Institut fur Organische und Biomolekulare Chemie
Georg-August-Universitat Gottingen

Elektrophysiologische Charakterisierung des mitochondrialen
Porins VDACL1 und des antimikrobiellen Peptids Dermcidin in

[6sungsmittelfreien Modellmembranen

Dissertation

zur Erlangung des mathematisch-naturwissenschaftlichen Doktorgrades
,,Doctor rerum naturalium*

der Georg-August-Universitat Gottingen

vorgelegt von
Conrad Weichbrodt

aus Luneburg

Gottingen, 2013



Betreuungsausschuss:

Prof. Dr. Claudia Steinem, Institut fiir Organische und Biomolekulare Chemie

Prof. Dr. Jorg Schroeder, Institut fur Physikalische Chemie

Mitglieder der Prifungskommission:

Referentin:

Prof. Dr. Claudia Steinem, Institut fir Organische und Biomolekulare Chemie

Korreferent:

Prof. Dr. Jorg Schroeder, Institut fir Physikalische Chemie

Weitere Mitglieder der Priifungskommission:

Prof. Dr. UIf Diederichsen, Institut fir Organische und Biomolekulare Chemie
Dr. Michael Meinecke, Zentrum fiir Biochemie und Molekulare Zellbiologie
Prof. Dr. Ralf Ficner, Zentrum fur Molekulare Biowissenschaften

Prof. Dr. Kai Tittmann, Zentrum fur Molekulare Biowissenschaften

Tag der miindlichen Prifung:  12.04.2013



Meiner Familie

“Yesterday ‘s weirdness is tomorrow’s reason why.”

Hunter S. Thompson, The Curse of Lono






Abstract: Solvent free lipid bilayers were used for the electrophysiological
characterization of the most abundant protein of the outer mitochondrial membrane,
the isoform 1 of the voltage dependent anion channel (VDACL1), and the
antimicrobial peptide Dermcidin. The bilayers were prepared via spreading of giant

unilamellar vesicles (GUVs) over a single pore in a borosilicate glass surface.

To gain deeper insight in its gating behavior, wild type-VDAC1 as well as two
VDAC1 mutants were incorporated into GUVs which then were spread over the
aperture. Subsequent analysis of single channels at varying transmembrane potentials
Un, revealed the transition between an open conformation with a conductance of
G, = 4.0 nS at low potentials and a closed conformation with G, =2.0nS in 1 M KCI
for U, 230 mV and Uy, <-30 mV for all VDACL1 variants. This gating between the
main VDAC states with low transition rates of kg =0.1-2 s did not necessarily
occur at high transmembrane potentials as the open probability P, did not fall below
90 % even at Uy, > 30 mV on a single channel level. Furthermore, a VDAC1 mutant
with three additional amino acids at its N-terminal end (RGS-VDAC1) exhibited a
previously not characterized second gating that superimposed the main gating of
VDACL. Closer analysis of this fast gating resulted in a lower amplitude of
AGg = 0.5-1.2 nS and much higher transition rates of ki = 18-911s™ with higher
rates at low voltages and vice versa. A second mutant (V17C/A205C-VDAC1)
contained an artificially introduced disulfide bond that prevented the movement of a
certain protein structure as putative molecular basis of the VDAC1 conductance
transition. However, V17C/A205C-VDAC1 did not exhibit an altered behavior
compared to the wild type-VDACI.

The antimicrobial activity of Dermcidin (DCD) mainly consists of its ability to
perforate lipid bilayers. To elucidate the postulated zinc dependency of the DCD
activity, stable membranes were prepared and subsequently incubated with DCD in a
zinc free environment or in the presence of Zn* ions. High DCD activity was
detected in the presence of Zn®* ions whereas no activity was found under zinc free
conditions or in the presence of Mg?* ions. These findings and the inactivation of
DCD via the alteration of a zinc binding site in a mutant (H38A-DCD) proved the
zinc dependency of the DCD activity.
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Biologische Membranen

1 Einleitung

1.1 Biologische Membranen

Membranen stellen einen fundamentalen Bestandteil biologischer Systeme dar, da sie
den Aufbau abgeschlossener Kompartimente in wassrigen Medien ermdglichen. Sie
bestehen hauptsachlich aus Lipiden, Steroiden und Membranproteinen, welche sich
aufgrund ihres amphiphilen Charakters zu Doppelschichten mit stark hydrophobem
Inneren zusammenlagern. Die hydrophoben Fettsduregruppen der Lipide weisen ins
Membraninnere und minimieren so den energetischen Aufwand, den eine Exposition
ins wéssrige Medium bedeuten wiirde, wéhrend die polaren Kopfgruppen der Lipide

die Membran jeweils nach auf3en hin begrenzen.

Laterale Diffusion
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000000,
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S Va i (selten)
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Wassermolekiile

Abb. 1-1: Aufbau einer Lipiddoppelschicht. Links ist eine Computersimulation von 100
Phosphatidylcholin-Molekiilen in Wasser gezeigt."! Die Beweglichkeit einzelner Molekiile
und ihre Fahigkeit zur lateralen Diffusion innerhalb der Membran wird anhand des Schemas
rechts oben verdeutlicht.”?




1. Einleitung

In Abb. 1-1 wird dieses Phdnomen anhand einer Computersimulation der Anordnung
von 100 Molekulen des hdufigsten Phospholipids Phosphatidylcholin (PC) in einer
wassrigen Umgebung verdeutlicht. Die einzelnen Molekile sind nichtkovalent
assoziiert und zeigen daher ein hohes Mal an individuellem Bewegungsspielraum
und lateraler Beweglichkeit innerhalb der Lipidmembran. Ein Austausch einzelner
Molekile zwischen den beiden Schichten (flip-flop) ist hingegen sehr
unwabhrscheinlich, da bei diesem Vorgang die hydrophile Kopfgruppe eines Lipids
durch die Membran treten muss. In der Natur ergibt sich aus diesem Grund mitunter
ein hoher Grad an Asymmetrie in der Zusammensetzung der beiden am

Membranaufbau beteiligten Lipidmonoschichten (siehe Abschnitt 1.5).

In diese aus Lipiden bestehende 2D-Matrix sind verschiedene Membranproteine
eingebettet, wobei ihr Massenanteil an der Gesamtmasse der Membran zwischen
25 % (Myelinmembran) und 75 % (innere Mitochondrienmembran, IMM) variiert
(Abb. 1-2).

Kanalprotein Extrazellularraum Kohlenhydratkette

Globuliéres Protein Glycoprotein

NN 24
VEEA ‘mﬁﬁﬂ\\““m DM 3100 nmzn I
m\ﬂp 0NN e LRI MUU 2 41! ;{{ﬁ&‘;uu&%fﬁi (0 % :

Cholesterin Integrales Protein

Oberflichenprotein

Glycolipid

Peripheres Protein Zytoskelettfilamente Alpha-Helix Phospholipid

Cytoplasma

Abb. 1-2: Schematische Darstellung der Zellmembran einer menschlichen Zelle. Eingebettet
in eine 2D-Lipidmatrix finden sich zahlreiche Membranproteine unterschiedlicher Funktion.

Durch ihr hydrophobes Inneres bildet die Lipidmembran im Wesentlichen eine
Barriere fir polare oder geladene Teilchen, welche sich gelost zu beiden Seiten

dieser Schicht befinden. Nur so kann ein Gradient aufgebaut werden, der auf einer
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Membranproteine

Ungleichverteilung bestimmter Spezies beruht. Fir die Produktion des
Hauptenergietragers im menschlichen Korper, ATP, wird beispielsweise Uber die
Atmungskette ein Protonengradient Uber die IMM aufgebaut, welcher die
ATP-Synthese antreibt.

1.2 Membranproteine

Die Hauptaufgabe der Membranproteine liegt im streng kontrollierten Austausch
verschiedener Metaboliten, der Weiterleitung bestimmter Signale oder auch der
Aufrechterhaltung wichtiger Strukturmerkmale einer Membran. Es wird vermutet,
dass es sich bei ca. 30 % aller im Genom einer menschlichen Zelle codierten Proteine
um Membranproteine handelt und sie in héheren Organismen wie Sdugetieren in
etwa 20 % aller Proteine ausmachen. Prinzipiell wird zwischen peripheren, nur auf
der Membranoberflache befindlichen, und integralen, also die Membran
durchspannenden Membranproteinen unterschieden. Letztere lassen sich vor allem
anhand zweier Strukturmerkmale klassifizieren: die Membran durchspannende
a-Helices und groBere, Poren formende [B-Fasser (B-barrels) , die aus mehreren
B-Faltblatt Strukturen bestehen. Im Falle einer a-Helix werden mehrere (ca. 20
Aminosauren fur eine komplette Membrandurchspannung) in rédumlicher Nahe
zueinander liegende Aminosduren der Polypeptidkette eines Proteins mit
hydrophoben  Seitengruppen in die Membran eingelagert. Die polaren
Amidbindungen des Proteinriickgrats weisen vom hydrophoben Kern der Membran
weg, was die charakteristische schraubenférmigen Gestalt (Helix) dieser Peptidketten
hervorruft. Analog dazu insertieren auch B-barrels Uber hydrophobe Seitenketten in
die  Membran, nur bilden hier benachbarte Abschnitte des Peptids
Wasserstoffbriickenbindungen untereinander aus. Durch bis zu 22 dieser einzelnen
B-Faltblatt Abschnitte kdnnen sich grof3e Poren in der Membran bilden, die fir den
kontrollierten Transport ganzer Metabolitmolekile zustandig sind
(vgl. Abschnitt 1.3).
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1.2.1 Selektiver Transport Giber die Membran

Eine wichtige Aufgabe von integralen Membranproteinen stellt die geregelte
Kommunikation zwischen den beiden die Membran umgebenden Medien dar.
G-Protein gekoppelte Rezeptoren vermitteln beispielsweise einen Informationsfluss
uber die Membran, indem eine Stimulation des extrazelluldren Teils des Proteins
durch spezifische Liganden eine Aktivierung von weiteren, intrazellular gebundenen
Proteinen zur Folge hat.®! Ein direkter Austausch von lonen oder anderen
Metaboliten, die aufgrund ihrer Polaritat oder Ladung nicht durch die Membran
diffundieren koénnen, wird von in der Membran verankerten Transportern und
lonenkanalen vermittelt. Transporter konnen ein spezifisches Substrat binden und
dieses auch gegen einen bestehenden Konzentrations- oder elektrochemischen
Gradienten durch die Membran beférdern. Die hierflir notwendige Energie wird aus
Licht, einer Kopplung an die Hydrolyse von ATP oder (ber die Membran
verlaufende Na’- bzw. H*-Gradienten gewonnen (Abb. 1-3). Diese Gradienten

werden ihrerseits auch von Transportproteinen in der Membran aufrecht erhalten.

Transportierte Molekiile

/\ -.l.

- Tonenkanal . Transporter - ) .
r | 1 =
Lipid- : Konzentrations-
membran ' gradient
1
i ‘
® .
Ditfusion v

Passiver Transport Aktiver Transport

Abb. 1-3: Schematische Darstellung der verschiedenen Arten des Transports von Molekiilen
tiber eine Membran. Wéhrend Kkleine apolare Molekile (roter Kreis) frei entlang ihres
Konzentrationsgradienten diffundieren kdénnen, muissen grofRere polare oder geladene
Molekdle durch lonenkanéle oder Transporter tber die Membran transportiert werden. Auch
ein Transport entgegen eines bestehenden Gradienten ist durch Transporterproteine unter
Energieverbrauch (Licht, ATP) méglich.?




Membranproteine

lonenkanale  bilden hingegen hauptsachlich  einen  hydrophilen  (meist
wassergefillten) Pfad durch die Membran, der lediglich einen passiven, also mit
einem Gradienten verlaufenden Transport von lonen und/oder Metaboliten zulésst.
Im Gegensatz zu einfachen Poren in der Membran sind sie allerdings selektiv
beziglich der transportierten lonen. Diese Selektivitdt wird durch besonders enge
Stellen im Kanal (Selektivitatsfilter) hervorgerufen, die durch eine genau definierte
Struktur und Ladungsverteilung innerhalb der Proteinoberflache nur bestimmte lonen
passieren lassen. Ein weiteres charakteristisches Merkmal ist das Auftreten eines
Wechsels (gating) zwischen einem geschlossenen und einem offenen, leitfahigen
Zustand. Dieser Wechsel beruht auf einer rdumlichen Umlagerung bestimmter
Proteinteile und wird durch spezifische Liganden (beispielsweise Neurotransmitter
oder Nucleotide), durch mechanische Impulse oder das Membranpotenzial gesteuert.
Die Wahrscheinlichkeit, einen lonenkanal im offenen Zustand vorzufinden, wird als
Offnungswahrscheinlichkeit (open probability, P,) bezeichnet und ist im

Allgemeinen abhangig von den Effektoren, die auch das gating steuern.

1.2.2 Spannungsgesteuerte lonenkandale / Porine

Ein  lonenkanal wird als spannungsgesteuert bezeichnet, wenn die
Offnungswahrscheinlichkeit P, von der Transmembranspannung U, abhangig ist.
Uber die Zellmembran einer tierischen Zelle liegt ein Ruhepotenzial von ungefahr
Un =-90 mV (Zytosol negativ) an, das durch den ATP-abhangigen Aufbau eines
Na*-Gradienten und dem damit verbundenen Ausstromen von K* aus der Zelle
hervorgerufen wird. Veréndert sich dieses Potential, so reagieren in der Membran
befindliche spannungsgesteuerte lonenkanéle darauf mit einer Veranderung ihrer
Permeabilitédt und ,,libersetzen* so ein elektrisches Signal in eine chemische Antwort.
Neben der eigentlichen Pore und speziellen Proteinstrukturen, die ein SchlieRen des
Kanals ermdoglichen, muss bei diesen Proteinen weiterhin ein Spannungssensor
(voltage sensor), also eine Struktur , die das Potenzial detektieren kann, vorhanden
sein. Dies konnen beispielsweise Proteinabschnitte mit genau definiertem
Ladungsmuster sein, die sich bei einer Veranderung des Transmembranpotenzials

raumlich neu anordnen (Abb. 1-4) .
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AUSSEN

Membran

AUSSEN

Membran

Abb. 1-4: Schematische Darstellung der mdglichen Wirkungsweise des voltage sensors
eines spannungsgesteuerten lonenkanals. Oben: Bei positiv geladener MembranaufRenseite
wird der gleichnamig geladene voltage sensor abgestoRen und dreht sich von der Oberfl&che
weg. Unten: Eine Umkehr des Potenzials bewirkt eine Bewegung des Sensors, damit
verbund[f]ne strukturelle Veranderungen im Protein und in diesem Fall ein Offnen des
Kanals.

Eine eigene Gruppe dieser spannungsgesteuerten lonenkanale stellen die Porine
(Abschnitt 1.3) dar, welche sich hauptsachlich in der dufReren Membran von
gram-negativen Bakterien und der &ufleren Membran der Mitochondrien bzw.
Chloroplasten eukaryontischer Zellen befinden. Diese groBlen p-barrel Proteine
besitzen nur eine maRige Selektivitdt und lassen mitunter auch in geschlossenem
Zustand noch lonen und kleine Metaboliten passieren. Fiir diese Organellen und
Bakterien ist es deshalb essentiell, neben der Porin enthaltenden duReren Membran
noch eine innere, hochselektive Membran zu besitzen. Die auffallige Ahnlichkeit im
Aufbau und den Eigenschaften dieser doppelten Zellmembran bei Bakterien und
Mitochondrien  bzw.  Chloroplasten ist eine der Grundlagen  der

Endosymbiontentheorie. !




Das bakterielle Porin OmpF

1.3 Das bakterielle Porin OmpF

Gram-negative Bakterien wie beispielsweise Escherichia coli besitzen zwei
Zellmembranen, die ihr Zytosol vom umgebenden Medium abtrennen. Wéhrend die
innere der beiden Membranen auch lonen und kleine Metaboliten nur selektiv und
kontrolliert transportiert, stellt die &uflere Membran eine vergleichsweise
durchléssige Barriere dar, die vor allem die Aufgabe besitzt, das Bakterium vor
schédlichen, relativ groflen Molekilen wie Fremd-DNA oder Antibiotika zu
schutzen. Diese duBere Membran besitzt eine siebartige Struktur, welche durch
wassergefiillte Poren hervorgerufen wird, die einen GroRteil (70 % und mehr) der
Zelloberflache ausmachen.! Gebildet werden diese Poren von integralen
Membranproteinen, die aufgrund ihrer speziellen Struktur hydrophile Kanéle

innerhalb einer Membran bilden und deshalb als Porine bezeichnet werden.[”

Abb. 1-5: Struktur des Porins OmpF aus der &uferen Zellmembran des Bakteriums
Salmonella typhi, erhalten durch Rontgenstrukturanalyse mit einer Auflésung von 2,8 A
Gezeigt ist das in vivo vorliegende Proteintrimer bestehend aus drei Monomeren (rot, blau,
grun). Ein Monomer besteht aus 16 B-Faltblattern, welche sich zu einem B-barrel anordnen.
Jedes dieser B-barrels wird durch einen Abschnitt (loop) des Proteins verengt, welcher
zusammen mit den hydrophilen Seitenketten der inneren Porenwand fiir die Selektivitat des
Kanals verantwortlich ist (PDB-ID: 3NSG).

Ein gut charakterisiertes Porin aus der dufleren Membran gram-negativer Bakterien
ist das outer membrane protein F (OmpF), welches einen passiven und wenig
selektiven Transport von Molekiilen bis zu einer GroRe von ca. 600 Da erlaubt.!*%

Ein Monomer des in der Membran stets als Trimer vorliegenden Proteins zeigt das
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1. Einleitung

fur alle Porine charakteristische Hauptmotiv der Tertidrstruktur dieser Proteinklasse:
Typischerweise 12 bis 18 B-Faltblatt Sekundirstrukturen bilden ein B-barrel aus
(Abb. 1-5).

