektren dargestellt. Die Oberflachenisatien geben ein ahnliches
Verhalten des unmarkierten Proteins im Vergleicmzam Peptid-markierten wieder.
Beide Proteine zeigen einen &hnlichen exponentielferlauf und erreichen nach
ungefahr finf Stunden den Gleichgewichtszustand-&b-27 mN/m. Das am Protein
markierte N-Ras Far/Far hingegen weist zwar auctereiahnlichen anfanglichen
exponentiellen Anstieg auf, erreicht seinen Glesatightszustand allerdings erst nach
ungefahr zwolf Stunden bei einem hodheren Oberfldaghek (~30 mN/m) im
Vergleich zu den beiden anderen Proteine. Wie archder Luft-DO-Grenzflache
weisen die Amid-l1 Banden bei Adsorption an die P@BEBA/Chol-Grenzflache leichte
Unterschiede auf. Das unmarkierte Protein zeige eitautbande bei 1640 €m
wohingegen das am Peptid markierte Protein zweipHeanden, bei 1636 ¢mund
1648 cni, mit einer Schulter bei 1621 Enaufweist. Das Protein-markierte N-Ras
Far/Far zeigt zwei Hauptbanden, bei 1648'annd 1636 crif, mit einer Schulter bei
1621 cnt. Hierbei zeigt die Amid-Bande des unmarkiertent&ins erneut die héchste

Intensitat.
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Abb. 3.44: Oberflachenisotherme und IRRA-SpektoenN-Ras Far/Far im unmarkierten (schwarz), am
Peptid-markierten (rot) und am Proteinkern markégrt(grin) Zustand an der Luft,D-
Grenzflache (A und B) als auch an der POPC/BSM/B@125:25)-Grenzflache (C und D)

Mit antang 10 MN/m. Alle Spektren wurden mit s-polarisiertgoit bei einem Einfallswinkel
von 40° aufgenommen.

Um Aussagen Uber die Orientierung des Protein arGdenzflache treffen zu kdnnen,
wurden nach Einstellung des Gleichgewichts winkedalgige Messungen sowohl mit
p- als auch mit s-polarisiertem Licht durchgefulmtAbb. 3.45 sind die resultierenden
Amid-Banden der IRRA-Spektren flr unmarkiertes NsHz@ar/Far an der Luft-f»-
Grenzflache als auch an der POPC/BSM/Chol-Grenelstdargestellt. Beim Vergleich
der beiden Grenzflachen ist deutlich zu sehen, desSpektren fast identisch sind. Es
gibt also keinen deutlichen Unterschied bezugligm @rientierung an den beiden
Grenzflachen. Zur Bestimmung der Orientierung destdihs an der Grenzschicht
mussen die aufgenommenen Spektren mit simulierterglieghen werden. Die
Simulation der Daten wurden bereits von AndreastiKéMartin-Luther-Universitéat

Halle-Wittenberg) zur Evaluierung der Orientierungen N-Ras HD/Far und N-Ras
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HD/HD durchgefuhrt [127] und koénnen somit auch fiie hier durchgefihrten
Messungen des N-Ras Far/Far verwendet werden.

Abb. 3.45: p- und s-polarisierte IRRA-Spektren Métas Far/Far ohne Markierung an der Luftd
Grenzflache (A und B entsprechend) als auch arP@?C/BSM/Chol (2:1:1)-Grenzflache (C
und D entsprechend).

In Abb. 3.46 sind die fir die Simulationen angena@nn®rientierungen an der Luft-

D,O-Grenzflache dargestellt. Bei Vergleich der expentellen Daten mit den

simulierten kann auf Orientierung B oder C gesa#aswverden. Die simulierten Amid-

Banden weisen bei diesen Orientierungen einen kah@rientierung B) bzw. einen

gleichwertigen (Orientierung C)Helix-Anteil (1650 cn) im Vergleich zur Bande des

-Faltblatts (1620 cf) auf. Dies ist im Einklang mit der hier gemessehiamptbande
von 1640 crit.
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Abb. 3.46: Entsprechend den Simulationen angenam®eentierungen (A bis C) eines Ras-Proteins
der Einheitszelle (PDB: 121p)[178] relativ zur Naafan der Luft-RO-Grenzflache. Die
hydrophoben und hydrophilen Abschnitte des Protsimd entsprechend rot und blau
dargestellt (modifiziert nach [127]).

3.2.2.1 Diskussion

In der hier durchgefuhrten Studie wurde das Adsomgt bzw. Insertierungsverhalten
und die Orientierung von N-Ras Far/Far (GDP) anldi#-D,0O- Grenzflache und an
eine POPC/BSM/Chol (2:1:1)-Grenzschicht mit HilferdRRAS-Technik untersucht.
Zusatzlich wurde der Einfluss eines extrinsischelnofeszenzmarkers auf die

Adsorption und Orientierung analysiert.

Bei der letzteren Untersuchung handelt es sich emchiedene Lokalisierungen der
Fluoreszenzmarkierung am Protein. Zum einen wuedeRtotein an der HVR, also am
C-terminalen Ende des Peptids markiert und zum randenspezifisch Uber die
Bindung des Markers an auf der Oberflache des iRkaten zuganglichen Lysine. Der
Vergleich zeigt, dass das am Peptid markierte Prai@ ehesten den Eigenschaften des
nicht-markierten Proteins an den untersuchten Gléaten dhnelt. Sowohl an der Luft-
D,O-Grenzflache, als auch an der POPC/BSM/Chol-Glécizé¢ ist ein &hnliches
Verhalten zu beobachten. Beide weisen in der Gihéindruck/Zeit-Isotherme ein fast
exponentielles Adsorptionsverhalten auf und endgreimnem &hnlichen Enddruck von
~ 22 mN/m beziglich der Luftd®-Grenzfflache, bzw. bei ~ 25-27 mN/m hinsichtlich
der POPC/BSM/Chol-Grenzschicht (Abb. 3.44 A und @3s Oberflachendruckprofil
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des Peptid-markierte Proteins weist hingegen ki@laeaus in der Isotherme auf, die
fur eine Umlagerung des Proteins sprechen konnterch die Lage der Amid I-Bande
in den IRRA-Spektren der zwei Proteine ist bei beidintersuchten Grenzflachen
ahnlich, wobei sie bei dem am Peptid-markiertentdmobesser aufgelost ist als bei
dem nicht-markierten N-Ras Far/Far (Abb. 3.44 B dDas am Protein markierte N-
Ras Far/Far weist zwar an der LufiGrenzflache ein ahnliches exponentielles
Adsorptionsverhalten auf, die Hauptbande der AmRhihde ist jedoch zu 1624 &m
verschoben. An der POPC/BSM/Chol-Grenzschicht Jerbsi sich umgekehrt. Hier
unterscheidet sich das Adsorptionsverhalten degeiproarkierten N-Ras Far/Far
deutlich von den beiden anderen Proteinen, wohimgetie Amid I-Bande sich zwar
deutlich in ihrer Intensitat, aber nicht in ihraruktur unterscheidet. Der Unterschied in
der Intensitat kann durch die Diffusion des Praemden Referenztrog erklart werden,
die bei hier nicht gezeigten winkelabhéngigen spsilerten Messungen detektiert
wurde. Diese zeigte entgegen den Erwartungen pedttanden. Es wurden zusatzlich
auch Messungen bei einem Anfangsdruck von 30 mN/mahgjefiihrt (nicht gezeigt),
aber auch hier wurde nach Einstellung des Gleicidesvbeobachtet, dass das Protein
in den Referenztrog diffundiert war. In anderendi&no wurde bereits von einem
Einfluss der Fluoreszenzmarkierung auf das Adswomgtierhalten von Proteinen
berichtet. Dieser sei aber konzentrationsabhangidy daher bei niedrigen Mengen
kaum beobachtbar [179]. Es ist mdglich, dass Maukigen am Protein einen Einfluss
auf die Tertiarstruktur, und somit auf die Lage déibergangsdipolmomente der

Sekundarstruktur haben.