Innerhalb dieser B-barrel Strukturen zeigen vor allem hydrophobe Seitenketten des
Proteins nach auflen, was die Einlagerung der Struktur in die Membran ermdglicht.
Die vornehmlich hydrophilen Seitenketten der Innenwand des barrels ermdglichen
hingegen eine Passage hydrophiler und/oder geladener Metaboliten und lonen durch
die Membran. Die Art und Ladung der beteiligten Aminosduren, sowie die
Verengung der Pore durch nicht zum B-barrel gehérende Proteinabschnitte (loops)

bewirken eine gewisse Selektivitat im Bezug auf die transportierten Spezies.

Elektrophysiologische Untersuchungen am OmpF ergaben eine Leitfahigkeit eines
Monomers von G =1,5nS in 1 M KCI. Weiterhin ist dieses Molekil in der Lage ein

uber die Membran anliegendes Potenzial zu detektieren und darauf zu reagieren.

2s

150 pA 'l s R Y T 03

s -+ c

Abb. 1-6: Kanalaktivitat eines OmpF- Trimers in einer poreniiberspannenden Membran
bestehend aus DPhPC, gemessen in 1M KCI, 1mM CaCl,, pH6,0. Die bei einem
Transmembranpotenzial von Uy, = 100 mV detektierten Spriinge im Stromsignal entsprechen
nach Gleichung (3-7) im Mittel einer Leitfahigkeitsdifferenz von AG = (1,4 £0,2) nS. Die
einzelnen Stromlevel werden einem vollstdndig geschlossenen Trimer (closed, C) bzw.
unabhangig voneinander 6ffnenden Monomeren (open, O; - O3) zugeordnet.™

In poreniiberspannenden Membranen (siehe Abschnitt 1.6.3) konnte nachgewiesen

werden, dass die einzelnen  Monomere  bei  einem  applizierten
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Das mitochondriale Porin VDAC1

Transmembranpotenzial von Uy, = 100 mV schlieRen, was sich in diskreten Spriingen
im detektierten Stromsignal duRert (Abb. 1-6). Die resultierenden Spriinge im
Stromsignal bewegen sich zwischen vier diskreten Stromniveaus, was einem
vollstdndig geschlossenen Trimer bzw. einzelnen, 6ffnenden und schlieenden
Monomeren entspricht. Die aus den Differenzen des Transmembranstroms nach
Gleichung (3-7) ermittelten Leitfahigkeitsdifferenzen betragen AG = (1,4 £0,2) nS
in1 M KCL.IM

1.4 Das mitochondriale Porin VDAC1

Mit circa 10.000 Molekdiilen pro Mitochondrium ist der voltage dependent anion
channel (VDAC) das hdufigste Protein in dessen &uflerer Membran (outer
mitochondrial membrane, OMM).*?l Die wesentlichen Eigenschaften des VDACs
wurden im Zuge der Evolution offenbar schon sehr frih festgelegt, da zwar die
Primarstruktur, nicht jedoch das fiir die eigentliche Funktion entscheidende Muster
von hydrophoben und hydrophilen Bereichen innerhalb der Polypeptidkette in so
verschiedenen Organismen wie héheren Pflanzen, Hefen oder Saugetieren variiert.[**!
Aufgrund dieser Tatsache und seiner strukturellen Eignung als Transportkanal wird
der hdaufigsten von drei Isoformen, VDACI1, eine zentrale Rolle z.B. im

Metabolismus der Mitochondrien einer Zelle zugeschrieben.

1.4.1 Struktur

Bei VDAC1 handelt es sich um ein integrales Membranprotein, welches aus
insgesamt 283 Aminosduren besteht und eine Masse von etwa Mypaci = 31,8 kDa
aufweist™  Mangels hochauflssender ~Methoden, welche eine  genaue
3D-Strukturbestimmung auf atomarer Ebene erlauben, wurden strukturelle
Erkenntnisse Uber den VDACL1 Aufbau, also die genaue rdumliche Anordnung der
Polypeptidkette, seit seiner Entdeckung Ende der 1970er Jahre aus verschiedenen,
hauptsachlich elektrophysiologischen Experimenten indirekt abgeleitet. Im Jahre

2008 wurde die Struktur durch drei Arbeitsgruppen unabhangig voneinander geldst,
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1. Einleitung

wobei eine Bestimmung der Struktur von VDAC1 mit einer Auflésung von bis zu
2,3 A erreicht werden konnte. Zu diesem Zweck wurden neben Réntgenbeugung an
Proteinkristallen™ auch solid state NMR an VDAC1 solubilisiert in
Detergensmizellen™  sowie ein  Hybrid aus beiden Methoden™  zur
Strukturaufklarung verwendet. Die erhaltenen Ergebnisse wiesen ein sehr hohes Maf}
an Ubereinstimmung auf. Demnach bildet eine aus 19 p-Faltblattern bestehende Pore
(B-barrel) das Hauptstrukturmotiv, wahrend die ersten ca. 20 Aminosduren des

N-Terminus sich zu einer quer in dieser Pore liegenden a-Helix anordnen (Abb. 1-7).

Abb. 1-7: Struktur der Isoform 1 des voltage dependent anion channels (VDAC1). Eine Pore
der Dimension (3,2 x 4,5 x 4,0) nm3 wird von 19 B-Faltblatt Strukturen gebildet, die ersten
20 Aminosduren sind zu einer quer in dieser Pore liegenden a-Helix angeordnet. Die
spektrale Farbgebung folgt dem Verlauf der Primdrsequenz vom N-Terminus (blau) zum
C-Terminus (rot) (PDB-1D: 2JK4).

Die Anordnung von mehreren B-Faltblattstrukturen zu (-barrels, welche die
Lipidmembran durchspannen, ist ein auch von anderen Porinen bekanntes Motiv*®!
und erlaubt den selektiven  Stofftransport  zwischen  verschiedenen
Zellkompartimenten (vgl. Abschnitt 1.3). Die N-terminale Helix, die in etwa auf
mittlerer HOhe in der Pore liegt und diese dadurch erheblich verengt, ist hingegen
eine Besonderheit der VDAC-Proteine. Auch die ungerade Anzahl der beteiligten
B-Faltblattstrukturen stellt eine Besonderheit dar. Bei dieser Anordnung mussen
zwangslaufig zwei von ihnen parallel verlaufen (in Abb. 1-7 als ein dunkelblaues und
ein parallel dazu laufendes rotes Faltblatt dargestellt), was eine instabile Anordnung
der B-Faltblatter p1 und p19 zur Folge hat.
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1.4.2 Elektrophysiologie des VDACL1

Auch das VDAC-Protein ist in der Lage, ein Uber die Lipidmembran verlaufendes
elektrisches Potential zu detektieren und darauf zu reagieren. Die ersten Erkenntnisse
uber die Eigenschaften von VDAC1 gehen auf elektrophysiologische
Untersuchungen &uBerer Mitochondrienmembranen zurtick.!”? Verschiedene aus
Paramecium aurelia erhaltene Membranpréparationen wurden zunéchst mit
Asolectin (einem aus Sojabohnen extrahierten Lipidgemisch) und Hexan versetzt und
anschlieRend zu vorher préaparierten black lipid membranes (BLMs, Abschnitt 1.6.1)
gegeben. Wurde an die so erzeugten BLMs ein Transmembranpotenzial von
Un =40 mV angelegt (Abb. 1-8 A), so zeigte sich, dass der resultierende Strom von
einem hoheren Anfangswert uber einen Zeitraum im Minutenbereich auf ein zweites,
niedrigeres Level abfiel. War ein konstantes Stromlevel erreicht, so konnte die
Membran durch kurzes Abschalten des Membranpotenzials auf U, = 0 mV wieder
depolarisiert werden. Wurde das Potential nur fir eine Millisekunde abgeschaltet
(Abb. 1-8 B), so wurde bei anschlieBendem Zurtickschalten auf Up, =40 mV nicht
wieder das hohe Anfangslevel erreicht. Nach einer halben Sekunde bei Uyn =0 mV
und erneutem Anlegen von Uy, =40 mV konnte dieses Level wieder erreicht werden
(Abb. 1-8 C). Aus diesem Ergebnis wurde zundchst der Schluss gezogen, dass die
Membran Proteine enthalten musste, welche die angelegte Spannung detektieren und
auf diese mit einer Verminderung ihrer Leitféahigkeit reagieren konnten. Anders als
durch solch einen aktiven Prozess innerhalb der Membran war dieser reproduzierbare
Abfall des Transmembranstroms nicht erklarlich. Weiterhin wurde nach langerem
Depolarisieren der Membran bei erneuter Applikation einer Spannung wieder exakt

das anfénglich beobachtete Stromlevel erreicht.

11



1. Einleitung

A:0—40mV c:0 m\+/ (500 ms)
¥

B: 0 mV (1 ms) ‘

.
™ WMMM W’M

Wﬂwml% WN\MMI fol

Abb. 1-8: Stromantwort einer BLM bestehend aus Asolectin mit enthaltenen
Membranfragmenten aus Paramecium aurelia. A: Anlegen eines Transmembranpotenzials
von Uy, =40 mV resultiert in einem sprunghaften Anstieg des Transmembranstroms. Ein
anschlieBend beobachteter Abfall des Stroms auf einen niedrigeren Wert (iber mehrere
Minuten legt die Anwesenheit von auf die Spannung reagierenden Proteinen nahe. B: Ein
Depolarisieren der Membran fiir eine Millisekunde fuhrt zu einem wieder erhéhten Strom
bei erneut anliegendem Potential. Dieser Strom ist allerdings geringer, als der anfanglich
detektierte. C: Ein Depolarisieren der Membran fur 500 ms resultiert nach erneutem Anlegen
des Potenzials in einem Transmembranstrom, der gleich dem anfanglich beobachteten ist.!*”?

Hieraus wurde abgeleitet, dass die enthaltenen Proteine durch die transiente
Abwesenheit eines Potenzials wieder in einen Zustand hdoherer Leitfahigkeit
iibergehen, also ,,6ffnen* konnten. Dieser Prozess wurde genau wie das ,,SchlieBen*
als relativ langsam betrachtet, da nur ein kurzes Depolarisieren von tgepor = 1 ms nicht
ein Offnen aller beteiligten Proteine zur Folge hatte. Zwar konnten noch keine
Stromsignale einzelner Proteine aufgelost und daraus eine genaue Leitfahigkeit
bestimmt werden, die hohere Affinitat des Proteins im offenen Zustand fiir Anionen
gegenliber Kationen wurde aber detektiert und das Protein zusammenfassend als

,voltage dependent anion channel* (VDAC) benannt.[*®!

Eine genauere Bestimmung der Leitfahigkeit dieses lonenkanals wurde moglich, als
es gelang, die Insertion einzelner Proteine in eine Lipidmembran zu detektieren.

Hierbei wird standardméaliig zunachst eine BLM prépariert, indem Asolectin, egg-PC
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Das mitochondriale Porin VDAC1

oder andere Lipide bzw. Lipidmischungen gel6st in Alkanen wie Dekan oder Oktan
tber Offnungen mit Durchmessern im Mikro- bis Millimeterbereich gepainted
werden (siehe Abschnitt 1.6.1). Wird ein Membranprotein, welches beispielsweise
durch ein Detergens in wassrigem Medium léslich gehalten wird, hinzugegeben, so
ergeben sich bei angelegtem Transmembranpotenzial diskrete Springe im
aufgezeichneten Stromsignal (Abb. 1-9).

0.1 nA
2 min
—
SO N o S

Abb. 1-9: Springe im Stromsignal nach Zugabe von VDAC1 zu einer Membran bestehend
aus Phosphatidylcholin/Cholesterin im Verhaltnis 3:1 (w/w). Das Experiment wurde bei
einem Transmembranpotenzial von U, =10mV in 1,15 M KCI, 5 mM HEPES, pH 7,0
durchgefiihrt.*!

Diese Sprunge werden darauf zurlickgefiihrt, dass einzelne Proteine spontan in die
BLM insertieren und so einen genau definierten Anstieg des Stroms hervorrufen.
Dies ist mdglich, da das Detergens, welche die hydrophoben Membranproteine in

Losung hélt, bei Proteinzugabe schlagartig verdinnt wird.

In einem zweiten Schritt wird das Stromsignal unter Beachtung des jeweils
anliegenden Potenzials nach Gleichung (3-7) in die korrespondierende Leitfédhigkeit
umgerechnet. Die Amplituden aller beobachteten Springe werden in einem
Histogramm  aufgetragen,  welches  Aufschluss Uber alle beteiligten

Leitfahigkeitsspriinge gibt (Abb. 1-10) und im Idealfall eine Bestimmung der
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1. Einleitung

mittleren Leitfdhigkeit durch die Anpassung einer Normalverteilung nach
Gleichung (4-2) zulésst.

30 B 12— T "~T T ° |
B
<
z o4
% 20 i 0'—1 ! 1 | 1 1
'S 250 270 290
0 t(s)
a_?
10 | -
[ ] .
1 2 3 < 5 6 7 8 9
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Abb. 1-10: Leitfahigkeitsamplituden der detektierten Spriinge im Signal einer Membran
bestehend aus DPhPC nach Zugabe von VDAC1 (Inset, Pfeil) gemessen bei einem
Transmembranpotenzial von U,=10mV in 1M KCI. Aus insgesamt 94 detektierten
Ereignissen wurde eine mittlere Leitfahigkeit von G = 4,5 nS berechnet.[*’!

Aus einer Vielzahl solcher Experimente unter verschiedenen Bedingungen ergab sich
die Leitfahigkeit des offenen Zustands des VDAC1 zu ungefahr G, =4nS in
1 M Elektrolytlosung.™ Diese Art der Bestimmung wird bei niedrigem
Membranpotenzial, typischerweise Uy, = 10 mV, durchgefiihrt, um zu gewahrleisten,

dass sich die insertierenden Kanale im offenen Zustand befinden.

Sobald der Stromfluss (ber eine solche BLM einen konstanten Maximalwert der
Leitfahigkeit Gnax erreicht hat, wird ein erhohtes Potenzial im Bereich von
U =40 mV Uber die Membran appliziert. Dies hat nach einem sprunghaften Anstieg
aufgrund des erhéhten Potenzials einen Abfall des Stroms in Form diskreter Spriinge
im Signal zur Folge (Abb. 1-11), welche im Mittel ungeféhr die halbe Leitfahigkeit
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des offenen Zustands aufweisen. Da diese Phanomen als Schlielen des
VDAC1-Proteins interpretiert wird, ergibt sich aus der Differenz der Leitfahigkeit
dieser Stufen und der bei der Insertion offener Kanile beobachteten eine

Leitfahigkeit des geschlossenen Zustands von circa G, = 2 nS.

- Gax (40 mV)
[200 oA
Zugabe VDAC
l Gin (40 mV)
f Gpax (10 MV)
10 —» 40 mV
~v A T T T T y v y u T v v v T
050 80 90 100 lio 120 130 K40 150 160 I70 180 190
t/s

Abb. 1-11: Zu einer Membran wurde bei einem anliegenden Transmembranpotenzial von
Un =10 mV VDACL gegeben (t=0s), was einen Anstieg des Transmembranstroms in
mehreren Stufen zu Folge hat. Bei Erreichen eines Maximalwerts I, wurde das Potenzial
auf U, =40 mV erhéht, was einen sprunghaften Anstieg gefolgt von einer stufenweisen
Abnahme des Stroms zur Folge hat.??

Auch hier wird das Signal aufgezeichnet, bis nach typischerweise einigen Minuten

ein konstantes, niedrigeres Stromlevel erreicht ist.

Zur Ermittlung der Spannungsabhéngigkeit des VDAC1-Proteins wird dieses
Stromlevel mit minimaler Leitfahigkeit bei verschiedenen Spannungen bestimmt und
in Relation zur maximalen Leitfahigkeit (Gmax, In der Literatur auch als Gg
bezeichnet) der beobachteten Préparation gesetzt, welche standardmaRig bei einem
Potenzial von U, =10mV ermittelt wird. Die Spannungsabhéangigkeit kann nur
relativ zu diesen Maximal- bzw. Minimalwerten der Leitfahigkeit ermittelt werden,
da jede BLM per se einen variablen Widerstand aufweist und daher einen
Transmembranstrom unterschiedlicher Hohe bei einem bestimmten Potenzial zul&sst.
Weiterhin kann bei dieser Versuchsdurchfuhrung nicht ausgeschlossen werden, dass
nicht ein Teil des detektierten Stroms durch unbeabsichtigt zusatzlich vorhandene

spannungsunabhangige Proteine oder Fehlstellen in der Membran fliel3t, weswegen
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1. Einleitung

nur der spannungsabhéngig veranderlichen Teil der Leitfahigkeit isoliert betrachtet

wird.

Unklarheit herrscht sowohl tber den Mechanismus des voltage sensings, also der
Fahigkeit des Proteins, ein Uber eine Membran anliegendes elektrisches Potential
Uberhaupt zu detektieren, als auch Uber die molekularen Grundlagen der
beobachteten Transformation hin zu weniger leitfahigen Zustéanden, also des voltage

gatings.

Abb. 1-12: Mdgliche Ursache des voltage gatings des VDACL. Die N-terminale Helix (rot)
ist (ber eine Region hoher Beweglichkeit (hinge region, blau eingekreist) mit der Wand des
B-barrels verbunden. Eine Bewegung innerhalb der Pore konnte den lonen- und
Metabolitenaustausch zwischen Mitochondrium und Zytosol regulieren.

Gegenstand verschiedener Theorien ist es, das Phanomen des voltage gatings dieses
Kanals anhand der Rontgentruktur auf molekularer Ebene zu erkléaren. Ein Ansatz
befasst sich mit einer Bewegung der N-terminalen a-Helix (Abb. 1-12, rot) innerhalb
der Pore.l' Da diese Helix auf Grund ihrer zentralen Lage die Pore verengt, konnte

eine Lageveranderung den lonen- und Metabolitentransport limitieren.
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Weiterhin ist die Helix uber eine Aminosaureabfolge der Primarstruktur mit einer
uberproportionalen H&ufung der kleinen und ungeladenen Aminoséure Glycin
(glycine rich sequence, GRS) mit dem B-barrel verbunden (Abb. 1-12, blau
eingekreist).!”® Dieses auch aus anderen Proteinen bekannte Priméarstrukturmotiv
zeichnet sich durch eine hohe Beweglichkeit innerhalb der Peptidkette aus, kann als
eine Art Scharnier fungieren und somit prinzipiell eine Bewegung der Helix

innerhalb der Pore ermdglichen.

1.4.3 Vorkommen und Funktion

Der spannungsgesteuerte lonenkanal VDACL ist das haufigste Protein der &ul3eren
Mitochondrienmembran (outer mitochondrial membrane, OMM)®? und tibernimmt
als groRer Transportkanal eine zentrale Rolle in der mitochondrialen Atmung. Diese
umfasst den Austausch der fir die im Mitochondrium stattfindenden Prozesse wie
den Citratzyklus und die Atmungskette notwendigen Metaboliten (ATP, ADP,
NADH, Citrat, etc.) zwischen mitochondrialer Matrix und dem Zytosol. Transportiert
der Kanal im offenen Zustand bevorzugt anionische Metaboliten, so weist der
geschlossene Zustand eine leichte Préaferenz fir Kationen auf.”? Aufgrund des
anionischen Charakters der wichtigsten tber die OMM transportierten Metaboliten
(vide supra) wird Uber eine Art Steuerungsfunktion des VDACSs fur verschiedene
Prozesse in der Zelle diskutiert, die auf der Kommunikation zwischen

Mitochondrium und Zytosol beruhen.!
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Abb. 1-13: Ubersicht der wichtigsten Funktionen, die VDAC1 als zentrales Transportprotein
der &uBeren Mitochondrienmembran vermutlich Gibernimmt.”® Neben dem Transport von
lonen wie Ca*" und Mg®* wird iiber eine zentrale Rolle von VDAC1 vor allem innerhalb der
mitochondrialen Atmung (A) und der Ausschittung von Cytochrom c im Zuge der Apoptose
(B) spekuliert.

Dartiber hinaus wird VDAC1 aufgrund seiner zentralen Position in der
Kommunikation zwischen Mitochondrium und Zytosol momentan als eines der

entscheidenden Proteine in der Regulation der Apoptose angesehen (Review: 7).

1.4.4 VDACI als Mediator der Apoptose

Die Uberexpression von VDAC1 in Mause- und Rattenzellen® oder auch in
Reiszellen® fiihrt auch in Abwesenheit anderer Apoptose auslésender Stimuli zum
programmierten Zelltod. Demgegenuber konnte durch die Dampfung der
VDACI1-Expression der flr Tumorzellen typische hohe ATP-Gehalt im Zytosol und

das Wachstum von Tumorzellen vermindert werden.2”! Der genaue Mechanismus
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dieser Interaktion mit dem komplexen Netzwerk der Apoptose-Steuerung innerhalb
einer Zelle ist unklar, allerdings existieren verschiedenen Ansétze, die einen
Zusammenhang von VDACL und dem programmierten Zelltod diskutieren.”
Besondere Aufmerksamkeit wird der Rolle von VDAC1 bei der Beeintréachtigung der
mitochondrialen Atmung und der sukzessiven Ausschittung von Cytochrom c
(Cyt ¢) aus dem Mitochondrium ins Zytosol gewidmet, da diese Prozesse als zentrale
Signale fur die Einleitung der Apoptose gelten.®? Abb. 1-14 fasst einige der

gangigsten momentan diskutierten Theorien zu diesem Phanomen zusammen.®
(&)
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Abb. 1-14: Zusammenfassung der géngigsten Theorien zur Initialisierung der Apoptose
infolge der Ausschuttung von Cytochrom c¢ (Cytc) aus dem Intermembranraum des
Mitochondriums ins Zytosol.”®! Unter anderem wird das Reien der OMM als Reaktion auf
das SchlieBen der VDAC1-Proteine (B.) oder der Transport von Cytc durch
VDAC-Oligomere (H.) diskutiert. Auch wird iiber die Bildung von ,,Superporen“®®¥ unter
Beteiligung von VDACL1 und anderen Proteinen spekuliert (A./F.).

Es wird unter anderem vermutet, dass ein SchlieBen der VDAC-Proteine in der
OMM ein Zusammenbrechen des Metabolittransports zwischen Mitochondrium und

Zytosol zu Folge hat, was zum Anschwellen und schliel}lich Reien der OMM
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fuhrt.*¥ Als Ausloser dieses Vorgangs wird ein Anstieg des Ca**-Gehalts im Zytosol
vermutet. Tatsdchlich zeigt sich, dass VADC1 im geschlossenen Zustand eine
wesentlich hohere Transportkapazitat fiir Ca** aufweist und dieses daher besser in
den Intermembranraum des Mitochondriums transportieren kann.®) Die damit
verbundene Depolarisation der Mitochondrien scheint dann den Metabolittransport
zu unterbinden und in der unkontrollierten Ausschiittung von Cyt ¢ zu minden. Dies
ist wiederum ein wichtiges Signal fur die Einleitung sowohl der Apoptose, als auch
der unkontrollierten Form des Zelltods, der Nekrose.®

Einen weiteren Hinweis auf die Relevanz eines Schlielens des VDACL liefert die
Interaktion dieses lonenkanals mit dem antiapoptotischen Protein Bcl-x.. Dieses
Protein kann die Initialisierung der Apoptose unterdriicken, indem es die
Ausschiittung von Cytc ins Zytosol verhindert.®”! Auch hier ist der genaue
Mechanismus unbekannt, es konnte aber nachgewiesen werden, dass Bcl-x, VDAC1
dauerhaft in seinem offenen, hoher leitfahigen Zustand stabilisiert.”®! Dies konnte
das Zusammenbrechen des Metabolittransports und somit die Einleitung der
Apoptose verhindern. Fir das proapoptotische Oligonukleotid G31395% konnte
demgegeniiber gezeigt werden, dass es VDAC1 schlieft.*? Daraufhin wurde der
Transport von ADP ins Mitochondrium vermindert, was wiederum die Einleitung der

Apoptose induziert.[*!

Ein charakteristisches Merkmal von Krebszellen ist es, die Apoptose auch in
Anwesenheit proapoptotischer Stimuli unterdriicken zu konnen.? Das gezielte
Offnen bzw. SchlieRen des VDAC1 konnte also einen Angriffspunkt fiir neue
Medikamente, beispielsweise in der Krebstherapie, darstellen. Aus diesem Grund
besteht Interesse daran, das Phdnomen des gatings von VDACL1 auf molekularer
Ebene besser zu verstehen, um ggf. maligeschneiderte Wirkstoffe fiir diesen Zweck
herstellen zu kénnen. Verschiedene Studien befassen sich daher mit der Aufklarung

des gatings auf molekularer Ebene anhand der Réntgenstruktur des Kanals.

So gut wie alle elektrophysiologischen Studien zu diesem Thema wurden bisher an
I6sungsmittelhaltigen Membranen durchgefiihrt, die in der Regel eine Vielzahl an

VDAC-Proteinen enthielten. Es ist allerdings kaum mdglich, aus dem beobachteten
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Verhalten eines VDAC-Ensembles auf das Verhalten nur eines einzelnen Kanals zu
schliel3en, da dieser nicht unabhdngig von den anderen analysiert werden kann.

Ziel dieser Arbeit war es daher, das gating des VDAC1 auf Einzelkanalebene in
I6sungsmittefreien Membranen zu untersuchen und die erhaltenen Ergebnisse mit
den bisher in der Literatur beschriebenen Eigenschaften des VDACL zu vergleichen.
Von besonderem Interesse war die Untersuchung der Moglichkeit, ein einzelnes
Protein gezielt tber die Variation des Transmembranpotenzials vom offenen in den

geschlossenen Zustand zu Uberfihren.

1.5 Antimikrobielle Peptide

Antimikrobielle Peptide (AMPs) stellen einen Abwehrmechanismus hoherer
Lebewesen gegen pathogene Pilze und Bakterien dar (Review: “®). Diese relativ
kleinen Peptide sind in der Lage, selektiv Erreger wie beispielsweise Staphylococcus
aureus, Salmonella thyphimurium oder Candida albicans abzutsten.[*) Im Gegensatz
zu nicht-Peptid Antibiotika wie Methicillin oder Isoniazid sind sie zwar weniger
effektiv, es konnten sich allerdings bisher keine Resistenzen gegen diese
Peptidklasse ausbilden. Ihre Wirksamkeit gegen multiresistente Keime!® und die
generelle Maglichkeit, kleinere Peptide beliebiger Aminosaureabfolge groRtechnisch
herzustellen,“®! macht die Erforschung der Struktur und Wirkungsweise der AMPs
zu einem wichtigen Aspekt in der Herstellung neuer und wirksamerer Antibiotika.!”!
Das Hauptproblem im Design wirksamer artifizieller Peptid-Antibiotika stellt die
Abwesenheit einer Erklarung des genauen Wirkmechanismus auf molekularer Ebene
dar.[*®) Bei AMPs handelt es sich um einige hundert bisher identifizierte Peptide,
deren einzige Gemeinsamkeit darin zu bestehen scheint, sich in eine Form falten zu
konnen, die dem aktiven AMP amphipathische Eigenschaften verleiht.*! Der
hydrophile Teil wird von polaren und ansonsten fast ausschliellich positiv geladenen
Aminosauren gebildet, was eine hypothetische Erklarung der Selektivitat gegeniiber
bakteriellen Membranen liefert. Im Gegensatz zu den Zellmembranen hoherer
Lebewesen, bestehen bakterielle Membranen auch auf ihrer AuBenseite unter
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1. Einleitung

anderem aus negativ geladenen Lipiden (z.B. Phosphatidylserin, PS) und
unterscheiden sich weiterhin in ihrer Zusammensetzung von den Membranen hoherer
Lebewesen.* So  kénnen kationische AMPs aufgrund elektrostatischer

Wechselwirkungen bevorzugt bakterielle Membranen angreifen (Abb. 1-15).

Kationisches AMP
-I-
‘J)' v
H

Hydrophobe ydrophobe & elektrostatische
Wechselwirkungen Wechselwirkungen

<«——— Innere Monoschicht ——»

<«——— Anionische Lipide (PS) — 5

Plasmamembran
multizellularer Organismen

Bakterielle Zellmembran

Abb. 1-15: Theorie zur Selektivitdit von kationischen AMPs gegenlber bakteriellen
Membranen (nach: ¥*). Neben der prinzipiell unterschiedlichen Zusammensetzung der
Bakterienmembran gegeniiber der Zellmembran héherer Tiere werden vor allem die negativ
geladenen Lipide (z. B. Phosphatidylserin, PS) in der &uferen Monoschicht fiir einen
selektiven Angriff bakterieller Membranen durch kationische AMPs verantwortlich
gemacht.*!

Die antibiotische Wirkung der AMPs wird hauptsachlich auf eine Perforation der
bakteriellen Zellmembran und eine damit verbundene effektive Totung dieser Zellen
zuriickgefuhrt. Eine Vielzahl molekulardynamischer Studien und biophysiologischer
Experimente haben zum Ziel, diesen Sachverhalt aufzukléaren, wobei die genauen
Mechanismen dieses Vorgangs bisher noch unbekannt sind.®® Abb. 1-161%! zeigt
eine  Simulation der Interaktion des AMPs Spinigerin®! mit einer
Phosphatidylethanolamin (PE)-Membran, wobei die positiv geladenen Bereiche des

a-helicalen Peptids blau markiert sind.
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AMP
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Outer leaflet
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Abb. 1-16: Méglicher Mechanismus der antimikrobiellen Wirkung von AMPs.F A:
Gezeigt ist eine molekulardynamische Simulation der Interaktion von Spinigerin® mit einer
POPE-Membran (rechte Spalte) mit jeweils einer korrespondierenden schematischen
Darstellung (linke Spalte). Die positiv geladenen Bereiche des a-helicalen AMPs sind blau
dargestellt. B: Nach Anndherung an die Membran kann sich das Protein aufgrund seines
amphiphilen Charakters in die duBere Schicht der Lipidmembran einlagern und diese
dadurch destabilisieren. C: Durchdringt das AMP die Membran vollstandig, fiihrt dies zum
Zusammenbruch elektrischer und chemischer Potentiale an der bakteriellen Membran.

100 nanoseconds

Nach Annéherung an die Membran kann sich das Protein auf Grund seines
amphiphilen Charakters in die &uRere Schicht der Lipidmembran einlagern. Das
damit verbundene Aufspreizen, Umordnen und Ausdinnen der Membran wird bei
vielen AMPs, die zu kurz sind, um die Membran vollstandig zu durchspannen (z. B.
Gramicidin S), als modus operandi postuliert. Weiterhin kann es zu einer
vollstandigen  Durchdringung der Membran kommen, wodurch fur die
Mikroorganismen  essenzielle  chemischen oder elektrischen  Potenziale

zusammenbrechen und damit das Absterben des Erregers bewirken.

Ein weitergehender Ansatz postuliert die Ausbildung von Poren aus mehreren AMPs

innerhalb der Membranen, wobei ein hohes MaR an Kooperativitidt zwischen den
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1. Einleitung

einzelnen Monomeren des betreffenden AMPs notwendig ist. Demnach lagern sich
die AMPs auf der Membranoberflache zusammen und sind in entsprechender

Konzentration in der Lage, Poren in der Membran zu bilden.

Abb. 1-17: Mdglicher Mechanismus der Porenbildung innerhalb einer Lipidmembran nach
dem barrel-stave Mechanismus.™ Die hydrophoben Teile der einzelnen Helices beteiligter
AMPs (dunkelblau) zeigen zum hydrophoben Inneren der Membran, wéhrend die
hydrophilen Bereiche (rot) eine fiir geladene Metaboliten gut passierbare Pore bilden.?

Bei diesem als barrel-stave (engl. Fassdaube) Mechanismus bezeichneten
Vorgang® nimmt die amphiphile Beschaffenheit der beteiligten Monomere eine
bedeutende Rolle ein. Die hydrophoben Teile der einzelnen Helices (Abb. 1-17,
dunkelblau) zeigen zum hydrophoben Inneren der Membran und ermdglichen so den
Aufbau eines stabilen Peptidoligomers in der Membran, wahrend die hydrophilen
Bereiche (Abb. 1-17, rot) eine fiir Wasser, geldste lonen und andere Metaboliten gut

passierbare Pore aushilden.*”

1.5.1 Dermcidin (DCD)

Eine der Haupteintrittspforten fir Krankheitserreger beim Menschen bildet die
Oberflache der Haut.”®! Auf ihr findet sich daher neben anderen AMPs auch das von
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den SchweiRdriisen sezernierte antimikrobielle Peptid Dermcidin (DCD).”¥ DCD
weist bereits in geringen Konzentrationen von cpcp = 1 pg/ml eine Aktivitat gegen
Erreger wie das Methicillin-resistente Staphylococcus aureus oder das
Rifampicin- und Isoniazid-resistente Mycobacterium tuberculosis auf.l* Das 48
Aminoséuren lange Peptid (genaue Sequenz unter PDB-ID: 2YMK) bildet eine
a-Helix, die unter physiologischen Bedingungen eine negative Gesamtladung von
Q =-2e aufweist und somit eine exklusive Stellung unter den hauptsachlich
kationischen AMPs einnimmt  (vgl. Abschnitt 1.5). Ein hauptsachlich auf
elektrostatischer Anziehung zwischen DCD und bakterieller Membran beruhender
Mechanismus (vgl. Abb. 1-15), kommt fir dieses Peptid daher nicht in Frage. Auch
die fur AMPs ungewohnliche Aktivitdt unter den in menschlichem Schweil3
vorherrschenden  Bedingungen und die  Unempfindlichkeit  gegeniber
lonenstarke- und pH-Veranderungen sind exklusive Eigenschaften des DCDs.
Schweil} besteht hauptséchlich aus Wasser, in welchem bei einem pH-Wert von
4,0-6,8 lonen wie Natrium (20-60 mM), Chlorid (20-80 mM) Kalium (10 mM), aber
auch zweiwertige lonen wie Magnesium und Zink geldst sind. Zinkionen kommt
eine besondere Bedeutung zu, da sie sich als essentiell fir die Wirkung von AMPs
gegen einige Mikroorganismen erwiesen haben.®? Aufgrund der Wirksamkeit
gegen multiresistente Keime ist ein tieferes Verstandnis der genauen Struktur und der
darauf beruhenden Wirkungsweise von DCD auch im Hinblick auf die Entwicklung

artifizieller AMPs von grof3er Bedeutung.

Die Réntgenstruktur von DCD wurde 2012 mit einer Auflésung von 2,5 A bestimmt,
wozu es in zinkhaltigem Puffer kristallisiert wurde."”! Es wurde eine hexamere
Struktur gefunden, bei der drei jeweils antiparallel angeordnete a-Helix Paare eine

8 nm lange und 4 nm breite zylindrische Kanalstruktur ausbilden (Abb. 1-18).
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Abb. 1-18: Struktur der aktiven Konformation des AMPs Dermcidin (DCD).* A: Je zwei
48 Aminoséuren lange o-helicale DCD-Monomere lagern sich antiparallel zu Dimeren
zusammen. Je nach Orientierung von C-Terminus (CT) und N-Terminus (NT) sind die
Monomere in blau oder orange dargestellt und mit a bzw. a* bezeichnet. Drei dieser Dimere
bilden ein Uber zwei unterschiedliche Kontaktflachen (interface, IF1 und IF2) verbundenes
Hexamer von 8 nm L&nge und 4 nm Durchmesser. An der Kontaktflache IF1 sind die
DCD-Dimere Uber Zinkionen verbunden. B: Struktur der Zinkbindungsstellen S1 an den
Enden des Hexamers. C: Struktur der Zinkbindungsstelle S2 in der Mitte des
DCD-Hexamers.

Die einzelnen Helices entsprechen den 48 Aminoséure langen DCD Monomeren. Sie
sind in Abb. 1-18 A je nach Orientierung ihrer Termini (N-Terminus/NT bzw.
C-Terminus/CT) orange oder blau dargestellt und mit a bzw. a* benannt. Jedes
Monomer interagiert Uber zwei unterschiedliche Kontaktflachen (interface, IF) mit
den jeweils benachbarten Monomeren. Wahrend IF2 hauptséchlich von Salzbriicken
stabilisiert wird, zeigt sich bei atomarer Auflésung, dass IF1 durch mehrere
Zn**-lonen stabilisiert wird, die an geeigneten Stellen zwischen den Helices

eingelagert sind.
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Eine von zwei terminalen Zn** Bindungsstellen (S1) und die zentrale Bindungsstelle
in der Mitte des Kanals (S2) sind in Abb. 1-18 B bzw. C vergroRert dargestellt. Die
Zinkionen werden vor allem von den Seitenketten der unter physiologischen
Bedingungen negativ geladenen Asparaginsédure (Einbuchstabencode: D) sowie
Histidinen (H) koordiniert, wobei sechs Zn?* lonen die negative Gesamtladung
(Q =-12e) dieses Hexamers neutralisieren.