Somit kann aus dem Vergleich der unterschiedlichhkreeten Proteine geschlossen
werden, dass sich das an der HVR markierte Praraiehesten wie das nicht-markierte
N-Ras Far/Far verhdalt. Es sind aber noch weiterlysea, z.B. mit AFM oder ATR-
FTIR notwendig, um endgultige Aussagen Uber den fliEgs der

Fluoreszenzmarkierung treffen zu kbénnen.
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Abb. 3.47: Vergleich von N-Ras Far/Far (200 nMh{sarz) mit HD/Far (rot) und HD/HD (grtin) im
GDP-gebundenen Zustand [127]. Alle Spektren wurdeGleichgewichtszustand mit s-
polarisiertem Licht bei einem Einfallswinkel vor®&ufgenommen.

Daruberhinaus wurde der Unterschied des N-Ras &arzllr anderen lipidmodifizierten
N-Ras Proteinen (HD/Far und HD/HD) hinsichtlich degsorptionsverhaltens und der
Orientierung an beiden Grenzflachen untersucht. d&ssungen des N-Ras HD/Far
und HD/HD wurden zuvor am gleichen Gerat durchgef(ji27]. Die hier neu
durchgefuhrten Versuche mit N-Ras Far/Far (Abb.5B.4nd mit Simulationen
verglichenen IRRA-Spektren weisen eine Orientiervogn Typ B oder C (Abb. 3.46)
auf. In bereits veroffentlichten Daten weisen deiden Proteine mit den anderen
Lipidmodifizierungen eher eine Orientierung vom Typ auf. In dieser Position
Uberwiegt der -Faltblatt-Anteil gegentber dem deiHelix in den IRRA-Spektren. Der
direkte Vergleich der Amid I-Banden im Gleichgewtstustand (Abb. 3.47 B und D)
lasst dies deutlich werden. Die Amid |-Bande derdé&e anderen Proteine an den
beiden untersuchten Grenzflachen ist im Vergleigin 2N-Ras Far/Far zu niedrigeren

Wellenzahlen verschoben wund zudem auch weniger ndte Auch das



100

Adsorptionsverhalten (Abb. 3.47 A und C) ist untlredlich. An beiden Grenzflachen
weist N-Ras Far/Far ein beschleunigtes Adsorptiergaiten auf. Wie auch bei dem N-
Ras HD/Far ist dies exponentiell. Bei dem zuvoetsuchten N-Ras HD/Far handelt es
sich um eine am Peptid fluoreszenzmarkierte Versies Proteins, welches sich nach
den hier durchgefuhrten Versuchen ahnlich dem ukierden Verhalten sollte. Der
Einfluss der Lipidmodifizierung von N-Ras auf dresértierung in Membranen wurde in
dieser Arbeit zusatzlich mit Hilfe von SPR untetsu®ie Ergebnisse zeigten ebenfalls
einen deutlichen Unterschied bezlglich des Bindueweltens. Zudem lassen auch
AFM-Messungen auf ein Lipidanker-abhéngiges Bindweghalten des N-Ras Proteins
an der Membran schliel3en [122].

3.2.3 Einfluss des Lipidankermotivs von N-Ras auf die Wdtselwirkung mit
Membranen (SPR)

Das Ziel der hier durchgefuhrten Studie war, dennfl&ss verschiedener
Lipidmodifikationen des N-Ras Proteins auf das Assons- und
Dissoziationsverhalten  an  verschiedenen  Membranenit nHilfe  der
Oberflachenplasmonresonanz zu untersuchen. Es wurdier verschiedene
Kombinationen an Lipidankern untersucht. Hierzu deuzum einen monofarnesyliertes
N-Ras als auch doppellipidiertes N-Ras HD/Far imexeinaktiven (GDP-gebunden)
und aktiven (GppNHp-gebunden als nicht-hydrolysaeels GTP-Analogon) Form
analysiert. Die N-Ras Varianten wurden im RahmarereiZusammenarbeit von Dr.
Gemma Triola (AG Waldmann (MPI, Dortmund)) zur \Megfing gestellt. Diese
Proteine &hneln den naturlich vorkommenden N-Rasefrenin vivo. Darliberhinaus
wurden zusatzlich N-Ras Proteine mit nicht-nattirlicorkommenden Lipidanker-
Kombinationen (HD/HD und Far/Far) untersucht, umtm deinfluss der einzelnen
Lipidanker genauer zu untersuchen. Der HexadecyD){Rest ist ein nicht-
hydrolysierbares und somit stabileres Analogon degirlich vorkommenden
Palmitoylrests. Als Kontrolle wurde eine nicht tprten Variante des N-Ras Proteins

verwendet. Die hier erhaltenen Ergebnisse wurdéteilerenz [180] verdffentlicht.
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Es wurden Membranen mit verschiedenen Eigenschakegestellt. Diese bestanden
aus reiner ungeordneter Phasg (DOPC), reiner geordneter Phasg (DPPC/Chol
7:3, molar) als auch aus einer Lipidmischung, doeXistenz der beiden vorangehenden
Phasen zeigt (DOPC/DPPC/Chol 1:2:1, molar). Zusditaivurden Lipidmischungen
zur Untersuchung des Einflusses von negativer hgd@OPC/DOPG 7:3, molar) als
auch der Einfluss des Krimmungsbeitrags (DOPC/DOP& molar) auf die

Bindungseigenschaften von N-Ras an die Membrarekesti.

Aufgrund der Komplexitat des zugrunde liegendegn&lprozesses, in dem sich das N-
Ras befindet, ist davon auszugehen, dass es sioh Bmdungsmechanismus um
mindestens einen zweistufigen Prozess handeln mbD$sser beschreibt eine
anfangliche Bindung des Proteins an die Membranchduhydrophobe oder
elektrostatische Wechselwirkungen und die daragefude Einlagerung der Lipidanker
in die Membran. Es ist zudem moglich, dass sich Riasein an der Lipidoberflache
umlagert, zum Beispiel an Grenzflachen von Domamehdurch (membranvermittelte)
Protein-Protein Wechselwirkungen Cluster bildet. Uheses Verhalten ndher zu
untersuchen, wurden die Assoziations- und Dissonsphasen aller genannten
Proteine vermessen und basierend auf einem Zwdétskludell (Gleichung (2.11))
ausgewertet. Ein Beispiel fur Primardaten ist irbAB.48 gegeben.
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Abb. 3.48: Beispiel der aufgenommenen SPR-Sensomgeavon 1 uM N-Ras Far (blau), Far/Far (rot),
HD/HD (turkis), HD/Far (GDP) (pink), HD/Far (GTP)gfiin) und nicht-lipidiertem N-Ras
(oliv) bei Bindung an eine DOPC-Membran. Die jevgeih Anpassungen sind als schwarz-
gepunktete Linie dargestellt. Alle Sensorgrammedenibei einer Frequenz von 10 Hz
aufgenommen.

Es ist deutlich zu erkennen, dass sich die FormStRR-Sensorgramme abhangig von
dem jeweiligen Lipidankersystem stark unterscheiBeéts lasst darauf schlie3en, dass
die Assoziations- und Dissoziationsraten entspmetiter Lipid-Modifikationen des N-
Ras in der reinen fluiden Phase deutliche Unteesighi aufweisen. Es wurden
quantitativ die beiden apparentkgn- und ky- Werte entsprechend Gleichung (2.13)
ausgewertet. Zusatzlich wurden die Assoziationsd Dissoziationsbereiche einzeln
behandelt: Die beginnende Assoziationsphase wurtéliife von linearer Regression
ausgewertet, um tber die anfangliche Insertierdfiggat des Proteins in die Membran
prazisere Aussagen machen zu konnen. Da die ardieglSteigung der
Assoziationsphase proportional RaaxR(t) und cp ist, kdbnnen nur relative Aussagen
Uber kon-Werte gemacht werden. Die Dissoziationsphase wurtte Hilfe einer

biexponentiellen Gleichung analysiert (Gleichun@®)R Hieraus wurde schliel3lich die
mittlere Dissoziationskonstantk,ss (Gleichung (2.10)) berechnet. Alle kinetischen

Daten sind in Balkendiagrammen dargestellt. Dieagen Werte der Auswertung mit
Hilfe des Zweischritt-Modells befinden sich im Amga(Tabelle 9.2). Zusatzlich wurde
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der Anteil an quasi-irreversibel gebundenem Praé@nEnde jeder Dissoziationsphase

ausgewertet.