A

Abb. 1-19: Verteilung von polaren bzw. geladenen Aminoséureseitenketten und
hydrophoben Seitenketten im DCD-Hexamer.F”! A: Alle der insgesamt 96 polaren oder
geladenen Seitenketten wie Serin (S, griin), Lysin (K, blau), Glutaminsaure (E, rot) und
Asparaginsaure (D, rot) der sechs Untereinheiten sind dem Inneren des Hexamers
zugewandt. B: Die dem hydrophoben Inneren der Lipidmembran zugewandte Aullenseite
des Hexamers besteht zu groRen Teilen aus hydrophoben Seitenketten wie Leucin (L) und
Valin (V). Die hydrophoben Bereiche der Proteinoberflache sind zur Verdeutlichung pink
dargestellt.

Weiterhin geht aus der Kiristallstruktur hervor, dass alle der 96 insgesamt
vorhandenen, ionisierbaren Seitenketten dem Inneren des Hexamers zugewandt sind
(Abb. 1-19 A, blau, grin und rot), wahrend die in funktionalem Zustand zum
Membraninneren zeigenden AuRenseite des Hexamers vor allem aus hydrophoben
Aminosduren besteht (Abb. 1-19 B, pink). Diese Ungleichverteilung von hydrophilen
im Gegensatz zu hydrophoben Aminosauren spricht flr die antimikrobielle Wirkung
dieses Peptids (vgl. barrel-stave Modell, Abb. 1-17). Molekulardynamische (MD)
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1. Einleitung

Simulationen basierend auf diesen strukturellen Daten liefern eine theoretische
lonenleitfahigkeit von Gy, = (108 + 11) pS in 1 M NaCL.F”

1.6 Artifizielle Lipidmembranen

In der pharmakologischen Forschung stellen Membranproteine momentan ca. 70 %
aller Angriffspunkte (targets) der verwendeten Wirkstoffe dar.®® So stehen durch in
Tumor- oder anderen pathologisch verdnderten Zellen (berexprimierte
Membranproteine hervorragende targets z. B. fir monoklonale Antikorper mit
spezifischer Wirkung gegen diese Veranderungen zur Verfugung.™ Diese zentrale
Rolle in der Entwicklung neuer Medikamente und verbesserter Therapien schwerer
Krankheiten machen integrale Membranproteine zu einem besonders beachteten
Gegenstand aktueller Forschung.

Bei Untersuchungen an nativen Membranen ist es durch das gleichzeitige
Vorhandensein verschiedener Proteine in der Membran nahezu unmdglich, die
spezifischen Eigenschaften nur eines bestimmten Proteins zu studieren. Daher wird
in vitro die Strategie verfolgt, nur jeweils ein Proteintyp aus biologischem Gewebe
zu extrahieren bzw. sie komplett zu synthetisieren und anschlielend exklusiv in
artifizielle Membransysteme neu einzubringen. Im Gegensatz zu wasserldslichen
Proteinen bendtigen Membranproteine eine stark hydrophobe Umgebung,
idealerweise jedoch eine Lipidmembran, um sich in ihre funktionelle Struktur falten
zu kénnen.® Aufgrund des komplexen Aufbaus biologischer Membranen!®! besteht
eine besondere Herausforderung bei deren Nachahmung darin, eine der natirlichen
maoglichst genau nachempfundene Zusammensetzung bereitzustellen, da diese die
Proteinstruktur und damit auch deren Funktion beeinflussen kann.[? So miissen aus
ca. 1000 verschiedenen natiirlich vorkommenden Lipiden geeignete Kombinationen
gefunden werden, um beispielweise eine unterschiedliche Dicke der hydrophoben
Bereiche von Lipidumgebung und inkorporiertem Membranprotein (hydrophobic

mismatch) zu vermeiden (vgl. Abb. 1-20).%
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Stretchin Bending Stretching Bending

Abb. 1-20: Schematische Darstellung zur Verdeutlichung des Effekts von unterschiedlicher
Dicke des hydrophoben Bereichs von Lipidmembran und inkorporiertem Membranprotein
(hydrophobic mismatch).® Ein integrales Membranprotein (Rechteck) ist schematisch in
Lipidschichten mit unterschiedlich langen hydrophoben Alkanketten der beteiligten Lipide
eingefligt. A: Der hydrophobe Bereich des Proteins (grau) stimmt in seinen Ausmafen | mit
der Dicke dy des hydrophoben Inneren der Lipidschicht Gberein. B: do < |, Die hydrophilen
Kopfgruppen der Lipide werden vom hydrophoben Bereich des Proteins nach aufien
gedréangt (streching). C: do > I, Der hydrophile Bereich des Proteins (hellblau) schiebt die
hydrophoben Seitenketten der Lipide zusammen (streching). In beiden letztgenannten Fallen
induziert der Dickenunterschied der hydrophoben Bereiche (hydrophobic mismatch, up)
weiterhin eine Kriimmung (bending) der Membran, beeinflusst so deren Mechanik und damit
auch inkorporierte Membranproteine.®?

Fur integrale Membranproteine, und hier insbesondere lonenkanale, muss weiterhin
gewdhrleistet sein, dass sich zu beiden Seiten der Membran ein wassriges
Kompartiment befindet. Andernfalls lieBen sich keine Aussagen (ber den Transport
bestimmter Molekile oder eine eventuelle Modulation der Leitféhigkeit treffen. Seit
Ende der 1950er Jahre wurden verschiedene Systeme entwickelt, um

Membranproteine in vitro in artifiziellen Lipidmembranen untersuchen zu kdnnen.

1.6.1 Black Lipid Membranes

1963 beschrieben Mueller, Rudin et al. die Préparation von sogenannten black lipid
membranes (BLMs).[64] Der Name dieser Membranen riihrt von ihrer Eigenschaft
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1. Einleitung
her, in erfolgreich prapariertem Zustand bei Betrachtung unter dem Lichtmikroskop

schwarz zu erscheinen (Abb. 1-21). Bei dieser Methode werden Lipide in
organischen Ldsungsmitteln wie Dekan oder Oktan geldst und mit einem dinnen
Pinsel (daher: painten von Membranen) oder einem Teflonstab Gber eine Offnung in
dinnen Glas- oder Teflonflichen appliziert. Diese Flachen trennen zwei
Pufferreservoire  voneinander und weisen Ublicherweise Offnungen  mit
Durchmessern im  Mikro- bis  Millimeterbereich auf. Durch spontane
Selbstorganisation der enthaltenen Lipide bilden sich die gewinschten
Lipiddoppelschichten aus, wobei das Losungsmittel vor allem in den Randregionen

der Membranen als sog. Plateau-Gibbs-Grenze enthalten bleibt.
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Abb. 1-21: Schematische Darstellung des Ausdinnens einer BLM. Die in organischem
Losungsmittel (gelb) geldsten Lipide (orange) organisieren sich zu einer Lipiddoppelschicht.
Die komplett ausgebildete Membran erscheint im optischen Mikroskop aufgrund
destruktiver Interferenz schwarz, restliches Ldsungsmittel bleibt als Plateau-Gibbs-Grenze
erhalten.

Obwohl die Praparation dieser Membranen unkompliziert ist und sie prinzipiell zur
Untersuchung von Membranproteinen geeignet sind, weisen sie doch zwei
entscheidende Nachteile auf. Zum einen besitzen sie durch die relativ grolRen von der
Membran (berspannten Poren eine geringe mechanische Stabilitdt, was sie sehr
anféllig z. B. gegenuber Erschiitterungen macht. Zum anderen beeinflusst das
verbleibende Losungsmittel die Membrandicke,® ihre Mechanik® ! und damit

letztlich auch die inkorporierten Membranproteine.
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Eine Weiterentwicklung dieser Art der BLM-Prdparation durch Montal und Mueller
benutzt daher wesentlich leichter fliichtige Losungsmittel wie Hexan oder Pentan, in
denen Lipide beliebiger Zusammensetzung zunéchst auf Puffer in zwei
Messkammern gespreitet werden.”® Beide Kammern sind hier wieder durch eine
dunne Teflonbarriere mit einer kleinen Offnung getrennt. Befindet sich der
Flussigkeitsstand zu Beginn der Préaparation unter dieser Offnung, so wird er in deren
Verlauf langsam auf ein Niveau uber der Offnung angehoben. Die mit ihren
hydrophilen Kopfgruppen zur Flissigkeit hin angeordneten Lipide konnen dann
innerhalb der kleinen Offnung mit ihren hydrophoben Alkylresten in Kontakt treten
und eine Membran ausbilden. Zwar kénnen so asymmetrisch zusammengesetzte
Membranen mit geringerem Ldsungsmittelanteil hergestellt werden, allerdings sind

auch diese relativ instabil und nicht 16sungsmittelfrei.

1.6.2 Unilamellare Lipidvesikel

Ein anderes Modellsystem zur in vitro Nachahmung von Lipidmembranen sind
Lipidvesikel, welche sich auch prinzipiell zur Rekonstitution von Membranproteinen

eignen.

Werden Lipide zundchst in geeigneter Weise getrocknet und anschliellend
rehydratisiert, schieben sich im zweiten Schritt Wassermolekiile des umgebenden
Mediums zwischen die einzelnen Lipidschichten und bewirken eine Abldsung
kugelformiger Lipidaggregate. Bei diesem als natural swelling (engl. normales
Anschwellen) bezeichneten Phdnomen bilden sich zunéchst vor allem im Falle von
Phosphatidylcholin (PC) und anderen zwitterionischen Lipiden multilamellare
Vesikel aus, bei denen mehrere Lipidschichten einen waéssrigen Innenraum
umkleiden.!™™ Um unilamellare Vesikel zu erzeugen, welche eine Lipiddoppelschicht
imitieren, stehen verschiedene Methoden zur Verfigung. Eine Behandlung mit
Ultraschall fiihrt beispielsweise zur Ausbildung von small unilamellar vesicles
(SUVs) mit Durchmessern von 20-100 nm,!? wahrend per Extrusion durch eine
porgse Carbonatmembran large unilamellar vesicles (LUVS) in der GréRenordnung
von 100-1000 nm erhalten werden konnen.[”®! Weiterhin sind noch groRere, sog.

giant unilamellar vesicles (GUVs) Uber die Methode des electroswelling (engl.
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Elektroformation) zugénglich,”‘” welche sich mit Durchmessern zwischen 1-100 um
im Bereich der GroRe durchschnittlicher eukaryontischer Zellen bewegen.!”™ Je nach
gewilinschter Anwendung stehen also Modellsysteme zur Verfugung, die nicht nur
uber frei definierbare Zusammensetzungen ohne Lésungsmittel, sondern auch tber
einheitliche GroRen und damit auch uber jeweils erforderliche Krummungen bzw.
Oberflachenspannungen verfuigen. Allerdings lassen sich elektrophysiologische
Messungen nur bedingt durchfiihren, da der Innenraum einzelner Vesikel nicht
(SUVs, LUVs) bzw. nur schlecht (GUVs) mittels Elektroden kontaktiert werden

kann.

1.6.3 Porentberspannende Membranen

Um die oben genannten Nachteile der bisherigen artifiziellen Membransysteme wie
geringe Stabilitdt (BLMs) oder eingeschrankte Eignung flr Untersuchungen an
lonenkanalen (GUVSs) zu vermeiden, wurden fir diese Art der Anwendung
poreniiberspannende Membranen entwickelt."® Wird eine Lipiddoppelschicht auf
einem pordsen Substrat (siehe Abschnitt 3.3) aufgebaut, ist Uber die freitragenden
Membranbereiche eine  Zuganglichkeit beider =~ Membranseiten zu den
Pufferreservoiren gewéhrleistet, wahrend die festkorperunterstiitzten Abschnitte der
Membran gleichzeitig eine wesentlich hohere Stabilitat gegeniiber klassischen

BLM-Systemen ermdglichen.
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Das mitochondriale Porin VDAC1

2 Zielsetzung

2.1 Das mitochondriale Porin VDAC1

Die Isoform 1 des voltage dependent anion channel (VDAC1) stellt mit ca. 10.000
Molekdilen pro Mitochondrium das haufigste Protein in dessen duBerer Membran dar.
Dieser lonenkanal kann zwischen einem Zustand hoher Leitfahigkeit bei geringem
Transmembranpotenzial Up, und einem Zustand geringer Leitfahigkeit bei

U = 30 mV wechseln, was einen Effekt auf fundamentale Ablaufe in einer Zelle hat.

Auf Basis der aktuell mit atomarer Auflésung bestimmten Struktur des
VDAC1-Molekuls (Abteilung Prof. Griesinger, MPIBPC, Gottingen) ist man daher
bestrebt, die molekularen Ursachen des Leitfahigkeitswechsel von VDAC1 zu

verstehen.

Ziel dieser Arbeit ist es, elektrophysiologische Experimente am natlrlich
vorkommenden wild type-VDAC1 sowie verschiedenen Mutanten durchzufihren,
um Informationen beispielsweise Uber die Spannungsabhangigkeit der
Offnungswahrscheinlichkeit des VDAC1 zu erhalten. VVon besondere Bedeutung sind
Experimente auf Einzelkanalebene, da nur bei dieser Art der Versuchsdurchfiihrung
die Eigenschaften eines einzelnen VDAC1-Molekiils erfasst und anhand der Struktur

diskutiert werden kdnnen.

Als Modellsystem dienen zum einen losungsmittelfreie Membranen, die durch das
Spreiten von Lipidvesikeln tber einer Pore in einer Borsilikatflache erhalten werden
kénnen. Zum anderen soll hinsichtlich einer  Automatisierung der
VDACI1-Experimente die Maoglichkeit untersucht werden, dieses Molekil in
porenuberspannende Membranen einzubringen und es in diesen langzeitstabilen

Systemen zu charakterisieren.
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2.2 Das antimikrobielle Peptid Dermcidin

Weiterhin soll mithilfe l16sungsmittelfreier Modellmembranen der Einfluss von
Zn**-lonen auf die Aktivitdt des antimikrobiellen Peptids Dermcidin (DCD) geklart
werden. Die Roéntgenstruktur von DCD (Abteilung Prof. Zeth, MPIEB, Tibigen)
zeigt ein DCD-Hexamer, welches eine Pore bildet, die von mehreren Zinkionen
stabilisiert wird. Darauf basierende molekulardynamische Simulationen (Abteilung
Prof. de Groot, MPIBPC, Géttingen) ergeben ohne die Beteiligung von Zn** eine

Dissoziation des DCD-Hexamers.

Die antimikrobielle Aktivitdt dieser Peptidklasse besteht hauptséchlich in der
Perforation ansonsten stabiler Lipidmembranen. Durch elektrophysiologische
Experimente unter zinkfreien Bedingungen sowie in Anwesenheit von Zn®*-lonen
soll die Bedeutung dieser lonen fir die Aktivitdt des DCD-Peptids und die damit
verbundenen physiologische Relevanz der Rontgenstruktur geklart werden.
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Verwendete Lipide

3 Materialien und Methoden

3.1 Verwendete Lipide

3.1.1 1,2-Diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DPhPC)

Das in der Natur lediglich in Archaeen vorkommende Phospholipid
1,2-Diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphocholin  (DPhPC, M = 846,25 g/mol) besitzt
zwei gesattigte Fettsaureketten (C16:0), die jeweils vierfach methyliert sind.’”!
Aufgrund dieser Modifikation zeigen Membranen, die aus DPhPC hergestellt
wurden, keine Phasenumwandlung im Temperaturbereich zwischen -120 und
+80 °Cl"™® und zeichnen sich durch eine hervorragende Stabilitat®” und elektrische
Dichtigkeit aus.” Allerdings sind die etwa 4,5nm dicken Doppelschichten®

rigide, was eine Integration von Membranproteinen erschwert.[®!

Abb. 3-1: Strukturformel von DPhPC.

3.1.2 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DOPC)

Im Gegensatz zu DPhPC besitzt 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DOPC,
M = 786,11 g/mol) zwei unverzweigte Fettsdurereste mit je einer cis-Doppelbindung
(C18:1 A®). Durch diese relativ sperrige Form kann DOPC die Fluiditat anderer
Lipidmembranen (z.B. aus DPhPC) deutlich erhéhen. Allein bildet es

Doppelschichten von ca. 5,5 nm Dicke aus.®?
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Abb. 3-2: Strukturformel von DOPC.

3.1.3 Cholesterol

Das Steroid Cholesterol (M = 386,65 g/mol) lagert sich aufgrund seines amphiphilen
Charakters in Lipidmembranen ein und beeinflusst deren physikalische und
mechanische Eigenschaften stark,'* %! wobei tierische Zellmembranen zu 23% aus
Cholesterol bestehen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde es, analog zu DOPC,
verwendet, um die Insertion von Membranproteinen in starre DPhPC-Membranen

oder -Vesikel zu erleichtern.

HO

Abb. 3-3: Strukturformel von Cholesterol.
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3.2 Herstellung poréser Aluminate

Da klassische, nur eine Pore mit relativ groem Durchmesser (berspannende
Lipiddoppelschichten (BLMs) erhebliche Nachteile in puncto Stabilitat aufweisen,
wurden im Rahmen dieser Arbeit auch festkdrperunterstitzte Membranen auf

pordsen Substraten verwendet (Abschnitt 1.6.3).