Die Bindungsdatenk(, ;) des N-Ras Proteins an die verschiedenen Lipid-Manen
(Abb. 3.) weisen Werte im Bereich von (24%) bis 10° M™ s* auf. Die schnellsten
Assoziationsraten wurde fur das einfach farneggieProtein (N-Ras Far)
aufgenommen, wie dies auch schon deutlich aus denaflaten hervorgeht (Abb.
3.48). Im Gegensatz hierzu erfolgt die Bindung ize eein fliissig-geordnete Membran
(lo) (DPPC/Chol 7:3) langsamer. Die schnelle Assoamties einfach farnesylierten
Proteins in flussig-ungeordnete Membranen kann Hilfe der Analyse der
beginnenden Steigung der Sensorgramme noch deartictualisiert werden (Abb. 3.).
Dartberhinaus zeigt das doppelfarnesylierte Prdiéimere anfangliche Bindungsraten
im Vergleich zu den anderen Proteinen, wobei deefiierung in die reine fllissig-

geordnete Phase deutlich langsamer verlauft.
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Abb. 3.49: (A) k- und (B) ks ;-Werte von N-Ras Far (GDP), HD/Far (GDP), HD/Far18), HD/HD
(GDP) und Far/Far (GDP) bei Bindung an DOPC (rd)PPC/Chol (7:3) (grtin),
DOPC/DPPC/Chol (1:2:1) (blau), DOPC/DOPG (7:3) (kis) oder an DOPC/DOPE (7:3)
(pink) bei Anpassung der SPR-Daten an ein Zweiittdfiodell.

Um das Bindungsverhalten an heterogene Membramsgste untersuchen, wurde die
Assoziations- und Dissoziationskinetik zusatzlicheaner Modell-Raft-Lipidmischung
(DOPC/DPPC/Chol (1:2:1)) untersucht, die bei 25K@existenz vond und |-Phase
aufweist. [181]. Die anfangliche Steigung der Asatian (Abb. 3. A) an die Modell-

Raft-Membran gleicht der der reinen fllissig-ungeetdn Phase. Daraus lasst sich
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schlie3en, dass N-Ras Far bei der Bindung an dierdgene Membran die fllssig-
ungeordnete Phase bevorzugt.

Abb. 3.50: (A) k.~ und (B) ks .—Werte von N-Ras Far (GDP), HD/Far (GDP), HD/Far{B8), HD/HD
(GDP) und Far/Far (GDP) bei Bindung an DOPC (rd)PPC/Chol (7:3) (grun),
DOPC/DPPC/Chol (1:2:1) (blau), DOPC/DOPG (7:3) (kis) oder an DOPC/DOPE (7:3)
(pink) bei Anpassung der SPR-Daten an ein Zweiittdfiodell.

Weiterhin wurde der Einfluss der Kopfgruppenladuteg Lipide auf die anfangliche

Bindung untersucht. Das N-Ras-Protein hat einewopl 5,0 und ist daher bei pH 7,4

negativ geladen. Aus diesem Grund wurde die Auswigkvon negativer Ladung auf
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die Wechselwirkung der Proteine mit der Membrarersucht. Es wurde eine Membran
aus DOPC und DOPG (7:3) prapariert, welche eingnif¢ianten Anteil an negativ
geladenen Lipiden enthalt. Wie man deutlich in ABb.A sehen kann, wird die
anfangliche Bindung von N-Ras Far durch negativdubg in der Membran kaum
beeinflusst. Auch die Anfangssteigung des Assmriaprozesses weist ahnliche Werte
im Vergleich zu einer rein zwitterionischen DOPC+il@an auf.

Ein Grof3teil der Lipide in einer biologischen Merabrgehort zu den Typ |l Lipiden.
Diese weisen eine Tendenz zum Aufbau von grenafidchKrimmung durch
uneinheitliche Verteilung des lateralen Drucks olven den Lipiden auf. Bezlglich des
ampiphilen Typ Il-Lipide Dioleoylphosphatidylethdamin (DOPE) betragt die
gespeicherte elastische Krimmungsenergie fur jegés in einer ebenen Monoschicht
ungefahr 1 KT. Die Inkorporation von ampiphatischen Molekilennhkadem
Krimmungsstress bei passender Geometrie teilwaisgegenwirken. Daher ist es
maoglich, dass der Krimmungsstress Einfluss auflaterale Verteilung und Funktion
von Proteinen in der Membran hat [182-184]. Die aug von DOPE zu DOPC-
Vesikeln erhéht aufgrund seiner kleinen Kopfgruptie Krimmung zum Wasser.
Durch Beimischung von 30 mol% DOPE in eine DOPC-Men wurde der Einfluss
des gespeicherten elastischen  Krimmungsstress inzugBe auf die
Bindungseigenschatften der lipidierten N-Ras Koks&rwntersucht.

Wie man in Abb. 3. A sehen kann, scheint der Krimgsstress in dem hier
untersuchten Fall keinen signifikanten Einfluss daf Bindungsverhalten von N-Ras
an Membranen zu haben. Innerhalb des Fehlers kokeier Unterschiede beziiglich
des kon1 und der anfanglichen Assoziationssteigungen (ABb.A) nachgewiesen

werden.

Aus den Abbildungen Abb. 3. Aund Abb. 3. A geht hervor, dass eine
Doppellipidierung zu einer 3- bis 5-fachen Verlaagsing des Assoziationsprozesses
fuhrt. Die kon -Werte befinden sich hierbei bett® M™* s, wobei dies weniger fiir das
doppeltfarnesylierte Protein gilt. Es konnten i@t des Fehlers keine Unterschiede
zwischen den verschiedenen fluiden Phasen nachgenieerden. Dies lasst darauf

schlieBen, dass elektrostatische Wechselwirkungeh induzierter Krimmungsstress
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keinen signifikanten Einfluss auf die Bindungsegmraften der verwendeten

lipidierten Proteine haben.

Unter der Annahme von genaherten Gleichgewichtsigedi fihrt die Berechnung der
Gleichgewichtskonstante des ersten BindungsschutiBL,Kpi = Ko 1/Kon 2, ZU Werten
im Bereich von (1-1030° M, wobei die Werte fiir N-Ras HD/Far (GTP) und HIVH
(GDP) in flissig-geordneten Membranen iif;-Werten bis zu 07 M leicht erhéht
sind. Insgesamt lassen die Messergebnisse abeireuttabile Bindung der zweifach
lipidierten Proteine an die Membran schlie3en. 8afach farnesylierte Protein und N-
Ras HD/Far zeigen erhohkg,:-Werte im Bereich vorn-(1-4)20’ M bei Bindung an

flissig-ungeordnete Lipidphasen.

Die Anderung des Nukleotids (GTP und GDP) beim miatien Protein N-Ras HD/Far
scheint keinen Einfluss auf den anfanglichen Bimgpnozess des Proteins zu haben.
Allgemein wurde fur alle zweifach-lipidierten Prote bei Bindung an fllssig-
geordnete Membranen eine &hnliche Steigung fir datalen beginnenden

Assoziationsprozess gemessen.
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Abb. 3.51: (A) anfangliche Steigungd (B) gemittelte Dissoziationskonstad’?t@;SS von N-

Ras Far (GDP), HD/Far (GDP), HD/Far (GTP), HD/HD @) und Far/Far (GDP) bei
Bindung an DOPC (rot), DPPC/Chol (7:3) (griin), DOBX®PC/Chol (1:2:1) (blau),
DOPC/DOPG (7:3) (turkis) oder an DOPC/DOPE (7:®)rK).