3.2.1 Theoretische Grundlagen

Zur Prdparation porenuberspannender Membranen wurde zunédchst als
Tréagermaterial Aluminiumoxid mit einer hochgeordneten pordsen Struktur aus
hochreinem Aluminium durch dessen Anodisierung hergestellt.248 Aluminium
l4sst sich durch sein niedriges Reduktionspotential von E = -1,676 V (AF** + 3¢ —
Al) leicht oxidieren, wobei es an Luft schnell von einer Aluminiumoxidschicht
uberzogen und so gegen eine weitere Oxidation passiviert wird. Durch das Anlegen
einer hohen Spannung von U =40 V lasst sich dieser Prozess weiter aufrecht
erhalten, wobei sich durch die geeignete Wahl der Reaktionsbedingungen die
Eigenschaften des erhaltenen Oxids weitestgehend kontrollieren lassen.®”! Auf
molekularer Ebene findet eine Oxidation von Al zu AP an der
Metalloxidgrenzflache statt, welches sich mit zu dieser Flachen diffundiertem O* zu
Al,O3 verbindet. Das verwendete Aluminium bildet direkt die Anode, wahrend die
korrespondierende Reduktion von Protonen zu molekularem Wasserstoff an der in
die Elektrolytlésung getauchte Kathode stattfindet.

Die dabei ablaufenden Prozesse sind in Abb. 3-4 A und B schematisch dargestellt,
wobei der Stromverlauf einer solchen Anodisierung in Abb. 3-4 C gezeigt ist
(nach: 8. Wird an ein entsprechend vorbereitetes und daher fast oxidfreies
Aluminiumpléttchen (siehe Abschnitt 3.2.3) eine hohe Spannung angelegt, so kommt
es sofort zur Ausbildung einer Barriereoxidschicht und damit zu einem rapiden
Abfall des detektierten Stroms (C, Phase 1).
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A B C

Elektrolyt

I1A

o v
0 500 1000 1500

t/s

0,00

Abb. 3-4: Schematische Darstellung der bei der Herstellung pordser Aluminate auftretenden
Prozesse (nach: ). A: Im das Aluminium bedeckenden Barriereoxid (1) entstehen durch
geringe UnregelméRigkeiten der Oberflache Schwankungen in der Feldstarke E eines
angelegten Potenzials (1I). Im Bereich hoher Feldstdrken wird das Porenwachstum
beschleunigt (I1l), wobei es aufgrund gegenseitiger Abstoflung zu einer hexagonalen
Anordnung der tiefer werdenden Poren kommt (IV). B: Elektrophoretische Mobilitat der
beteiligten lonen. Da das Aluminium als Anode geschaltet ist, wandern O%*-lonen aus der
Losung zum Aluminium und bilden dort das Oxid, wahrend wiederum AI** in Lésung geht.
C: Verlauf des vom applizierten Potenzial hervorgerufenen Stroms. Phasen I-1V entsprechen
denen aus A

Auf Grund der Rauheit der Aluminiumoxidoberflache ist diese Schicht nicht tberall
gleichméRig dick. Das uber diesen Bereich verlaufende elektrische Feld wird in den
lokalen Minima der Schichtdicke fokussiert, wobei die AI-O Bindungen hier
besonders stark polarisiert werden, was eine raschere Auflosung dieser Bereiche zur
Folge hat. Wéhrend sich so zunachst weitgehend ungeordnete Poren bilden, wéchst
auch der Strom und die generelle Wachstumsrate des Aluminiumoxids an (Phase 11).
Die entstehenden Poren beeinflussen sich gegenseitig, wahrend das kontinuierlich
wachsende Oxid oberhalb fiir weitere mechanische Spannungen innerhalb des
Materials sorgt (Phase Ill). Um diese Effekte zu minimieren, ordnen sich die
wachsenden Poren schlieBlich anndhernd hexagonal, also wabenférmig an, was den
Idealfall fiir die 2D-Verteilung kreisférmiger Spezies darstellt (Phase 1V). Der lber
ldngere Zeit zu beobachtende leichte Abfall des Stroms ist auf einen kontinuierlichen
Verbrauch des Elektrolyten und damit auf die Abnahme seiner Konzentration

zuruckzufihren.

Prinzipiell lassen sich auf diese Weise porose Substrate mit unterschiedlichen

Eigenschaften herstellen. Der Ordnungsgrad der Poren lasst sich durch
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unterschiedliche Wachstumsraten des Oxids steuern,’® wahrend Porentiefe und
damit auch Gesamtschichtdicke hauptséchlich von der Anodisierungsdauer
abhangen. Die Dicke der Porenbdden, der Porenabstand und vor allem der
Durchmesser der Poren lassen sich durch die verwendete Anodisierungsspannung
variieren. Weiterhin hat der verwendete Elektrolyt je nach seiner Fahigkeit, das
gebildete Aluminiumoxid wieder auflésen zu kdnnen, einen entscheidenden Einfluss
auf das Ergebnis.® So lassen sich Al, O3 Substrate in unterschiedlichen Dicken mit

Porendurchmessern zwischen 20-240 nm herstellen.®!

3.2.2 Herstellung hochgeordneter Al,O; Substrate

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ausschlieflich 200 pum  dicke

Aluminiumoxidsubstrate verwendet, die Poren mit 60 nm Durchmesser enthielten.

Als Ausgangsmaterial diente hochreines Aluminium (99,999 %, Goodfellow, Bad
Nauheim), welches bei einer Dicke von 0,5 cm in quadratische Stiicke mit je 2 cm
Kantenldnge zugeschnitten wurde. Diese Rohlinge wurden zundchst vor der
eigentlichen  Bearbeitung der Oberfliche fur 3h bei 500°C unter
Stickstoffatmosphére getempert, um die Homogenitét der Metallstruktur zu erhéhen.
Die derart vorbereiteten Plattchen wurden in eine geeignete, saurebestandige
Kammer aus Kunststoffen wie  Polytetrafluorethylen (Teflon®) oder
Polyoxymethylen (Delrin®) eingebaut. Es musste gewdhrleistet sein, dass die
Oberflache des Aluminiumsubstrats fir die Herstellung pordser Aluminate
zugénglich blieb, wéhrend die Unterseite mit der Anode des Aufbaus in Kontakt
stehen musste. Zu diesem Zweck wurden die Plattchen direkt auf einen als Anode
dienenden Kupferblock gelegt und mit einer becherformigen Kunststoffform
abgedeckt, welche Aussparungen definierter GroRe in ihrem Boden enthielt. Dieser
Aufbau konnte sowohl mittels einer Heizplatte erhitzt als auch tber ein passgenaues,
unterliegendes Peltierelement gekuhlt werden. Als Kathode diente ein netzférmig
angeordneter Platindraht, der in die fir den jeweiligen Préparationsschritt

notwendige Flissigkeit (vide infra) getaucht war.
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3.2.3 Elektropolieren

Da diese Aluminiumplattchen anfangs Uber eine relativ raue Oberflache verflgten,
wurden sie zunéchst elektrochemisch poliert. Eine Behandlung mit einem Gemisch
aus konzentrierter Schwefelsaure, 85 %iger Phosphorsaure und Reinstwasser im
Massenverhaltnis 1:1:1 als Polierlésung erreicht eine Verbesserung der
Oberflachenrauigkeit vom Mikrometer- in den Nanometerbereich.®® Die Kammer
wurde mit ca. 25 ml Polierlésung geftllt und auf 65°C erhitzt. Uber eine
Spannungsquelle wurden 24 V Gleichspannung tber zunéchst 10 min appliziert. Das
entstehende Aluminiumoxid wird vom starken Sauregemisch direkt wieder aufgeldst
und die Oberflache so sukzessive geglattet. Die Losung wurde anschlieRend erneuert
und es wurde weitere 10 min bei 24 V anodisiert. AnschlieBend wurden die polierten
Plattchen mehrfach grundlich, zuerst mit Reinstwasser, dann mit absolutem Ethanol

gesplilt.

3.2.4 Vorstrukturierung /1. Anodisierung

Zur  Vorstrukturierung  der  Aluminate  wurden jeweils vier polierte
Aluminiumplattchen in eine oben beschriebene Kammer eingebaut und diese mit
0,3 M Oxalsaure gefullt. Nach Abkuhlung auf 1,5°C wurde fir 12 h eine
Gleichspannung von 40V angelegt, wobei die Elektrolytlésung kontinuierlich
gertihrt wurde. Der bei diesem Vorgang detektierte Strom musste dem in Abb. 1-7 C
gezeigten Verlauf folgen. Die zun&dchst an der Oberfliche des Aluminats
entstehenden, noch ungeordneten Poren weisen mit wachsender Tiefe der Poren

einen zunehmenden Ordnungsgrad auf (vgl. Abschnitt 3.2.1).

3.2.5 Hauptstrukturierung /2. Anodisierung

Die so vorstrukturierten Plattchen wurden mit Reinstwasser gespult und fur 5h in
einem auf 65°C temperierten Sdurebad belassen. Die verwendete
Chrom(V1)-Oxidlésung (1,8 Gew. % CrO3z / 7,6 Gew. % H3PO, in Reinstwasser) 16st
die obere Al,O3-Schicht mit ungeordneterer Porenstruktur ab, wobei idealerweise

eine  Aluminatoberflaiche mit geordneten Porenkeimen ubrig bleibt. Die so
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vorbehandelten Plattchen wurden ein weiteres Mal fur 5d bei in Abschnitt 3.2.4
genannten Bedingungen anodisiert, was schlieflich ca. 200 um tiefe, hochgradig

geordnete Poren lieferte.

3.2.6 Préaparation siebartiger Aluminate

Um das gebildete Aluminiumoxid aus dem restlichen, nicht oxidierten Aluminium
herauszuldsen, wurde dieses in geséttigter HgCl,-Losung zu AICI3 oxidiert und so in
Losung gebracht, wahrend das Al,O3 nicht angegriffen wurde. Die so hergestellten
Aluminate besitzen keine durchgéngigen Poren, da auf ihrer Unterseite eine einige
Mikrometer dicke Barriereoxidschicht verbleibt. Um diese zu entfernen, wurde das
Aluminiumoxid der Porenbdden, wie in Abb. 3-5 gezeigt, in Phosphorséure
(10 Gew. % H3PO,) aufgeldst, wobei siebartige Strukturen erhalten wurden. Der
betreffende Bereich des Aluminats wurde dazu zwischen zwei Teflonkammern mit je
einer Offnung beliebiger GroRe (normalerweise im Millimeterbereich) in der
Seitenwand platziert, fixiert und 90 min bei 30 °C mit S&ure behandelt. Die
komplette Auflosung der Porenbdden konnte per Impedanzspektroskopie Uberpriift
werden (siehe Abschnitt 4.2.).

pordses Substrat

Teflonkammer Dichtring H,PO,

Abb. 3-5: Schematische Darstellung des zum Aufldsen verbliebenen Barriereoxids
verwendeten Aufbaus. Das Substrat wird zwischen zwei Teflonkammern mit Offnungen mit
Durchmessern im Bereich von 1 mm bis 5mm gespannt. Das an den Porenbdden
verbliebene Barriereoxid wird durch Phosphorsdure aufgeldst, wobei siebartige Strukturen
frei definierbaren Durchmessers entstehen.*®!
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3.3 Préaparation poreniberspannender Membranen

3.3.1 Vorbereitung und Funktionalisierung der Substrate

Die durchgangig pordsen Aluminiumoxidsubstrate wurden standardméiig 10 min in
einem Argonplasma (Plasma Cleaner PDC 32 G-2, Harrick Scientific Products Inc.,
Pleasantville, NY, USA) gereinigt[gz] und mit einer 2,5 nm dunnen Schicht Titan als
Haftvermittler, gefolgt von einer 25nm dicken Schicht Gold mittels eines
Kathodenzerstaubers (Sputter Coater 108 auto, Cressington Scientific Instruments
Ltd., Watford, UK) beschichtet. Die Goldoberflache wurde anschliefend 120 s mit
Sauerstoffplasma behandelt, um im Folgenden eine ideal saubere Oberflache zu
gewihrleisten.®®! Durch Inkubation in einer 1 mM Tetradekanthiollosung (TDT) in
absolutem Ethanol konnte eine hydrophobe Substratoberflache erzeugt werden. Die
Thiolgruppe des TDTs bilden eine stabile quasikovalente Bindung mit der
Goldoberflache aus, wobei die Alkanketten der TDT-Molekiile sich vom Substrat
wegzeigend anordnen. Weiterhin wurde zur Funktionalisierung der Substrate das
Cholesterolderivat Cholesterylpolyethylenoxythiol (CPEO3) benutzt, welches Uber
seinen Cholesterinrest in eine sich ausbildende Lipiddoppelschicht integrieren kann
(Abb. 3-6). Durch den hydrophilen Linker zur Thiolgruppe wird die Membran von
der Oberflache entkoppelt, was ihre Beweglichkeit relativ zum Substrat und damit
ihre Stabilitdt z. B. gegenilber Erschitterungen erhéht. Es wurde eine 1 mM
CPEOS3-Lo6sung in absolutem n-Propanol verwendet, die Funktionalisierung wurde

generell bei 4 °C tGber Nacht durchgefhrt.

HS\/\O/\/O\/\N
H

Abb. 3-6: Strukturformel von CPEOS3.
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3.3.2 Aufbringen der Membran auf die Substrate

Auf den durch Chemisorption funktionalisierten Oberflachen wurden entweder

LUVs gespreitet!®! oder Membranen mit der painting-Technik erzeugt.[’!

Bei der Praparation per painting-Technik®! wurden 10-20 mM Lésungen des Lipids
DPhPC, gel6st in n-Dekan, n-Oktan oder 1:1 (v/v)-Gemischen dieser beiden
Losungsmittel verwendet. Die mit absolutem Ethanol grundlich abgespilten
funktionalisierten Substrate wurden im Stickstoffstrom getrocknet, in eine
Messkammer eingebaut und diese mit Elektrolytlosung beflllt. Mit einer Pipette
wurden typischerweise 7,5 pl der gewunschten Lipidldsung auf das Substrat
»geschossen® (vgl Abschnitt 1.6.1).

A\ 4
-
AT

painting Proteinzugabe = .4

Abb. 3-7: Schematische Darstellung der Praparation poreniberspannender Membranen per
painting-Technik. Lipid (orange) in organischen Ldsungsmitteln (gelb) wie Dekan oder
Oktan wird auf die funktionalisierte Oberflache des Substrats appliziert. Das Substrat ist
zwischen zwei Messkammern (in grau angedeutet) mittels Dichtringen (blau) fest
eingespannt. Werden in die Nahe der entstandenen Membran solubilisierte Membranproteine
gegeben, insertieren einige spontan aufgrund ihres hydrophoben Charakters.*

Um den Auftrag der Lipidlésung und das sukzessive Ausdiunnen der Membran
impedanzspektroskopisch (Abschnitt 3.4) verfolgen zu kénnen, wurde die Impedanz
des Systems bei einer festen Frequenz von 1 MHz gegen die Zeit gemessen. An
einem sprunghaften Anstieg des Realteils der Impedanz bei Applikation der
Lipidlosung, gefolgt von einem kontinuierlichen Abfall zuruck auf den
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Ausgangswert konnte so das Ausdiinnen (siehe Abschnitt 1.6.1) beobachtet werden.
Die entstandene Membran konnte anschliefend durch die Aufnahme eines

kompletten Spektrums genau charakterisiert werden.

Zu einer erfolgreich praparierten Membran wurden dann geringe Mengen des
Membranproteins VDACL1 gegeben, welches durch Detergensmizellen bestehend aus
N-Lauryl-N,N-dimethylamin-N-oxid (LDAO) in Lésung gehalten wurde. In diesem
Schritt wurde das Detergens schlagartig auf ein Niveau unterhalb seiner Kkritischen
Mizellbildungskonzentration verdinnt und die Mizellen damit aufgel6st, wodurch

einige der lonenkandle spontan in die Membran integrierten.

3.4 Elektrochemische Impedanzspektroskopie

Da biologische Membranen in ihrer Eigenschaft als natiirliche Barriere zwischen
einzelnen Zellen bzw. Zellorganellen ein resistives und kapazitives Verhalten
aufweisen, ist eine Untersuchung ihrer Qualitdt und Eigenschaften per
elektrochemischer Impedanzspektroskopie (EIS) mdglich. Hierbei wird die Membran
einem Wechselfeld mit niedriger sinusférmiger Spannungsamplitude ausgesetzt.
Durch Variation der verwendeten Frequenz vom Megahertzbereich bis hinunter in
die GroRenordnung einiger Millihertz erlaubt es, (iber geeignete Ersatzschaltbilder
Informationen Uber die kapazitiven und resistiven Eigenschaften der untersuchten

Membran zu erhalten.

3.4.1 Physikalische Grundlagen

Wird in Abhangigkeit von der Zeit t und der Kreisfrequenz w eine Wechselspannung
U(w,t) Uber eine Membran appliziert, so kann ein frequenz- und zeitabhangiger

Strom I(w,t) detektiert werden.
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Diese GroRen lassen sich sinnvoll in der GauRschen Zahlenebene als:

U(w,t) = Uy~ et (3-1)

bzw.