Der schnellen Bindung des N-Ras Far an flussig-ortdyete Lipidphasen steht ein
vergleichsweise schneller Dissoziationsprozessrgégs (Abb. 3. B). Generell wurden
kot 1-Werte im Bereich von (0.1-40% s' detektiert, was gleichbedeutend mit
Halbwertzeiten im Bereich vor@? bis 20 s ist. Die schnellste Dissoziation deseerst

Bindungsschritts an flissig-ungeordnete Membranerdebeim einfach-farnesylierten
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N-Ras Protein beobachtet (DOPE< 0,0008). (Die hier angegeberANerte sind das
Ergebnis eines einseitigen Zwei-Proben t-Test. Sigaifikanzniveau lag hierbei bei 5
%) Hinsichtlich der zweifach-lipidierten Proteineurden niedrigere Werte gemessen,
was auf eine stabilere Bindung hindeutet. Im Gegiznisierzu erfolgt die Dissoziation
von einer flussig-geordneten Membran schneller, wasderum auf eine weniger
stabile Bindung der zweifach-lipidierten Proteinea &embranen hoher Ordnung
schlieBen lassip(< 0,014). Hierbei zeigen N-Ras HD/HD und die a&tiorm des N-
Ras, N-Ras HD/Far (GTP), leicht hohere Dissoziatiaten. Das GTP-gebundene N-
Ras HD/Far scheint also im ersten Bindungsschcitinsller von der Membran zu
dissoziieren als die inaktive Form, N-Ras HD/FarDE} (o < 0,00121). Diese
Beobachtungen finden sich auch bei der Auswertugrgndiittleren Dissoziationsrate
wieder (Abb. 3B).

Es ist zu vermuten, dass dem ersten Bindungsscéiritt diffusionskontrollierter
Reorganisationsprozess des Protein-Lipid-Komplexeerhalb der Membran-Ebene
folgt. In Abb. 3.50A sind die entsprechenddg, » Werte dargestellt. Dieser Prozess
fuhrt zu einem PL*-Zustand (Gleichung (2.11)), deie Teilnahme von nicht-
lipidhaltigen Komponenten des Proteins am Bindurmsgss sowie lokale Cluster-
Bildung innerhalb der verschiedenen Phasen besmhakonnte. Eine weitere
Moglichkeit ist, dass sich das Protein bei hetenegeModellRaftMembranen in der
lo/l,-Grenzflache anlagert, um die unginstige Grenzélaspannung zwischen den
Doméanen zu erniedrigen. Kirzlich durchgefuhrte ABMidien haben ein solches
Verhalten der N-Ras-Proteine nachgewiesen [122F Biedrigen kon >Werte im
Bereich von (0.1-330° s?, lassen auf einen eher langsamen Reorganisatiress
schlieBen. Solche sekundaren Assoziationsprozéssesk flr die meisten Systeme mit
unterschiedlichen Zeitkonstanten beobachtet werd2ie. schnellste Bildung von
Assoziations-Clustern in  flissig-ungeordneten Meanbn wurden flr das
monofarnesylierte N-Ras, N-Ras HD/Far (GDP) und/Feéar (GDP) detektiert. Im
Gegensatz hierzu scheint die Cluster-Bildung deivek Form des N-Ras, N-Ras
HD/Far (GTP), und des zweifach-hexadecylierten éingt N-Ras HD/HD, in flissig-
ungeordnete Membranen eine geringere Bedeutunglzenh(siehe auch weiter unten).
Dies wurde auch in friheren AFM-Studien gezeigerHvurde beobachtet, dass N-Ras
HD/HD eine geringe Neigung zur AggregatsbildungheterogenerRaftMembranen
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aufweist. In derselben Studie wurde ebenfalls bégic dass zweifach-farnesylierte
Proteine die starkste Neigung zur Diffusion unds#ubildung an degll—~Grenzflache
der Modellmembran DOPC/DPPC/Chol 1:2:1 aufweis@2]1

Die Bildung von kinetisch stabilen PL*-Komplexen rdi durch kleine
Dissoziationsraterk.» im Bereich von 807 bis 140° s* deutlich. Aufgrund der
geringeren Affinitdit des Farnesyl-Rests an MemhbmafEr6, 185, 186] wird die
schnellste Dissoziation von der Membran fur das eofemmesylierte Protein verzeichnet,
wobei auch diese relativ langsam ist. Hohere Dissionsraten wurden hingegen fur
N-Ras HD/Far (GDP) und N-Ras Far/Far (GDP) gemessbPie gesamte
Gleichgewichtskonstant&p = (Koif 1/Kon 1) XKotr 2/Kon.2) Weist eher niedrige Werte im
Bereich von 1-30 nM auf, wobei die niedrigsten Wdiir zweifach-lipidierte Proteine
in Modell-Raft-Membranen gemessen wurden. Diest|@ss eine starke Cluster-
Bildung der Proteine schlieRen. Hoheky-Werte im Bereich von ungefahr 10 uM
wurden hingegen fir N-Ras HD/HD in fllissig-unge@tdm Membranen detektiert. In
frheren Studien zur Wechselwirkung von lipidiereeptiden mit Membranen wurden
ebenfalls Dissoziationskonstanten im nanomolarembkromolaren Bereich gefunden
[176].

Abb. 3.52: (A) Quasi-irreversibel gebundener Anteih N-Ras Far (GDP), HD/Far (GDP), HD/Far
(GTP), HD/HD (GDP) und Far/Far (GDP) bei Bindung &OPC (rot), DPPC/Chol (7:3)
(griin), DOPC/DPPC/Chol (1:2:1) (blau), DOPC/DOPG:8J (turkis) oder an DOPC/DOPE
(7:3) (pink).
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Ausgehend vomOffset der Dissoziationsphase, der durch Anpassung ame ein
biexponentielle Gleichung (2.9) erhalten wird, kauf den relativen Anteil an quasi-
irreversibel gebundenem Protein geschlossen weRkrBetrachtung der Primardaten
(Abb. 3.48) kann man bereits sehen, dassQfésetvon der Art der Lipidierung des
Proteins abhangt. In Abb. 3.52 ist d@ffset relativ zur Gesamtamplitude, zum
Zeitpunkt t = O der Dissoziationsphase, dargestellt. Dieseegsft qualitativ die
Fahigkeit des Proteins stabil in ein Membransystennsertieren wieder. Diese starke
Bindung liel3e sich z.B. durch die Bildung stableotein-Komplexe durch Bindung an
die Membran erklaren. Die erhaltenen Daten weisartlidhe Unterschiede zwischen
den verschiedenen Lipidierungen des Proteins awi £Zinen zeigen sie eine starke,
quasi-irreversible Bindung von N-Ras HD/Far (GDRY urar/Far (GDP) insbesondere
an flussig-ungeordnete Membranen (DORCs 0,0022), wohingegen der Austausch
des Nukleotids zu GTP bei N-Ras HD/Far zu einerigerstabilen Bindung fuhrt, vor
allem in reinen flissig-ungeordneten Phasen, wihdn den fluiden Doméanen der
Modell-RaftMembran (DOPCp = 0,0053). Der niedrigste Anteil an quasi-irresieel
gebundenem Protein wurde fir das zweifach-hexaets/IN-Ras Protein gefunden
(fir DOPC im Vergleich zu farnesylierten GDP-gebemein Proteinermp < 0,00033).

Die nicht-lipidierte Form des N-Ras wies bei allerwendeten Membransystemen so

gut wie keine Bindung auf.

3.2.3.1 Diskussion

Mit Hilfe der SPR konnten die Assoziations- und dosationseigenschaften von
verschiedenen N-Ras Konstrukten an Modelmembraneh umterschiedlichen
physikochemischen Eigenschaften untersucht werdlgimangig von den verschiedenen
Lipidierungen des Proteins konnten signifikante ddsthiede beobachtet werden. Die
mehrfach-exponentielle Assoziations- und Dissoarekinetik der aufgenommenen
Sensorgramme spiegelt eine komplexe Wechselwirkaleg Proteine mit den
verwendeten Membranen wider. Die SPR-Daten wurdirHitie eines Zwei-Schritt-
Modells ausgewertet, welches eine anfangliche Bigdies Proteins an die Membran,

gefolgt von einer Insertion/Dissoziation des Prgan/aus der hydrophoben Umgebung
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der Membran sowie einer Reorientierung und evelgu@uster-Bildung des Proteins
im zweiten Schritt beschreibt. Da die gemessenens@gramme am Ende der
Dissoziationsphase nicht auf die Basislinie zuriregggn, kann man daraus schliel3en,
dass ein bestimmter Anteil an Protein stabil anMembran gebunden bleibt. Dieser
Anteil an quasi-irreversibel gebundenem Protein ntén durch Lipid-vermittelte

Clusterbildung der Proteine oder durch eine staBiedung des Proteins an die

Membran verursacht worden sein.

Bei Auswertung der Bindung von N-Ras an eine fijisgigeordnete DOPC-Membran
ist deutlich zu erkennen, dass die Art der Lipidrgy an der hypervariablen Region des
N-Ras einen erheblichen Einfluss auf das Bindungmlen hat. Generell weist das
monofarnesylierte N-Ras (N-Ras Far) die hochsten soAstions- und
Dissoziationsraten bei Bindung an flissig-ungeor@hdembranen auf. Diese befinden
sich, abhangig von Art der fluiden Phase, im Bdraion einigen Sekunden bis zu einer
Minute. Der Anteill an quasi-irreversibel gebundenen®Protein  durch
Membraninsertierung und folgender Cluster-Bildusg hierbei eher gering und liegt
zwischen 10 und 20 %. Dieses beobachtete Verhalkenn Einklang mit der
vorhergesagten schwachen Wechselwirkung des momsfdrerten N-Ras mit der
Membran. DarlUber hinaus stimmt es mit vorherigeridB&en Uberein, dass N-Ras Far
leicht von der Membran los kommt, um dann entweden Golgi zurtiickzukehren oder

aber Ubiquitin-abhangig abgebaut werden kann. [123]

Bei Vergleich der (anfanglichen) Assoziationsraties einfach farnesylierten Proteins
in flissig-ungeordnete Membranen mit der in reflisssig-geordnete Phasen aus
DPPC/Chol (7:3) lassen sich generell hbhere Astsomsraten fur die fluide Membran
finden. Dieses Bindungsverhalten kann durch einesgepragten hydrophoben
Mismatch zwischen der hydrophoben Alkylkette des Farnesidreind derll-trans
Cis-Kette des geordneten DPPCs als auch der sperriggden Struktur der
Farnesylgruppe erklart werden. Es wurde bereitsclitet, dass eine Erhéhung an
hydrophobemMismatchzu einer verstarkten Cluster-Bildung der Protdiitgen kann
[187, 188]. Sogar ein kaum vorhandener hydrophdtismatchkann immer noch zu

einer, wenn auch transienten, Dimerbildung fuhde8].
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Eine zweifache Lipidierung des Proteins fuhrt zueeigenerellen finffachen Abnahme
der Assoziationskinetik in der flliissig-ungeordneg®rase, wobei dies weniger deutlich
beim zweifach-farnesylierten Protein zu sehenkste doppelte Farnesylierung fihrt
Uberdies zu einer signifikanten Zunahme an Prots@aammenlagerungen (ca. 60 %) in
fluiden Phasen (Abb. 3.52). Generell gesehen drtb&gDissoziation von einer flussig-

geordneten Membran schneller, was auf eine inst@&iBindung der zweifach-

lipidierten Proteine an Membranen mit hoher konfeliter Ordnung schliel3en lasst
(Abb. 3. B und Abb. 3. B).

Zusatzlich wurde der Einfluss von negativen Ladungef das Bindungsverhalten der
lipidierten N-Ras Proteine durch Beimischung vom&f% negativ geladenem DOPG
zu einer DOPC-Membran untersucht. Der typische Gemanegativen Ladungen, der
sich hauptsachlich in der inneren Schicht der Memlrefindet, betréagt meist weniger
als 20 % [2, 189, 190]. In der hier durchgefuhr8tndie wurden 30 mol% an negativ
geladenen Lipiden verwendet um den maximalen Essflder Ladung auf das
Bindungsverhalten zu untersuchen. Hinsichtlich deveifach-lipidierten Proteine

konnte kein bedeutender Unterschied der Assoztiond Dissoziationskinetik zu der

Bindung an eine reine DOPC-Membran festgestelltieer

Weiterhin fuhrte das Einfigen von 30 % DOPE in ed@PC-Membran zu keiner

nennenswerten Veranderung der Assoziations- unsbBiationsprozesse im Vergleich
zu einer reinen DOPC-Doppelschicht. Die Zugabe D@PE erhoht den elastischen
Krimmungsstress in der Membran und es wurde bdrerishtet, dass die Aufhebung
des energetisch unglnstigen Zustands durch Inssrjevon Membran-assoziierten
Proteinen eine treibende Kraft sein kann, zum eifiendie Insertierung selbst und
dartiber hinaus auch fir Sortierungsprozesse de¢eiReoin der Membran [183, 184].

Phosphatidylethanolamine sind wie die negativ galad Lipide hauptsachlich auf der
inneren Seite der Membran lokalisiert und tragenbisrzu 30 % zum Gehalt der Lipide
in der Membran bei [2, 189, 190]. Da keine bededgenAnderung der

Bindungskinetiken bei Zugabe des DOPE gemessenewlisist sich daraus schliel3en,
dass die Erhohung des elastischen Krimmungsstregserk Einfluss auf das

Bindungsverhalten der lipidierten N-Ras Proteine @&e Membran hat. Dieses
Verhalten ist in Einklang mit der Vorstellung, datss N-Ras Protein nur mit seinen

Alkylketten in die Membran eindringt, dessen Ink#i@en hauptsachlich von
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hydrophoben Wechselwirkungen der Alkylketten mit ¥eembran abhangt. Somit hat
der Proteinkorpus bei der Bindung an die Membraremen geringen Einfluss.

Um zu belegen, dass N-Ras starker an flissig-udgete §-Phasen als an fllssig-
geordnetegPhasen bindet, wurde zusatzlich das Bindungsuerhabn N-Ras an einer
heterogenen DOPC/DPPC/Chol (1:2:1) Membran untéatsuwelche bei 25 °C
Koexistenz der beiden genannten Phasen aufweigti VBrgleich derk,,- und der
gemitteltenky-Werte fallt auf, dass das Bindungsverhalten arhdierogene Membran
mehr dem an died als an diedPhase ahnelt (Abb. 3.). Kleine Unterschiede lasse
sich durch die hohere Ordnung dgiPhase in der heterogenen Membran als in der
reinen DOPC-Membran erklaren. Die bevorzugte Bimgduder lipidierten N-Ras
Proteine an fluide Membranen wurde zuvor bereifslimreszenz-Mikroskopie-Studien
an GUVs unter Verwendung von N-Ras Peptiden [1&Lhaach mit dem vollstandigem

Protein [192] gezeigt.

Der Austausch des Nukleotids (GTP und GDP) beziigles N-Ras HD/Far fuhrt zu
einer geringen Anderung der anfanglichen Bindunig. &ktive GTP-gebundene Form
weist im Vergleich zur inaktiven GDP-gebundenennfrates Proteins hingegen leicht
hohere Dissoziationsraten in der fllissig-geordné&ease auf (Abb. 3. B und Abb. 3.
B). Daruber hinaus ist der Anteil an stark gebuederrrotein bei der inaktiven GDP-
gebundenen Form des Proteins signifikant hoher {6a&6) im Vergleich zur GTP-
gebundenen Form, bei der der Anteil nur ungef@hvebetragt. Dieses Verhalten lasst
sich  durch  starkere intermolekulare Lipid-vermtittel Protein-Protein-
Wechselwirkungen (Cluster-Bildung) und /oder durdusatzliche signifikante
Beeinflussung der Bindung durch die hypervariablegiBn (HVR) des Proteins
erklaren, die durch Konformationsanderungen in &svitchRegionen des Proteins
hervorgerufen werden. Es ist mdglich, dass dietripildgebundenen Aminosauren in
der HVR die Bindungseigenschaften und Cluster-Biglim zweiten Schritt nach der
anfanglichen Bindung stark beeinflussen. In MD-Satianen wurde bereits gezeigt,
dass Anderungen in d&witchRegionen die Orientierung von H-Ras an der Membran
beeinflussen [193]. Hier wurde beobachtet, dassMbBehselwirkung mit der Membran
durch bestimmte Aminosauren in der Sequenz der HW&Rdurch die 4-Helix, deren
Orientierung sich beim Nukleotidaustausch andexgjriflusst wird. Dies fuhrt zu einer

veranderten Wechselwirkung des Proteins mit der btam [193] und kdnnte somit
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auch zu veranderten intermolekularen Wechselwirkander Membran-gebundenen
Proteine fuhren. Es ist zudem berichtet wordens dash am Cystein 181 einfach-
palmitoyliertes H-Ras ahnlich dem aktiven GTP-gelenen N-Ras an der Membran
verhalt [115].