I(w,t) =1, - el@wt-¢) (3-2)

darstellen. Der Phasenwinkel ¢(w) definiert die Verschiebung zwischen
Wechselspannung und Wechselstrom. Analog zum fir den Gleichstromfall geltenden
Ohmschen Gesetz, welches den Widerstand R als Quotient der Spannung U und des
Stroms | definiert (R = U / 1), ergibt sich auch die fur den Wechselstromfall

auftretende Impedanz Z nach:

Z@y= Y@t _ Vo e™ ) ip(@)
(@)= oD = I ety — 2@ e (3-3)

Ein Nyquist-Diagramm (Abb. 3-8) zeigt den Realteil 2™ (Wirkwiderstand) und den

Imaginarteil Z'™ (Blindwiderstand) der Impedanz Z:

Im ) 4

|

z"° Re (2)

Abb. 3-8: Nyquist-Diagramm zur Veranschaulichung des Zusammenhangs zwischen dem
Wirkwiderstand (Z), dem Blindwiderstand (Z'™), dem Phasenwinkel ¢ und dem Betrag der
Impedanz |Z]|.
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Nach Pythagoras ergibt sich der Betrag der Impedanz |Z(w)| zu:

2(@)] = (@ @) + @) (3-4)

Auch der Phasenwinkel ¢ ist so aus der geometrischen Beziehung von Z und Z'™

zuganglich:

Zim(w)>

¢(w) = arctan (Zre @)

(3-5)

Wird eine Wechselspannung Uac an ein System angelegt, so weisen verschiedene
beteiligte Elemente unterschiedliche charakteristische Merkmale auf. Der kapazitive
Widerstand eines Kondensators ergibt sich frequenzabhéngig nach Z(o) = (ioC)™,
wahrend sich der Phasenwinkel zwischen Strom und Spannung idealerweise um -m/2
verschiebt, also ¢ =-90° gilt. Ein Ohmscher Widerstand hingegen zeigt
frequenzunabhéangig stets eine Impedanz von Z = Ry bei einem Phasenwinkel von
@ =0°

3.4.2 Elektrische Beschreibung festkdrperunterstitzter Membranen

Um die Parameter der untersuchten Membran quantifizieren zu konnen, missen
geeignete Ersatzschaltbilder aus Komponenten bekannten Verhaltens an die
erhaltenen Daten angeglichen werden. Neben ihrer Funktion als ohmscher
Widerstand besitzt eine biologische Membran auf Grund ihres spezifischen Aufbaus
auch kapazitive Eigenschaften. Die Kapazitat einer Membran C,, l&sst sich analog zu

der eines Kondensators nach:

0&rA

Cn=—7— (3-6)
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abschétzen. Die betrachtete Flache A und Dicke d der Membran werden im
Wesentlichen vom Versuchsaufbau determiniert, wéhrend die Permittivitat des
Vakuums ¢ eine Konstante ist. Die Permittivitat &, der relativ apolaren Alkanketten
der Lipide unterscheidet sich mit Werten von & = 2,4 stark von denjenigen der
polaren Kopfgruppen, welche sich je nach Hydratisierungsgrad im Bereich von
& = 25-60 bewegen. Da sich in Reihenschaltung jeweils die Kehrwerte mehrerer
beteiligter Kapazitaten zum Kehrwert der Gesamtkapazitat addieren und weiterhin
die Ausdehnung des apolaren Inneren der Lipiddoppelschicht mit ca. 3-4 nm deutlich
groRer ist, als die der hydrophilen Kopfgruppen (d =0,6 — 1 nm), dominieren die
hydrophoben Seitenketten der Lipide die kapazitiven Eigenschaften einer

Membran.[®
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Abb. 3-9: Ideales Bode-Diagramm der elektrischen Eigenschaften einer Membran mit
Rm=1MQ und Cy, =0,3 pF. Es lassen sich zwei Bereiche nahezu ideal resistiven (I + I11)
und ein Bereich kapazitiven Verhaltens (1) unterscheiden. Fir onmsche Widerstande betragt
der Phasenwinkel ¢(w)=0° wéhrend der Betrag der Impedanz |Z| frequenzunabhangig
ist. Ein frequenzabhangiges Verhalten von |Z|(f) sowie ein Phasenwinkel von ¢(f) = -90°
kennzeichnen eine Kapazitat.
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Abb. 3-9 zeigt das Ergebnis der Simulation einer Membran mit einem Widerstand
von Rp=1MQ und einer Kapazitit von Cp,=0,3puF, aufgetragen als
Bode-Diagramm. Bei dieser Art der Darstellung wird der Verlauf des Betrags der
Impedanz |Z|(f) und der korrespondierende Phasenwinkel ¢(f) gegen die Frequenz f
aufgetragen, welche bei diesem Aufbau typischerweise im Bereich von 1 MHz bis
1 mHz variiert wird. Die resultierenden Graphen der Impedanz und des
Phasenwinkels lassen sich in drei charakteristische Bereiche (I-111) unterteilen. In den
Bereichen | und 111 lassen sowohl der vollkommen frequenzunabhéngige Verlauf der
Impedanz als auch der nahe bei 0° verlaufende Phasenwinkel den Schluss zu, dass es
sich um Frequenzbereiche handelt, die sich durch einen ohmschen Widerstand
beschreiben lassen. Der Impedanzbetrag bei niedrigen Frequenzen zeigt die Summe
aus Membranwiderstand R, und Elektrolytwiderstand Re an, waéhrend fur hohe
Frequenzen nur der Widerstand des zur Messung verwendeten Elektrolyten R
detektiert wird. Im Bereich mittlerer Frequenzen sinkt ¢(w) auf bis zu -90°, was
charakteristisch fiir kapazitives Verhalten ist. Der stark frequenzabhangige Verlauf
der Impedanz in Bereich Il unterstltzt dies, da sich der kapazitive Widerstand im
Wechselstromfall nach Z = (ioC)™ berechnet. Auf Basis dieser drei Elemente ergibt
sich ein Ersatzschaltbild, welches die beiden Membranparameter Ry, und Cy, parallel
angeordnet enthalt, wéhrend der Widerstand des Elektrolyts Re dazu in Reihe
geschaltet ist (Abb. 3-10).
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Abb. 3-10: Ersatzschaltbild einer Membran. Der Membranwiderstand R,, und die
Membrankapazitdt C,, sind parallel geschaltet, der Widerstand des Elektrolyten R, steht
hierzu in Serie.
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Zusammenfassend wird diese Anordnung als R(RC)-Schaltbild abgekirzt, wahrend
eine Reihenschaltung eines Kondensators und eines Ohmschen Widerstands analog
hierzu als CR-Schaltbild bezeichnet wird. Die ebenfalls vorhandenen Kapazitaten der

Elektroden sind vergleichsweise gro3 und kénnen daher nicht detektiert werden.

Uber die Anpassung der Parameter des Ersatzschaltbilds an die Daten mittels eines
nonlinear least square fit lassen sich intrinsische Parameter der untersuchten
Membran quantitativ bestimmen. Es wurden Spektren im Frequenzbereich von
1 mHz bis 1 MHz bei einer Wechselspannung der Amplitude U, = 30 mV und einer

Auflésung von fiinf Datenpunkten pro Dekade aufgenommen.

3.5 Patch clamp-Experimente

Wahrend erste Untersuchungen elektrischer erregbarer Korperzellen bereits im 19.

Jahrhundert  durchgefiihrt wurden,®®

gehen genauere Beschreibungen der
auftretenden Strome und Effekte auf Arbeiten aus der Mitte des 20. Jahrhunderts
zurick.”™ Eine zentrale Rolle nahmen dabei lonenkanale ein, welche zunachst
hauptsachlich mit der von Sakmann und Neher entwickelten patch clamp-Technik
(Nobelpreis 1991) charakterisiert wurden. Bei dieser Technik werden Kkleine
Membranbereiche (patches) durch Ansaugen mittels einer dinnen Glaspipette
elektrisch von der restlichen Membran isoliert, was eine Untersuchung der Stréme
durch enthaltene Kanalproteine erméglicht. Hierbei wird zwischen einer Messung
aller in der Zellmembran enthaltenen Spezies (whole-cell mode) und der Messung

nur der Proteine in diesem patch (inside-out) unterschieden (Abb. 3-11).
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. _ Ansaugen o
Zelle Mlkroplpette A /

S5 o0 % Ansaugen Whole-cell mode
i > s A
% o Abreifien
Cell-attached mode \
(Gigaohm Widerstand)

Inside-out

Abb. 3-11: Schematische Darstellung des Ablaufs eines patch clamp-Experiments.'*®!

Da dieser Versuchsaufbau relativ anfallig und kompliziert zu handhaben ist, wurde

das Grundprinzip fur Messungen an artifiziellen Lipidmembranen weiterentwickelt.

3.6 Einzelkanalmessung in artifiziellen Lipidmembranen

Integrale Membranproteine bendtigen im Gegensatz zu wasserléslichen Proteinen
eine hydrophobe Umgebung, um in ihrer naturlichen und damit auch funktionellen
Form vorliegen zu koénnen (Abschnitt 1.6).°) Fiirr Untersuchungsmethoden wie
NMR oder CD (Abschnitt3.9) werden die Proteine beispielweise in
Detergensmizellen eingelagert, um die Proteine in wassrigen Medien 16slich zu
machen und gleichzeitig ihre Struktur zu stabilisieren.®¥ Ein weitergehender Ansatz
bedient sich sogenannter Nanodiscs, also Bizellen aus Phospholipiden und
stabilisierenden  Proteinstrukturen mit GroBen im Nanometerbereich  zur
Rekonstitution der Membranproteine, um ihrer natiirlichen Umgebung néher zu
kommen. [t

Obwohl mit diesen VVorgehensweisen eine Untersuchung der Struktur und anderer
Parameter moglich ist, eignen sie sich nicht fur elektrophysiologische Experimente.

Fir Messungen eines Stroms durch einen lonenkanal ist es von fundamentaler
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Bedeutung, dieses Protein in eine ansonsten elektrisch isolierende Umgebung

einzubetten.

3.6.1 Aufbau und Durchftihrung eines Einzelkanalexperiments

Das Grundprinzip eines Einzelkanalexperiments besteht in der Applikation einer
Spannung U tber eine Membran und darin enthaltenen Membranproteinen. Der aus
dieser Transmembranspannung Uy, resultierende Strom | wird kontinuierlich
aufgezeichnet und liefert so Informationen Uber die untersuchten Kanalproteine. Die
Transmembranspannung Unson Wird von einem Signalgenerator ausgegeben und
uber Haupt- und Vorverstarker Giber die Membran appliziert (Axopatch 200B setup,
Axon Instruments, USA). Flielt ein Strom ber die Membran, wird die tatsachlich
anliegende Spannung Uy, verringert, was detektiert und wiederum durch eine
Rickkopplungsschleife kompensiert wird. Dieses Signal wird kontinuierlich
ausgelesen, durch einen A/D-Wandler digitalisiert und schlieRlich mit frei wahlbarer
zeitlicher Auflosung (sampling rate) gespeichert (Abb. 3-12). Die Skalierung des
Signals kann durch verschiedene Verstarker (gains) optimal auf die 16-Bit
Auflésung des Detektors angepasst werden und jeweils in geeigneter Weise gefiltert
werden, um ein fir jedes Experiment ideales Signal- zu Rauschverhaltnis

(sinal-to-noise ratio) zu gewahrleisten.

Vorverstarker Hauptverstarker
Input Rev. Gain B Gain a,

[ J
T _I__ Kapazitive L A/D Wandler
- Ruckkopplung| Besselfilter Gain a

Far;daykéfig Datenaufzeichnung
Signalgenerator

trans

cis

Abb. 3-12: Schematischer Aufbau eines patch clamp-Experiments an einer artifiziellen
Lipidmembran.

Die Detektion des Signals erfolgt durch einen hochohmigen, aktiv durch ein

Peltierelement gekuhlten elektrischen Vorverstarker, welcher direkt mit den

o1



3. Materialien und Methoden

Messelektroden verbunden ist. Die Elektroden befinden sich auf beiden Seiten der
Membran und sind  Ublicherweise als Ag/AgCl-Elektroden  ausgefihrt
(Abschnitt 3.8.2). Diese Bauteile sind durch einen Faradaykéfig gegen &ulere
Einflusse weitgehend abgeschirmt und ermdglicht so die Detektion von Strémen im

Pikoamperebereich.

Im Falle pordser Aluminate wurden die Messungen durchgefihrt, indem die
Messelektroden in zwei Pufferldsung enthaltende Teflonkammern zu beiden Seiten
der Substrate platziert wurden (Abb. 3-13). Diese Kammer sowie der Vorverstarker
der Messappartur mit den Elektroden wurden in einem Faraday-Kafig platziert und

gegen Erschitterungen abgeschirmt.

Input Rev.

Ag/AgCl-Elektrode ——

Teflonkammer  poroses Substrat  Elektrolyt

Abb. 3-13: Aufbau eines Einzelkanalexperiments im Falle poroser Aluminate als Substrat
fur die Membranpraparation. Das Substrat ist vertikal zwischen zwei Teflonkammern
platziert, wobei Dichtringe (griin) zu beiden Seiten des Substrats und das Zusammendriicken
der Kammern (ber eine Stellschraube (dunkelgrau) das Auftreten von Leckstrdmen
verhindern.[®®
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3.6.2 Messmodus voltage clamp

Um einen Stromfluss durch eine Membran bzw. einen lonenkanal untersuchen zu
kdnnen, muss (bei identischem Puffermedium zu beiden Seiten der Membran)
prinzipiell ein Transmembranpotenzial U, vorhanden sein, welches einen Strom |
hervorruft (vide supra). Ist diese Spannung wéhrend der Messung konstant, so

handelt es sich um ein voltage clamp-Experiment.

Zeigt ein in der Membran enthaltener lonenkanal Aktivitat, so aufRert sich dies
typischerweise in sprunghaften Veranderungen im detektierten Stromsignal, was in

Abb. 3-14 exemplarisch dargestellt ist.

[

Abb. 3-14: Springe im detektierten Stromsignal, aufgenommen bei einer
Transmembranspannung von U, = -50 mV.

Es treten zwei konstante Stromniveaus unterschiedlichen Betrags auf, zwischen
denen das Protein kontinuierlich wechselt. Obwohl in diesem Beispiel eine sampling
rate von 50 kHz benutzt wurde, erscheinen diese Wechsel als senkrechte Stufen im
Signal, da die zugrundeliegenden molekularen Veranderungen des Proteins extrem

schnell ablaufen und daher in einem 200 ps-Intervall nicht aufgeldst werden konnen.

Aufnahmen dieser Art wurden mithilfe des single channel searchs der Software
Clampfit (Version 10.2, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) ausgewertet,
wobei zundchst manuell verschiedene Stromniveaus vorgegeben werden mussten. In
Abb. 3-15 ist dies durch eine blaue Linie auf dem Niveau des offenen (0) und eine
rote Line auf dem Niveau des geschlossenen Zustands (c) angedeutet. Der offene
Zustand befindet sich in diesem Fall ,,unter” dem geschlossenen, da dieser Datensatz

bei einem negativen Potential von Uy, = -50 mV aufgenommen wurde.
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(LT [Ieapemam LT ¢

Abb. 3-15: Manuelle Vorgabe zweier Niveaus zur anschlieBenden automatischen
Auswertung der Spriinge im Signal. Das Stromniveau des geschlossenen Zustands (closed, c)
ist durch eine rote Linie angegeben, das des offenen Zustands (open, o) durch eine blaue.
Das Niveau des offenen Zustands befindet sich ,,unter dem des geschlossenen Zustands, da
der Datensatz bei einem negativen Transmembranpotenzial von U,, = -50 mV aufgenommen
wurde.

Spriinge zwischen diesen Niveaus wurden von der Software innerhalb gewisser
Toleranzen automatisch detektiert, wobei Parameter wie Sprungamplitude,
Verweildauer im jeweiligen Zustand und Gesamtanzahl der Spriinge kontinuierlich

aufgezeichnet wurden.

Die Leitfahigkeit G anwesender lonenkanadle ist als der Kehrwert des resultierenden

Membranwiderstands Ry, definiert und lasst sich analog zum Ohmschen Gesetz nach:

G=2—= 17— (3-7)

aus der Differenz der gemittelten Stromwerte des jeweiligen Sprunges Al und der
konstant gehaltenen Transmembranspannung U, bestimmen. Im Bereich
physiologisch relevanter Transmembranpotenziale in der Grof3enordnung von
Un = 0-100 mV sind daher Membranwiderstdnde im Gigaohmbereich notwendig, um

die auftretenden Stréme im Pikoamperebereich Uberhaupt erfassen zu kénnen.

Neben den Leitfahigkeiten verschiedener Zustdnde lassen sich aus solchen
Aufnahmen weiterhin die genauen Zeiten bestimmen, die sich der Kanal im
jeweiligen Zustand befindet, was eine Bestimmung der Offnungswahrscheinlichkeit
P, ermoglicht. Auch die Differenz der Leitfdhigkeiten AG zwischen zwei Zustédnden

ist direkt zuganglich. Stehen eine statistisch sinnvolle  Anzahl an
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Ubergangsereignissen zur Verfilgung, lassen sich weiterhin Aussagen beziiglich der
Ubergangsraten k zwischen verschiedenen Zustanden machen.

3.7 Port-a-Patch

Eine Weiterentwicklung der klassischen patch clamp-Technik (Abschnitt 3.5) wird
als planar patch clamp bezeichnet™™ und im Port-a-Patch Aufbau der Firma Nanion
(Miinchen) angewandt.™® In diesem Gerat befindet sich ein horizontal liegender
Borsilikatchip zwischen zwei wéassrigen Kompartimenten. Der Chip enthalt eine Pore
mit einem Durchmesser von 1-5 um, Gber welche mittels einer computergesteuerten
Pumpe von der trans-Seite her ein Unterdruck von 10-50 mbar angelegt werden
kann. Werden GUVs in den Puffer auf der Oberseite des Chips gegeben, so werden
sie in Richtung der Pore gezogen. Bei Beriihrung mit der Borsilikatoberflache
spreiten die Vesikel und formen so eine I6sungsmittelfreie Lipiddoppelschicht Gber

der Pore.

1l IV

==r/§\‘= = g M

@ 1-5 um

Abb. 3-16: Praparation einer Membran mithilfe des Port-a-Patch Aufbaus. Sowohl auf die
Unterseite des Borsilikatchips (trans-Seite, 1) als auch auf die Oberseite (cis-Seite, 11) wird
Puffer beliebiger Zusammensetzung gegeben. Im Zweiten Schritt werden proteinhaltige
GUVs zur cis-Seite gegeben und von der trans-Seite her angesaugt (111). Bei Bertihrung mit
der Oberflache spreiten sie und bilden Lipidmembranen mit enthaltenen Membranproteinen
tber der Pore im Chip aus (1V).
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3.8 Vorbereitung der Messelektroden

3.8.1 Platinieren von Platindrahten

Bei impedanzspektroskopischen Untersuchungen ist es zweckméRig, Elektroden mit
einer moglichst hohen Kapazitat zu verwenden, da diese in den fiir die Untersuchung
von Membransystemen verwendeten Frequenzbereichen nicht detektiert werden und
somit bei der Auswertung nicht berlicksichtigt werden missen. Nach Gleichung (3-6)
flhrt eine VergrolRerung der Elektrodenoberflache zu einer Erhéhung der Kapazitét,
weshalb auf den verwendeten Platinelektroden weiteres feines Platinpulver mit
grolRer Oberflache (Platinmohr) abgeschieden wurde. Fur frisch préaparierte
Elektroden wurden impedanzspektroskopisch Kapazitaten von einigen Millifarad
ermittelt, wéahrend die eigentlich beobachteten Membranen aufgrund ihrer kleinen

Flachen typischerweise Werte im Nanofaradbereich aufwiesen.