Das doppelhexadezylierte N-Ras Protein, N-Ras HD/ME&ist eine niedrige Tendenz
zur stabilen Insertierung in die Membran auf, obweshahnliche Assoziationsraten im
Vergleich zu den anderen Proteinen zeigt (AbbABh. 3.52). Dieses Verhalten kann
durch die hohe Flexibilitat der zwei Hexadecylrest&lart werden. lhre Insertion
bedeutet einen hohen entropischen Verlust, insloesenim Fall von verstarktem
hydrophoberMismatchzwischen der Membran und den Lipidankern des Pt®ie
Natur dieser hohen Flexibilitét ist im Einklang rkifrzlich durchgefiihrteAH-NMR-
Messungen [126, 192].

Zusammenfassend kann aus der hier durchgefuhrteheSgeschlossen werden, dass
das nattrliche monofarnesylierte N-Ras, N-Ras Bavorzugt und schnell in fluide
Membranen mit seinem Farnesylrest eindringt. Eimeifache Lipidierung, wie es bei
N-Ras HD/Far der Fall ist, fuhrt zu einer drasteth/erlangsamung der anfanglichen
Bindungsraten, aber auch zu einer letztendlichilstaim Bindung (Abb. 3. A, Abb.
3.52). Die mittlere Dissoziationsgeschwindigkeitabenso erniedrigt (Abb. 8). Dies
steht im Einklang mit einer zuvor durchgefihrteds#, in der einfach-farnesylierte
Modellpeptide ein kinetisch instabileres Verhalternler Membran aufweisen als N-Ras
HD/Far [176]. Zudem wurde berichtet, dass eine defioylierung des N-Ras Proteins
zu einer retrograden RuUckfiihrung des Proteins vamRlasmamembran zum Golgi
fuhrt [194]. Ein Vergleich mit solchen Modell-Papibtudien ist jedoch nur bedingt
maoglich. Es wurde aber auch mit anderen Proteiwesn dem Hedgehog-Protein [195]
und durch Molekildynamik-Simulationen [115, 193hvid-Ras an DMPC Membranen
gezeigt, dass sowohl der Proteinkern, als auchAdieler Nukleotidbindung Einfluss
auf die Lokalisierungsverhalten in der Membran, Adasorptionskinetik als auch auf
die Lipid-vermittelte Protein-Protein-Wechselwirlgirund Cluster-Bildung hat. Die
Beimischung von negativer Ladung oder die Erhéhundgs elastischen
Krimmungsstresses scheint keinen signifikantenldssfauf die Assoziations- bzw.
Dissoziationskinetik von N-Ras an Membranen zu habBer Austausch des
Nukleotids von GDP zu GTP bezlglich des N-Ras HDf#&lart sowohl zu einer leicht
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veranderten Assoziations- und Dissoziationskinedis, auch zu einer Anderung der
Stabilitat der Bindung. Diese Eigenschaft konnte der Regulation der ortlichen
Trennung in der lateralen Ebene der Membran ufitzestd wirken. Die natirliche
inaktive Form des N-Ras, N-Ras HD/Far (GDP), weise starkere quasi-irreversible
Bindung auf, was auf eine starkere Tendenz de®iRAsorzur Cluster-Bildung schlief3en
lasst als dies bei der aktiven GTP-gebundenen FdemFall ist. Allgemein wird
erwartet, dass Proteincluster langere Lebenszaiiémeisen und eine grol3e Bedeutung
bei biologischen Signalprozessen in der Zelle halvetche die Wechselwirkungen mit
Membran-gebundenen Effektoren und Regulatoren Bh#gmh Im kinetisch
stabilisierten Zustand dissoziiert das Protein \d@r Membran mit einer extrem
langsamen Kinetik, wenn die Dissoziation nicht tuspezielle zellulare Faktoren, wie
die Matrix der Membran oder regulatorische Protelreschleunigt wird. Aus diesem
Grund konnte die Wechselwirkung von Membran-geboadeEffektormolekulen, wie
z.B. Sos oder Galektinen, zu einer anderen Wecirkelng mit N-Ras HD/Far (GTP)
als mit HD/Far (GDP) fuhren.

3.2.4 Assoziationskinetik von N-Ras HD/Far (GDP) an flui¢ Membranen
(Stopped Flowy

Zur zusatzlichen Charakterisierung der Assoziakomedik des N-Ras HD/Far (GDP)
an DOPC-Membranen wurd@&topped-FlowMessungen durchgefihrt. Hierzu wurden
die unilamellaren DOPC-Vesikel (Durchmesser: 0,1) it einem Fluoreszenzmarker
(0,2 mol% Texas-Red-DHPE) versehen und der FRETBadipy FL des Proteins auf
den Texas Red-Marker der Membran gemessen. Dasbrisgest in Abb. 3.53
dargestellt.
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Abb. 3.53: Normierte Stopped Flow-Messungen desTF&gnals von Texas Red-DHPE markierten
DOPC-Vesikeln (0,25 mM) nach Anregung des Fluorepkion (A) N-Ras HD/Far-Bodipy FL
(GDP) (0,25 pM) und (B) Bodipy FL (0,125 pM). Diengessenen Daten sind in schwarz, die
angepassten biexponentiellen Kurven in rot dardeskéan beachte die unterschiedliche
Zeitskala.

Wie man in Abb. 3.53 A erkennen kann, erfolgt des@éziation des N-Ras HD/Far an
die DOPC-Membran sehr langsam. Ein Gleichgewichit Biadung ist erst nach 25
Minuten erreicht. Eine Anpassung der BindungskunieHilfe von Gleichung (2.14)
ergibt die beobachteten Assoziationsraten von 032%™ fiir kon1 und 0,00279 S fiir
Kon2 Als Kontrolle wurde die Bindung von reinem Bodipy (4,4-Difluoro-5,7-
Dimethyl-4-bora-3a, 4a-Diaza-s-Indacen-3-Propionsfan die Membran gemessen,
um auszuschliel3en, dass es sich bei der Messuny-Bas HD/Far (GDP) um einen

Bindungseffekt des extrinsischen und zum Teil dmzm LAsung befindlichen
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Fluorophors handelt. Hierfur wurde die gleiche Kemization eingesetzt, mit der das N-
Ras-Protein markiert worden war. Das Ergebnis nsAbb. 3.53 B dargestellt. Die
Einstellung des Bindungsgleichgewichts findet heerlbereits nach ungefahr 25
Sekunden statt. Bei Anpassung der Messkurve abidigonentielle Gleichung (2.14)
wurden beobachtete Assoziationsraten von 0,59 M und 0,076 $ erhalten. Die
Membranassoziation des Bodipy FL erfolgt also \8ehneller als die des N-Ras
HD/Far (GDP).