Die Platindréhte (typischerweise mit einem Durchmesser von 1 mm) wurden
zunachst mit groben Schmirgelpapier aufgeraut und anschlielend mit Reinstwasser
und Mucasol® gefolgt von absolutem Ethanol fiir jeweils 15 min im Ultraschallbad
von organischen Verunreinigungen befreit. Anschliefend wurden zwei Elektroden
ca. 1 cm tief in eine frisch angesetzte Platinierlosung (3 % (w/v) PtCls, 0,025 %
(w/v) Pb(OOCCHgs)s, 25mM HCI in Reinstwasser) getaucht und mit einer
Spannungsquelle (DC Power Supply PS 280, Textonics, Wilmington, USA)
verbunden. Anschlielend wurden 1,5V fiir 90 s angelegt, die Elektroden umgepolt
und weitere 1,5 V fir 90 s angelegt. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt, im
vierten Durchgang wurden 3,5 V fiir je 90 s angelegt. An beiden Elektroden schied

sich abwechselnd nach:
PtCl, +4e = Pt+4CI

elementares Platin jeweils an der als Kathode geschalteten Elektrode ab, wobei das
Bleiacetat die Effizienz dieses Prozesses steigerte.l'® AnschlieRend wurden die

Elektroden in Reinstwasser im Ultraschallbad gesdubert. Das abgeschiedene Platin
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war als schwarze, durchgéngige Schicht an der Elektrodenspitze zu erkennen. War
diese Schicht fehlerhaft oder nicht tief schwarz, so wurde die gesamte Prozedur

mehrmals wiederholt.

3.8.2 Chloridieren von Silberelektroden

Da Ag/AgCI-Elektroden nicht polarisierbar sind, wurden sie fur Experimente, bei
denen eine Gleichspannung flr langere Zeit angelegt werden musste (voltage
clamp-Experimente, Abschnitt 3.6.2) benutzt. Die Silberdrahte wurden griindlich
gereinigt (siehe oben), in einer 0,5M KCI-Losung platziert und mit einer
Spannungsquelle (DC Power Supply PS 280, Textonics, Wilmington, USA)
verbunden. Die Spannung wurde auf 1-2V erhoht, bis an einer der Elektroden
Blasenbildung (elementarer Wasserstoff) zu erkennen war. Diese Spannung wurde
fir ca. 10 s Sekunden gehalten, die Elektroden anschlieBend umgepolt und erneut
behandelt. Silberchlorid scheidet sich an der jeweils als Anode geschalteten
Elektrode nach:

Ag+Cl" = AgCl + e

ab. Diese Prozedur wurde wiederholt, bis das entstandene Silberchlorid die Elektrode

als homogene, tief schwarze Schicht Uiberzog.

Wurden sehr diinne Silberdréhte als Elektroden benutzt, so konnten diese auch
chloridiert werden, indem sie mit wassriger Natriumhypochloridlésung behandelt
wurden. Hierzu wurden die Drahte zundchst mit absolutem Ethanol gereinigt, mit
Schmirgelpapier aufgeraut und erneut mit Reinstwasser gespult. AnschlieRend
wurden sie mindestens 30 min in Natriumhypochloridlésung (12 % Chlor in H,0)

belassen, nach

4 Ag+2 OCI +2 H,0 — 2 AgCl + Ag,0O| + 4 OH

chloridiert und erneut grindlich mit Reinstwasser gespiilt.
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3.9 CD-Spektroskopie

Eine gangige Methode zur Untersuchung der Konformation von Proteinen stellt seit
den 1960er Jahren die Circulardichroismus (CD)-Spektroskopie dar. Sie macht sich
den Unterschied in der Wechselwirkung chiraler Molekile mit links bzw. rechts

zirkular polarisiertem Licht zunutze.

3.9.1 Theoretische Grundlagen

Zirkular polarisiertes Licht beschreibt eine elektromagnetische Welle, deren
elektrische Feldstarke E nicht, wie bei linear polarisiertem Licht, in einer festen
Ebene zwischen ihren Maxima schwingt, sondern bei konstantem Betrag |E| einer
Schraubenbewegung entlang der Ausbreitungsrichtung folgt (Abb. 3-17). Praktisch
wird dies durch die Kombination zweier senkrecht zueinander stehender linear
polarisierter Strahlen mit gleicher Amplitude und Wellenlange, allerdings einem
Gangunterschied von A/4 erzeugt. Bei Betrachtung des resultierenden Lichtstrahl

entgegen seiner Ausbreitungsrichtung kann E sowohl mit dem Uhrzeigersinn (rechts

zirkular polarisiert) als auch gegen ihn (links zirkular polarisiert) rotieren.

Abb. 3-17: Erzeugung eines zirkular polarisierten Lichtstrahls (rot) durch Kombination
zweier senkrecht zueinander stehenden linear polarisierter Lichtstrahlen (blau, griin) mit
einem Gangunterschied von A/4.
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Prinzipiell tritt elektromagnetische Strahlung jeder Wellenldénge mit Materie in
spezifische Wechselwirkungen. Im Bereich des fernen UV-Lichtes (1 = 180-280 nm)
konnen Elektronen innerhalb eines Molekiils verschoben werden, wobei ein Teil der
einfallenden Energie des Strahls absorbiert wird. Diese Wechselwirkung wird bei
Proteinen in diesem Wellenldngenbereich hauptsachlich von den n — * bzw.
n— n* Ubergidngen der Amidbindungen des Proteinriickgrats dominiert.!* Der
Betrag des Circulardichroismus hangt sowohl vom elektrischen Ubergangsmoment i
als auch vom magnetischen Ubergangsmoment i ab.l'%! Als vektorielle GroRen
werden diese wesentlich von der Molekiilgeometrie festgelegt, welche in
Proteinsekundarstrukturen wie einer o-Helix oder eines [B-Sheets relativ genau
festgelegt ist.”®! Ist der Winkel « (,7) zwischen beiden Ubergangsmomenten
spitz, resultiert daraus ein positiver CD-Effekt, ist der Winkel hingegen stumpf, so ist
der CD-Effekt negativ.

Eine fundamentale Eigenschaft von Proteinstrukturen ist deren Chiralitat, d. h. das
alleinige Vorkommen nur eines von zwei moglichen Spiegelbildern bei ansonsten
identischer rdumlicher Anordnung der beteiligten Atome. Wird in einem
CD-Spektrometer links und rechts polarisiertes Licht kombiniert, so resultiert bei
identischer Amplitude und Wellenldnge parallel polarisiertes Licht doppelter
Amplitude. Da aber die beiden Teilstrahlen aus oben genannten Griinden
unterschiedlich stark mit dem in den Strahlengang eingebrachten Protein
wechselwirken und die Strahlen demnach unterschiedlich stark abgeschwacht
werden, entsteht durch diese Interaktion elliptisch polarisiertes Licht. Die flr jede

Wellenlange A gemessene Elliptizitat ®(A4) [mdeg] wird nach

_ 0(4)

[01(1) = 100 ——= (3-8)
unter Bertcksichtigung der Proteinkonzentration ¢ [mol/l], der Anzahl der beteiligten
Aminosauren n und der Schichtdicke der Proteinlésung in der Messkivette | [cm] zur
mittleren molaren Elliptizitit [@](L) normiert.”” Eine Umrechnung in die Einheit
[10° deg cm?® dmol™] fihrt zu Ubersichtlichen Zahlenwerten im Bereich von

[@]()) = 0-100 - 10° deg cm? dmol™.
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Die Elliptizitdt wurde in dieser Arbeit typischerweise in einem sogenannten
fingerprint-Bereich bei Wellenldangen von A = 190-240 nm gemessen, da
Sekundarstrukturelemente  wie a-Helices oder B-Faltblatter in  diesem
Wellenlangenbereich einen charakteristischen Verlauf der resultierenden molaren
Elliptizitat aufweisen (Abb. 3-18).1%!

80000
70000 - — 100% alpha helix
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— = — - 100% random coil
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-10000
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Abb. 3-18: Charakteristischer Verlauf der molaren Elliptizitat verschiedener sekundéarer
Strukturelemente in Proteinen.['%!

3.9.2 Durchfuhrung eines CD-Experiments

Bei CD-Experimenten war darauf zu achten, bestimmte Spezies wie z.B.
Chloridionen, die die Ergebnisse durch Eigenabsorption im betrachteten
Wellenlangenbereich verfalschen, nicht im zur Messung verwendeten Puffermedium
zu benutzen."% Die VDAC1-Proteine wurden standardmaRig in einer Pufferldsung
bestehend aus 100 mM NaCl, 25 mM Bis/Tris, 0,3 % (v/v) LDAO bei pH 6,8
aufbewahrt, vor jedem CD-Experiment wurden sie daher mittels Dialyse in einen fir
diese Anwendung geeigneteren Phosphatpuffer (20 mM KH,PO, / K;HPQ4, 0,1 mM

EDTA, pH 8,0) tberfuhrt, dem vorher 0,3 % (v/v) LDAO hinzugeflgt wurden, um
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die VDAC1-Molekile in Losung zu halten. Hierzu wurden 200 pl
VDACI1-Stammldsung bei 4 °C in drei Schritten jeweils flr mindestens 4 h gegen
100 ml Phosphatpuffer dialysiert.

Die Messungen wurden an einem CD-Spektrometer (J-810, Jasco, Grof3-Umstadt) in
einem Wellenldngenbereich von A =190-240 nm mit einer Abtastgeschwindigkeit
von 20 nm/min bei 20 °C durchgefiihrt. Jedes Spektrum wurde aufgenommen, indem
zunéchst der Verwendete Puffer ohne Protein gemessen wurde und das erhaltene
Leespektrum von einem aus funf Einzelmessungen gemittelten Proteinspektrum
abgezogen wurde. Die verwendete Kivette wies eine Schichtdicke von 0,1 cm auf

und wurde jeweils mit 600 ul der betreffenden Losung gefiillt.

Zur Ermittlung der mittleren molaren Elliptizitit [®](4) wurde die
Proteinkonzentration fur jede untersuchte Probe mithilfe der UV/Vis-Spektroskopie
bestimmt. Aus der Absorption der aromatischem Aminosduren bei 4 =280 nm kann

nach Lambert und Beer die Konzentration des Proteins nach:

Ezgo = €-c-d (3-9)

bestimmt werden. Neben der gemessenen Extinktion E,gy und der optischen
Weglange d wird weiterhin der Extinktionskoeffizient ¢ des Proteins benétigt, der fur
VDACL zu ¢ = 36960 Mt cm™ bestimmt wurde. ™!
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4 Ergebnisse

4.1 Strukturelle Integritat des VDAC1

Die untersuchten VDAC1-Proteine wurden in mehreren Chargen von einem
Kooperationspartner  (Abteilung Prof.  Griesinger, Max-Planck-Institut  flr
Biophysikalische Chemie, Gottingen) bezogen. Da die einzelnen Préparationen
teilweise mit flissigem Stickstoff schockgefroren und fur die Experimente wieder
aufgetaut wurden, musste in diesem Fall zunédchst Uberpruft werden, ob die
VDAC1-Molekule nach dieser Prozedur noch in einem strukturell einwandfreien
Zustand vorlagen. Hierzu wurden Circulardichroismus (CD)-Experimente an frisch

aufgetauten sowie langer bei Raumtemperatur gelagerten Proteinen durchgefihrt.

In Abb. 4-1 ist das CD-Spektrum von VDACL1 in LDAO-Mizellen als graue Punkte
gezeigt.
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Abb. 4-1: CD-Spektrum von frisch aufgetautem VDAC1 in LDAO-Mizellen, aufgenommen
in 20 MM KH,PO, / K,HPO,, 0,1 mM EDTA, 0,3 % (v/v) LDAO, pH 8,0 (grau). Die rote
Line zeigt die Anpassung von Referenzdatensatz 4 des Webservers DichroWeb mithilfe des
Algorithmus SELCON3 an die Daten.
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Mithilfe des Algorithmus SELCON3M%! wurde der Referenzdatensatz 4 des
Webservers Dichroweb!™® an die gemessenen Daten angepasst (Abb. 4-1, rot). Der

verwendete Referenzdatensatz enthalt die CD-spektroskopischen Daten von
insgesamt 43 Proteinen mit bekannter Struktur und ist fir den Wellenlangenbereich
von A =190-240 nm optimiert. Aus dieser Anpassung konnte auf den Anteil von
a-helikalen und B-Faltblattstrukturen innerhalb der Sekundarstruktur des VDAC1

geschlossen werden (Tabelle 4-1).

Um die thermische Stabilitat der Proteinstruktur zu Gberprifen, wurden weiterhin
CD-Spektren von VDAC1 aufgenommen, welches zuvor 24 Stunden bzw. sieben
Tage bei 20 °C gelagert worden war (Abb. 4-2).

20 T . . . 20

—
—

: I

© 0020
o~

g 104 . 104

o

(=]

[<5)

©
o™

=

— 0 = 0

~~ (o)
5 o o0 0092
[y ] OOO OOO OOO OOO

Ig OOOOO 000000002

-10

. . . . -10 T T T T
190 200 210 220 230 240 190 200 210 220 230 24C

Al nm 2.1 nm

Abb. 4-2: CD-Spektren von VDAC1 in LDAO-Mizellen, welches 24 Stunden (links) bzw.
sieben Tage (rechts) bei 20 °C gelagert wurde (grau). Die Spektren wurden in 20 mM
KH,PO, / K,HPO,, 0,1 mM EDTA, 0,3 % (v/v) LDAO, pH 8,0 aufgenommen. Die roten
Linen zeigen die Anpassung von Referenzdatensatz 4 des Webservers DichroWeb mithilfe
des Algorithmus SELCONS3 an die Daten.

Da sich in diesen Féllen jeweils ein leicht veranderter Kurvenverlauf ergab, wurden
auch hier die Anteile der verschiedenen Sekundarstrukturelemente an der

Proteinstruktur bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4-1 zusammengefasst.
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Tabelle 4-1: Anteil bestimmter Sekunddrstrukturelemente an der Gesamtstruktur von
VDACI, geldst in 20 mM KH,PO, / K,HPO,4, 0,1 mM EDTA, 0,3 % (v/v) LDAO, pH 8,0.
Verglichen wurden frisch aufgetaute Proteine mit solchen, die 24 Stunden bzw. sieben Tage
bei 20 °C aufbewahrt worden waren. Die Werte wurden aus CD-spektroskopischen Daten
ermittelt, die mithilfe des Algorithmus SELCON3 mit dem Referenzdatensatz 4 des
Webservers DichroWeb verglichen wurden.

VDAC1-Probe a-Helix/ % | p-Faltblatt/ % B-turn/ % | unbestimmt
frisch aufgetaut 13,4 37,8 20,5 28,2
24 h bei 20 °C 13,1 36,2 20,3 30,3
7 Tage bei 20 °C 15,9 34,1 20,4 31,1
Referenz®’! 17,2 30,7 22,5 28,9

Es ergab sich, dass der Anteil von B-Faltblattstrukturen mit l&ngerer Lagerung bei
20 °C abnahm, wihrend der Anteil von o-helicalen und unbestimmten
Strukturanteilen stetig zunahm. In jeden Fall lag der hier bestimmte Anteil von
B-Faltblattstrukturen jedoch noch Uber dem, der von Shanmugavadivu et al. fir
VDACL1 in LDAO-Mizellen bestimmt wurde. Insgesamt zeigten die Ergebnisse, dass
schockgefrorenes und wieder aufgetautes VDACL nicht denaturiert, sondern in

strukturell einwandfreier Form vorlag.

4.2 Porenidberspannende  Membranen auf  pordésen

Aluminiumoxidsubstraten

4.2.1 Membranpraparation durch Vesikelspreiten

Ein Ziel dieser Arbeit war es, den spannungsabhéngigen lonenkanal VDAC1 in
artifiziellen Lipidmembranen auf Einzelkanalebene zu charakterisieren. Aufgrund

der wesentlich hoheren Stabilitdt gegenliber  klassischen black lipid
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4. Ergebnisse

membrane (BLM)-Systemen (Abschnitt 1.6.1) wurden zundchst Experimente in
porentiberspannenden Membranen (Abschnitt 1.6.3) durchgefihrt. Da in der
Membran enthaltenes Ldsungsmittel, wie in Abschnitt 1.6.1 dargestellt, einen
Einfluss auf die Eigenschaften inkorporierter Proteine haben kann, sollten diese
Membranen mdglichst frei von Losungsmittel sein. Zu diesem Zweck wurde die
Strategie verfolgt, vorher préparierte large unilamellar vesicles (LUVS), auf
funktionalisierten porésen Aluminaten zu spreiten (siehe Kapitel 3.3). Um die bei
Einzelkanalexperimenten auftretenden Strome im pA-Bereich auflésen zu kdnnen,
waren Membranen mit Widerstinden im GQ-Bereich notwendig (siehe
Abschnitt 3.6.2),  weshalb  als  Matrixlipid  fur  diese  Anwendung
1,2-Diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphocholin  (DPhPC, Abschnitt 3.1.1) gewahlt
wurde. Um die Fluiditat dieser rigiden Lipidmatrix zu erhéhen, wurde das zwei
ungesattigte Fettsdurereste enthaltende Lipid
1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin  (DOPC, Abschnitt 3.1.2) zugesetzt und
eine Mischung aus DPhPC und DOPC im Stoffmengenverhaltnis 6:4 verwendet.