3.2.4.1 Diskussion

Die erhaltenen Stopped Flow-Daten belegen die SRshhgen des N-Ras HD/Far
(GDP) an DOPC-Membranen. Auch hier wurde eine $ahgsame Assoziation des
Proteins an die Membran beobachtet. In den SPRiMgss konnte ebenfalls keine
Einstellung des Bindungsgleichgewichts beobachtetden. Die Kontrollmessungen
der Bindung von Bodipy FL an die Membran belegeassddie aufgenommenen
Bindungsdaten von N-Ras HD/Far (GDP) an DOPC sigehiffir das Protein sind und
kein Artefakt des Fluoreszenzmarkers ist. Die langs Assoziation des N-Ras zeigt,
dass die hohere Ordnung der beiden Lipidanker HD kar beim Membraneinbau
einen hohen Energieaufwand bedeutet, bzw. enttopisglnstig ist. Sobald es jedoch
gebunden ist, wirken die starken hydrophoben Wésirgeingen mit den Lipidketten

stabilisierend, so dass das Protein letztendlieilsgebunden ist. Auch in &ahnlich
durchgefihrten AFM-Messungen wurde eine sehr langséssoziation des N-Ras
HD/Far (GDP) beobachtet [122]. Da die gemesseneéterZels physiologisch nicht

relevant scheinen, liegt es nahe, dass die Bindend\N-Ras-Proteine an die Membran
durch weitere Kofaktoren, wie z.B. GAPs, GEFs biesst, bzw. katalysiert wird. Bei

den hier durchgefiihrten Messungen muss allerdimgécksichtigt werden, dass die
Stopped-Flow-Methode aufgrund der durchwahrendemrEszenzanregung eher fur
schnelle kinetische Reaktionen anwendbar ist. Dieesddngen wurden in

Zusammenarbeit mit Dr. Aymelt Itzen (MPI, Dortmurtlirchgefihrt.
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3.3  Entwicklung einer Temperaturzelle fir FCS-Messungen

Zur Durchfihrung von fluoreszenzkorrelationsspedtopischen Messungen in Losung
wurde eine Peltier-betriebene Temperaturzelle isadumenarbeit mit der Mechanik-
und Elektronik-Werkstatt der TU Dortmund entworf@kbb. 3.54). Ziel war es, eine
vibrationsarme Zelle zu entwerfen, mit der es sdwobiglich ist unterhalb als auch
oberhalb der Raumtemperatur zu messen. Aus diesemdGvurden Peltier-Elemente
als Temperaturregler verwendet. Dies sind elekgotbche Wandler, deren Prinzip auf
dem Peltier-Effekt basieren. Sie erzeugen bei eiflemperaturdifferenz einen
Stromfluss, bzw. ein Stromfluss fihrt zu einer Anofg der Temperatur. Ihr Vorteil ist
gegenuber anderen Temperiermethoden, dass siegaen€atz zur Wassertemperierung
keine zusétzlichen Vibrationen auf dem Mikroskopiseerursacht, welche die zu
messende Diffusion der Molektle beeinflussen kdmn#im anderen kdnnen mit ihr
auch Messungen unterhalb der Raumtemperatur ddidirgewerden, was mit

normalen elektrisch beheizten Temperaturzellentmayglich ist.
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Abb. 3.54: Aufbau der Temperatur-Zelle. Oben: Hie#le der Zelle, unten: Aufbau der Temperaturzelle
auf dem Mikroskop.

Die Zelle besteht aus einem Aluminium-Gehause, #&icher die Peltier-Elemente
integriert sind. Zur Gegenkiuhlung befinden sichzavei gegenuberliegenden Seiten
grol3flachige Metallplatten. Die Temperatur wird stwvon der zu messenden Lésung
als auch von dem umliegenden Gehause gemessemrigadeben der Messzelle ist so
konstruiert, dass die zu untersuchende Probe nuGtas in Kontakt kommt. In dem
Aluminiumgehause befindet sich ein kleines Glasthn von 1,2 cm Durchmesser und
2,6 cm Lange. Zum Objektiv hin ist die Zelle dureginen O-Ring zwischen
Deckglaschen und Glasrohrchen abgedichtet. Nach bbeist die Zelle mit einem
Schraubverschluss verschlossen, der ebenfalls e@dRing enthalt. In diesem
Schraubverschluss befindet sich eine zusatzlicieud§, durch die die Probe pipettiert
und der Temperaturfuhler in die L6sung eingetawartden kann. Ist der Fuhler auf die
Zelle gesetzt, so ist die Zelle vollstandig abgethit Zur zuséatzlichen
Temperaturkontrolle  befindet sich im  Aluminiumgebéu ebenfalls ein

Temperaturfihler. Somit kann eine Uberhitzung desrddkopisches oder des
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Objektivs verhindert werden. Der TemperaturbereiehZelle erstreckt sich von 15 °C
bis 60 °C.

Zur Uberpriifung ihrer Funktionsfahigkeit wurde eih@M Atto488-Losung in Wasser
gemessen. Die Auswertung der Diffusionszeiten gréoinit einem erweiterten Triplett-
Modell (Gleichung (2.7)).

Abb. 3.55: FCS-Messungen von 1 nM Atto488 in Waéaggemessene Kurven bei 15 °C (schwarz),
25 °C (rot), 35 °C (gruin); 45 °C (blau); (B) Vergtd der gemessenen Daten bei 25 °C
(schwarz) mit dem verwendeten Modell (rot).
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Die aufgenommenen FCS-Kurven und die zugehoriggpassungen an das genannte
Modell sind in Abb. 3.55 wiedergegeben. Wie maAlib. 3.55 A sehen kann, sinkt der
Wendepunkt bei steigender Temperatur zu niedrigeBaffusionszeiten. Nach
Auswertung der Messkurven mit Hilfe des erweiterigiplett-Modells (Abb. 3.55 B)
wird dies auch quantitativ sichtbar. Hierzu wur@e #onfokale Volumen mit Hilfe des
Diffusionskoeffizienten von Atto488 bestimmt. Diedeetragt bei 25°C 400 |as
[132] Das konfokale/olumen betrug in diesem Fall 0,91 fL, wobei diezEmtritatA
3,6 betrug. Zur Auswertung der anderen FCS-Kumnweinden das Volumen unk
konstant gehalten. In Abb. 3.56 sind die erhalteigfiusionszeiten und die mit
Gleichung (2.4) berechneten entsprechenden Diifiskimeffizienten dargestellt. Die
Daten zeigen eine anndhernd lineare Abnahme ddudiihszeit, bzw. eine lineare

Zunahme des Diffusionskoeffizienten mit steigeriemperatur.

Abb. 3.56: (A) Diffusionszeit und (B) Diffusionsiizéent von 1 nM Atto488 bei unterschiedlichen
Temperaturen.

3.3.1.1 Diskussion

Zur vibrationsarmen temperaturabhéngigen Messung WGS-Spektren in Lésung
wurde eine Peltier-betriebene Temperaturzelle exkigii. Die Verwendung von Peltiers
hat den Vorteil, dass sie im Gegensatz zur Wasspdgerung vibrationsarm ist und
zudem im Gegensatz zu elektrischen Temperierungseem auch zur Kuihlung
verwendet werden kann. lhre Funktion wurde mit édon 1 nM Atto488 in Lésung
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Uberprift. Die erhaltenen Daten zeigen eine abnablm®iffusionszeit mit steigender
Temperatur. Dies ist in Einklang mit den erwarteiggebnissen. Die Temperaturzelle
kann also fur FCS-Messungen in Losung, aber auektdan der Oberflache, wie es bei

immobilisierten Lipiddoppelschichten der Fall isgrwendet werden.
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4  Zusammenfassung

In der hier vorliegenden Arbeit war es Ziel, Prottlembran-Wechselwirkungen
ausgewahlter Systeme mit Hilfe biophysikalischeritiden zu untersuchen. Es waren
zwei biologische Systeme im Fokus dieser Arbeit. mZweinen wurde die
Wechselwirkung von Amylin mit der Membran mit Hilfeon Infrarot-Reflexions-
Absorptions-Spektroskopie untersucht. Dieses Polype zeigt bei erhdhter
Konzentration, wie es bei Diabetes Mellitus Typdir Fall ist, eine Neigung zur
Fibrillenbildung, welche zur Stérung der Integritiér Zellmembran von-Zellen des
Pankreas fuhrt. Dies hat den Verlust defZellen zur Folge, wodurch die
Insulinproduktion und somit die Regulation des Blwkers erheblich gestort wird. In
Gegenwart negativ geladener POPC-Monoschichten kPP nach einer transienten
Bildung -helikaler Strukturen eine Umordnung in parallet &renzflache orientierte
parallele -Faltblatt/ Schleifen-Strukturen. Die transientéhelikale Struktur scheint
mal3geblich an der Wechselwirkung mit der Membrateilbgt zu sein. Ein ahnliches
Verhalten wurde an der Luft/Wasser-Grenzflache bebtet. Wie begleitende AFM-
Aufnahmen jedoch zeigen, bilden sich nur an der @®®noschicht Fibrillen aus. Die
Untersuchung der Wechselwirkung von rIAPP mit dePiB-Monoschicht zeigte, dass
die Interaktion mit dem positiv geladenen N-Ternsindes Peptids erfolgt. rIAPP
gleicht im N-terminalen Bereich dem hIAPP, weistdgeh keine amyloiden
Eigenschaften, also keine Tendenz zur Fibrillenlitygl auf. Diese Ergebnisse wurden
durch Zytotoxizitatstests belegt. In diesen korggeeigt werden, dass es sich bei den
toxischen Spezies nicht um die vollstandig ausdebein Fibrillen, sondern vielmehr
um deren Vorstufen handelt. Die toxische Wirkungn VO0APP konnte mit Hilfe des
Polyphenols Resveratrol aufgehoben werden. Diatieol der Plasmamembran aus der
hier verwendeten-Zelllinie INS-1E konnte erfolgreich mit einer Régit von ungefahr

70 % durchgefuhrt werden.

Zum anderen wurde die Wechselwirkung verschiedefas-Isoformen mit
Modellbiomembranen untersucht. Ras-GTPasen spmlen wichtige Rolle in vielen
Signaltransduktion-Kaskaden, welche an Prozessere vdelldifferenzierung,

Proliferation beteiligt sind. In ihrer funktionaleRorm sind sie Uber verschiedene
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Ankermotive an die Membran gebunden. Um den Eisflder Lipidanker und den
Einfluss der Nukleotidbindung (GDP und GTP) auf déembranbindung zu
charakterisieren, wurden verschiedene semisyntmetisModifikationen der Ras-
Isoformen K-, H- und N-Ras in Gegenwart von Memeranverschiedener
Eigenschaften, dass heil3t unter Variation der LgduBRhase und Krimmung,
untersucht. Die Affinitat von K-Ras4B im GDP-gebenén Zustand in Abhangigkeit
von Membranen unterschiedlicher Ladungsdichte wurdeit Hilfe der
Oberflachenplasmonresonanz-Technik charakteridiesrtwurde neben der natirlichen
Form des K-Ras4B, welche im C-terminalen Bereichemeeinem Farnesylrest eine
Polylysinsequenz als Membrananker-Motiv enthalt, Ei@fluss von negativer Ladung
durch Anflgen eines zusatzlichen PhosphatresteSeain 181 und die Entfernung der
Methylgruppe am C-terminalen Ende in der hypendeia Region untersucht. Die
Messungen zeigen eine zunehmende StabilisierungBohelung des K-Ras 4B mit
steigendem Anteil an negativer Ladung in der Mempravas durch die starke
elektrostatische Wechselwirkung der Polylysinsequaes Proteins mit der negativen
Oberflachenladung der Membran zu erklaren ist. pthayliertes K-Ras4B hingegen
weist mit zunehmender Dichte negativer Ladung im BMembran ein instabileres
Bindungsverhalten auf. Der Ersatz des am Serin d&iundenen Phosphats durch
Glutaminsaure, welches haufig als Analogon zum piais genutzt wird, fuhrt zu
einem im Vergleich zum phosphorylierten K-Ras4B ewsthiedlichen
Bindungsverhalten. Es weist kein eindeutiges ladahgéngiges Bindungsverhalten
auf. Die Entfernung der Methylgruppe am C-Termirfulrt zu einer instabileren
Bindung des Proteins an die Membran. Dies beleggs dlie C-terminale Methylierung
fur eine stabile Membraninsertion von grol3er Beglegtist. Zum Vergleich wurden
Messungen mit einfach farnesyliertem H-Ras durdifgef Auch fur dieses Protein
wurde ebenfalls kein ladungsabhangiges Bindungsitern beobachtet, was die
Wichtigkeit der Polylysinsequenz, welche im H-Rashlf, fir eine stabile
Membranbindung unterstreicht. Die Bindungseigenteha von N-Ras wurden
ebenfalls mit Hilfe verschiedener Lipidankermodifilonen (Far/Far (GDP), HD/Far
(GDP), HD/HD (GDP) und Far (GDP)) und dariber hsvauch der Einfluss der
Nukleotidbindung durch zusatzliche Charakterisigrues N-Ras HD/Far (GppNHp)

untersucht. Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spegkapie Messungen zeigten, eine
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schnellere Insertion und zudem eine andere Art derientierung des
doppelfarnesylierten N-Ras Proteins bei Bindung ame POPC/BSM/Chol-
Monoschicht im Vergleich zu bereits veroffentliaht®aten des N-Ras HD/Far und N-
Ras. Zudem wurde hier der Einfluss von Fluoreszemkierungen am Protein auf das
Bindungsverhalten untersucht. Es wurde beobact#sts Fluoreszenzmarkierung am
C-Terminus einen geringeren Einfluss auf das nah&l Bindungsverhalten hat, als
eine  Markierung am  Proteinkern, der G-Doméne. Mit ilfeH der
Oberflachenplasmonresonanz-Technik wurde die Bigskinetik der verschiedenen N-
Ras-Konstrukte bei Insertion in Modellmembranenictve eine reine fliissig-geordnete,
eine reine flussig-ungeordnete Phase und darilzrbimderen Koexistenz aufwies,
untersucht. Zudem wurde der Einfluss negativ-geladd.ipidkopfgruppen und von
gespeichertem elastischem Krimmungsstress auf riertion der verschiedenen
Proteine charakterisiert. Es wurden, abhangig ven gerschiedenen Lipidanker-
Motiven, signifikante Unterschiede im Bindungsvétdia beobachtet. N-Ras scheint
bevorzugt an flussig-ungeordnete Membranen zu bindeElektrostatische
Wechselwirkungen oder die Prasenz von elastischeimkKungsstress scheinen bei
der Bindung eine untergeordnete Rolle zu spielenfaEh-farnesyliertes N-Ras weist
allgemein die hochsten Assoziations- und Dissamiagtiaten in fluiden Membranen auf.
Zweifache Lipidierungen, vor allem Farnesylierungefiihren zwar zu einer
langsameren Assoziation des Proteins an die Memlsianbleiben aber letztendlich
stabiler gebunden. Der Austausch des gebundenenledids des natirlich
vorkommenden N-Ras HD/Far fuhrt zu einem leichtamderten Bindungsverhalten.
Die inaktive GDP-gebundene Form des N-Ras HD/Faristweeine starkere
Membranbindung als die GTP-gebundene Form auf, 2zM8s durch eine verstarkte
Cluster-Bildung aus inaktivem Protein in der Menmbrarklart werden kann. Die
langsame und stabile Bindung des N-Ras HD/Far (GibPluide Membranen wurde
zudem durclStopped-FlowMessungen belegt.

Begleitend wurde zur Durchfihrung temperaturabhgergiFluoreszenzkorrelations-
Spektroskopie-Messungen eine vibrationsarme Pdlagiebene Temperaturzelle
entwickelt. Mit ihr ist es mdoglich, Daten unter- dumberhalb der Raumtemperatur

aufzunehmen.
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9  Anhang

Abb. 9.57: Zeitliche Anderung des Oberflachendriélsund IRRA-Spektren (40°, p-polarisiert) (B) bei
Adsorption von 1 uM hlAPP an der POPG-Monosch{cinfang: 20 mN/m). Die farbigen
Pfeile in (A) geben die jeweiligen Zeitpunkte deRA-Spektren in (B) an.

Abb. 9.58: p-polarisierte IRRA-Spektren von 1 uMRP adsorbiert an einer Lufti®-Grenzflache
(verschiedene Einfallswinkel).
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Tabelle 9.2: Zusammenfassung aller kinetischen skomten bezogen auf die Wechselwirkung
verschiedener N-Ras Lipoproteine mit verschiedéviedellmembranen erhalten aus SPR-
Messungen.