Vor der Membranpraparation wurde ein Impedanzspektrum (Abschnitt 3.4) des
verwendeten, 200 um dicken Aluminats aufgezeichnet. Das pordse Substrat mit
zundchst geschlossenen Poren wurde dazu selektiv nur in einem kreisformigen
Bereich mit 1 mm Durchmesser gedffnet (siehe Abschnitt 3.2.6). Die Offnungen in
den verwendeten Messkammern (Abb. 3-13) besalen einen etwas grofieren
Durchmesser (r = 1,0 mm), da sich auf diese Weise der fur Leckstrome sehr anfallige
Bereich zwischen Dichtungsring und Aluminat Uber noch geschlossenem
Aluminiumoxid befand. Ein getffneter Bereich mit einem Radius von r = 0,5 mm

ergibt eine Flache A von

A= m-r?=0,00785 cm?. (4-1)

Die  Porositdt  dieser  Aluminate  wurde durch eine  Pixelanalyse
elektronenmikroskopischer Bilder zu (33 + 4) % bestimmt,[® was eine aktive Flache
dieses Substrats von A, = 0,00281 cm? ergibt.
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In Abb. 4-3 ist das Impedanzspektrum eines goldbeschichteten und partiell
geOffneten  Aluminats, funktionalisiert mit Tetradekanthiol (TDT, siehe
Abschnitt 3.3.1), gezeigt. Das Spektrum wurde im Frequenzbereich von 1 MHz bis
101 Hz in 0,1 M NaCl aufgenommen. Es sind zwei Dispersionen zu erkennen,
welche auf die gleichzeitige Anwesenheit und das unterschiedliche Verhalten

geschlossener und gedffneter Poren im Barriereoxid zuriickzufiihren sind.[®

1ZI] [ kO
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Abb. 4-3: Impedanzspektrum eines porésen Aluminats mit partiell gedffneten Porenbdden.
Die zunéchst geschlossenen Poren mit einem Radius von r = 30 nm im Aluminat der Dicke
d =200 uM wurde in einem kreisférmigen Bereich mit einem Radius von r= 0,5 mm
geOffnet, was bei einer Porositidt des Bereichs von (33 +4) % eine aktive Flache von
A, = 0,00281 cm? ergibt. Insgesamt wurde ein kreisférmiger Bereich des Aluminats mit einer
Flache von Ags = 0,03141 cm? in 0,1 M NaCl vermessen, weshalb sich eine Dispersion
aufgrund des unterschiedlichen Verhaltens von porésem und nichtporésem Bereich ergibt.

Zur Préparation einer Membran durch das Spreiten von LUVs wurde der Puffer auf
der Oberseite des horizontal platzierten Substrats gegen eine LUV-haltige
Pufferlosung ausgetauscht. Um den Aufbau der Membran verfolgen zu kdnnen,
wurde bei einer festen Frequenz von f=10 Hz gegen die Zeit gemessen, bis keine

Veranderung des Betrags der Impedanz |Z| mehr zu erkennen war. Diese Frequenz
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4. Ergebnisse

wurde gewdhlt, da im Bereich niedriger Frequenzen generell die groRte Zunahme

von |Z| beim Prozess des Membranaufbaus zu erwarten ist.*!
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Abb. 4-4: Zeitlicher Verlauf des Betrags der Impedanz |Z| beim Aufbau einer Membran
durch Vesikelspreiten. Bei t=13,3 min wurde eine Vesikelsuspension auf ein mit TDT
funktionalisiertes pordses Aluminat (vgl. Abb. 4-3) gegeben. Das Spektrum wurde bei einer
festen Frequenz von f = 10 Hz in 0,1 M NaCl aufgenommen.

Vor Zugabe der Vesikelsuspension bei 13,3 min wurde die portse Oberflache
zundchst mit einem bis auf wenige Haare ausgedinnten Pinsel mit einer L6sung von
n-Dekan in Reinstwasser 1:100 (v/v) bestrichen. Dieses sogenannte priming der
Oberflache unterstutzt das Spreiten der Lipidvesikel. Nach Zugabe der Vesikel
konnte der Aufbau einer Schicht auf dem Substrat verfolgt werden, die nach gut drei
Stunden einen Widerstand im MQ-Bereich aufwies. Um zu Uberpriifen, ob es sich
um eine Lipiddoppelschicht handelte, wurde ein komplettes Impedanzspektrum in
einem Frequenzbereich von 1 MHz bis 10° Hz aufgenommen, da so auch der

Bereich des Membranwiderstands aufgeldst werden kann.!*
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Abb. 4-5: Impedanzspektrum der durch Vesikelspreiten praparierten Membran (ungefillte
Kreise), gemessen in 0,1 M NaCl. Die Membranparameter ergaben sich (iber einen
R(RC)-Fit (rot) zu R, =92,2MQ und C,=0,99 pF/cm? der Elektrolytwiderstand betrug
Re =2,2kQ,. Das Impedanzspektrum des verwendeten Substrats ist zum Vergleich mit
abgebildet (grau geflillte Kreise, vgl. Abb. 4-3).

Das Impedanzspektrum der durch Vesikelspreiten praparierten Membran ist in Abb.
4-5 durch ungefillte Kreise dargestellt, wahrend das Impedanzspektrum des
Substrats ohne Membran zur Veranschaulichung mit grau geflllten Kreisen
aufgetragen ist. Die rote Line gibt den Verlauf eines an die Daten gefitteten
R(RC)-Schaltkreises wieder (Abschnitt 3.4.2). Der Widerstand der Membran ergab
sich zu Ry, =92,2 MQ und ihre Kapazitadt zu Cy, = 2,157 nF. Zur Ermittlung der
spezifischen Kapazitat Cs muss die aktive, also zur Kapazitat beitragende Flache des
Substrats herangezogen werden. Mit einer aktiven Flache von A, =0,00281 cm?
(siehe Seite 66) ergibt sich die spezifische Kapazitat der durch Vesikelspreiten
gebildeten Membran zu Cs = 0,99 pF/cm? Dieser Wert liegt im Bereich der fiir
I6sungsmittefreie  Systeme  bestimmten  spezifischen  Kapazitdten  von
Cs = 0,9-1,0 pF/cm?* und  entspricht damit den spezifischen Kapazitaten

biologischer Membranen.[’”
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Abb. 4-6: Der Membranwiderstand R,, in Abhéangigkeit von der Zeit als MalR der
Langzeitstabilitat der durch Vesikelspreiten praparierten Membran. Zu den angegebenen
Zeiten wurde jeweils ein Impedanzspektrum aufgenommen (vgl. Abb. 4-5) und der
Membranwiderstand R, durch einen R(RC)-Fit ermittelt (Abschnitt 3.4.2).

Um die Langzeitstabilitdt der durch Vesikelspreiten préparierten Membran zu
uberprifen, wurden Uber einen Zeitraum von insgesamt tn.x =360h (15 Tage)
Spektren aufgenommen und der Membranwiderstand jeweils Uber einen
R(RC)-Ersatzschaltkreis bestimmt. Der Widerstand blieb tber funf Tage bei hohen
Werten um Ry, = 108 Q und fiel erst nach einer Woche auf ungefdahr Ry, =1 MQ ab,

was die Langzeitstabilitat der Membran belegt.

Es konnten prinzipiell Membranen durch Vesikelspreiten auf pordse Aluminate
aufgebracht werden, jedoch stellte die zuverlassige Ausbildung einer komplett
geschlossenen, hochohmigen Lipiddoppelschicht ein Problem dar, welches einer
routineméBigen Anwendung fir Untersuchungen an lonenkanélen entgegen stand.
Aus diesem Grund wurde als alternatives Verfahren die Praparation von
poreniiberspannenden Membranen mithilfe der Mueller-Rudin-Technik, also dem
Auftragen (painten) von Lipiden in organischen Losungsmitteln (siehe
Abschnitt 1.6.1) untersucht.
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4.2.2 Praparation von porenuberspannenden Membranen durch
painten von Lipiden

Analog zur Préparation von porenliberspannenden Membranen durch das Spreiten
von Lipidvesikeln wurden auch Membranen mit der Mueller-Rudin-Technik, also
dem Auftrag (painten) von Lipiden, gelost in organischen Losungsmitteln, prapariert.
Da diese Art der Praparation von der Herstellung klassischer BLMs (Abschnitt 1.6.1)
auf eine pordse Oberflache mit Porendurchmessern von 60 nm Ubertragen wurde,

werden die resultierenden Membranen auch als nano-BLMs bezeichnet.*!
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Abb. 4-7: Zeitlicher Verlauf des Betrags der Impedanz |Z|, gemessen bei einer festen
Frequenz von f=1MHz, im Verlauf der Praparation einer Membran mittels
Mueller-Rudin-Technik  auf porésem  Aluminat (d =200 pm, A, = 0,00281 cm?,
Porendurchmesser 60 nm). Bei t =55 s wurden 7,5 pl einer 20 mM Lésung von DPhPC in
n-Dekan/n-Oktan 1:1 (v/v) mittels Pipette auf das Substrat appliziert. Puffer: 1 M KCl,
1 mM CaCl,, 5 mM HEPES, pH 7,4.

Abb. 4-7 zeigt exemplarisch den Verlauf des Betrags der Impedanz gemessen bei
einer festen Frequenz von 1 MHz wahrend der Praparation einer Membran mit einer
20 mM Lo6sung von DPhPC in n-Dekan/n-Oktan 1:1 (v/v). Direkt nach dem Auftrag

von 7,5 ul Lésung bei t =55 s steigt die Impedanz sprunghaft von 110 Q um iiber
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zwei GrolRenordnungen auf knapp 30 kQ an und fillt anschlieBend innerhalb von vier
Minuten wieder bis auf 150 Q ab. Dies ist typisch fiir den anfanglich sehr hohen
Widerstand des Losungsmitteltropfens und ein anschliefendes Ausdinnen der
Membran.'®® Zwar fallt der Widerstand nicht komplett auf den Ausgangswert

zuruck, jedoch liegt er mit einer Differenz von 30 Q nur unwesentlich tiber diesem.

Das komplette Impedanzpektrum der resultierenden Membran ist in Abb. 4-8

gezeigt.

VANN®)

Abb. 4-8: Impedanzspektrum der durch Auftrag einer 20 MM Lésung von DPhPC in
n-Dekan/n-Oktan 1:1 (v/v) praparierten Membran, gemessen in 1 M KCI, 1 mM CacCl,,
5 mM HEPES, pH 7,4. Die spezifische Membrankapazitat wurde durch die Anpassung eines
RC-Ersatzschaltbilds (Abschnitt 3.4.2) zu C, = 0,62 pF/cm? bestimmt.

Der Widerstand der Membran ist so hoch, dass er im betrachteten Frequenzbereich
nicht mehr aufgelost werden kann. Zur Ermittlung der Membrankapazitat wurde
daher ein Ersatzschaltkreis verwendet, der aus einem Widerstand und einer Kapazitat
in Reihe besteht (RC-Ersatzschaltkreis, Abschnitt 3.4.2). Die spezifische Kapazitét
der Membran ergab sich zu Cs = 0,62 pF/cm?. Fiir 1sungsmittelhaltige Membranen

stellt dies einen charakteristischen Wert dar, da sich aufgrund der im Vergleich zu
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Lipiden hoheren Dicken und der niedrigen Permittivitat organischer Losungsmittel
wie Dekan (€20 =1,99)™3 geringere Werte als im Falle lésungsmittelfreier
Membranen (Abschnitt 4.2.1) ergeben.[*

4.2.3 OmpF in porentberspannenden Membranen

Das bakterielle Porin OmpF (Abschnitt 1.3) wurde bereits in porenlberspannende
Membranen  rekonstituiert und  elektrophysiologisch  untersucht.!Y)  Als
Machbarkeitsnachweis (proof of concept) wurde daher zundchst OmpF in
nano-BLMs untersucht und das Vorgehen dann auf das strukturell &hnliche
VDACI1-Protein tibertragen.

Hierzu wurde per Mueller-Rudin-Technik eine Membran auf einem mit TDT
funktionalisierten porésen Aluminat mittels Auftrag (painten) einer 20 mM L&sung
des Lipids DPhPC in n-Dekan/n-Oktan 1:1 (v/v) prapariert. Der Auftrag der
Lipidlosung und das sukzessive Ausdinnen des Tropfens zu einer resultierenden
Membran wurde bei einer festen Frequenz von f=1MHz zeitaufgelOst
impedanzspektroskopisch in einem Puffer bestehend aus 1 M KCI, 1 mM CacCl, und
5mM HEPES bei pH 7,4 verfolgt. War keine Veranderung des Betrags der
Impedanz |Z| und des frequenzabh&ngigen Phasenwinkels ¢(w) mehr zu erkennen,
wurde ein Spektrum im Bereich von 10" Hz bis 1 MHz aufgenommen und die
Membranparameter durch Anpassung eines RC-Ersatzschaltbildes quantifiziert. Der
Membranwiderstand konnte nicht aufgeldst werden, ihre spezifische Kapazitat ergab
sich zu Cs = 0,25 pF/cm?. Dass dieser Wert geringer ist, als der in Abschnitt 4.2.2
angegebene (Cs=0,62 uF/cm?), wird auf ein unvollstindiges Ausdiinnen der
Membran und damit auf etwas groRere Mengen an restlichem Losungsmittel in der

Membran zuruckgefiihrt.

Die Préparation wurde vorsichtig im Faraday-Kafig der Einzelkanal-Messapparatur
platziert und zu beiden Seiten der Membran mit Elektroden versehen. Die ca. 4 ml
Pufferlosung pro Seite wurden mit einem kleinen Rihrfisch und einem Rihrer,
welcher einen stérenden magnetischen Fluss &g Uber die Membran durch zwei

rotierende Dipole zu beiden Seiten der Membran verhinderte (SPIN-2, Warner
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Instruments, Hamden, CT, USA), gerthrt. Unter voltage clamp Bedingungen
(Abschnitt 3.6.2) bei einem Transmembranpotenzial von Uy, =90 mV wurden in drei
Schritten insgesamt 3,6 pl einer OmpF-Stammldsung  (Compr = 3 mg/ml bzw.
80 uMin 1M KCI, 1 mM CaCl,, 5mM HEPES, 1 % v/v 0-POE, pH 7,4) zur
Pufferlosung gegeben, was einer Proteinkonzentration in der Messkammer von
Compr = 70 nM entsprach. Der Strom wurde mit einer sampling rate von 50 kHz
aufgenommen und mit einem 1 kHz low-pass Besselfilter mit einer Flankensteilheit
von 24 dB/Oktave gefiltert.

O,
O,
Oy

250 pA |

15s

Abb. 4-9: Stromsignal einer Membran in Anwesenheit eines Trimers des Membranproteins
OmpF (Compr =70 nM). Das Signal wurde bei einem Transmembranpotenzial von
Un=90mV in einer per Mueller-Rudin-Technik praparierten Membran bestehend aus
DPhPC in 1 M KCI, 1 mM CaCl,, 5 mM HEPES, pH 7,4 aufgenommen. Graue Hilfslinien
kennzeichnen vier Stromniveaus, welche charakteristisch fir OmpF sind. Sie werden durch
das Offnen einer oder mehrerer Untereinheiten des Trimers (open, O;-0;) bzw. das
SchlieRen aller Untereinheiten (closed, C) hervorgerufen.!

Ein Ausschnitt des aufgezeichneten Stromsignals ist in Abb. 4-9. gezeigt. Die
Aktivitat eines flir OmpF charakteristischen Trimers und den daraus resultierenden
vier Stromniveaus wird durch vier dquidistante Hilfslinien (grau) verdeutlicht. Das
niedrigste Niveau entspricht einem vollstdndig geschlossenen (closed, C) Trimer,
wahrend die weiteren drei Niveaus durch das sukzessive Offnen eines, zweier oder

aller drei beteiligten Monomere (open, O; — Os) zustande kommt.™*

Zur weiteren Auswertung wurde das Stromsignal zun&chst digital mit einem
low-pass GauRfilter mit einer -3 dB cutoff-Frequenz von 15 Hz gefiltert und das

Signal mittels einer Histogrammanalyse ausgewertet.
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Abb. 4-10: Auftragung der Datenpunkte des in Abb. 4-9 gezeigten Stromsignals in einem
Histogramm. Eine Anpassung von Normalerteilungen an die Daten ergab flr die vier
Zustande Stromniveaus von lc = (0 £ 11) pA, lor = (127 £ 12) pA, o, = (253 + 20) pA und
loz = (376 + 18) pA.

Jeder Datenpunkt wurde seiner Stromamplitude entsprechend in einem
Sdulendiagramm mit einer Binbreite von 10 pA aufgetragen (Abb. 4-10), wodurch
sich eine &dquidistante Verteilung von insgesamt vier Stromniveaus ergab. Das
niedrigste Niveau wurde als Grundlinie definiert, da der endliche Widerstand der
betrachteten Membran und der damit verbundene Leckstrom die Berechnung der

einzelnen Leitfahigkeiten verfalschen wirde.

Die Auswerung des Histogramms erfolgte ({ber die Anpassung von

Normalverteilungen der Form

__4 _EM)
oo 2T e""( 2~ o2 ) (4-2)
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Hierbei beschreibt A die Flache unter der jeweiligen Kurve und o die
Standardabweichung. G; steht fir die einzelnen Leitfahigkeiten, wahrend G ihren

Erwartungswert angibt.

Es ergaben sich fur die vier Zustinde Ic=(0=x11) pA, lo1 = (127 +12) pA,
loz = (253 + 20) pA und loz = (376 + 18) pA.

Unter Berlcksichtigung des angelegten Potenzials von U, =90 mV wurden die
Daten des Stromsignals nach Gleichung (3-7) in Leitfahigkeiten umgerechnet und als

Histogramm aufgetragen (Abb. 4-11).
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Abb. 4-11: Auftragung der der Datenpunkte des in Abb. 4-9 gezeigten Stromsignals in
einem Histogramm. Die Leitfahigkeit G wurde Uber Gleichung (3-7) aus den Daten des
Stromsignal und der Transmembranspannung von Uy, =90 mV errechnet. Eine Anpassung
von Normalverteilungen nach Gleichung (4-2) an die Daten ergab Leitfahigkeiten von
Go1=(1,4%+0,2) nS, Go, = (2,8 £0,2) nS und Goz = (4,2 £ 0,2) nS.

Eine Anpassung von Normalverteilungen an diese Daten ergab Leitfahigkeiten der
offenen  Zustdtnde von Gp1=(14+0,2)nS, Go=(2,8+0,2)nS und
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Gos =(4,2%0,2) nS. Die mittlere Differenz der Leitfahigkeiten ergab sich zu
AG=(1,4+0,2)nS.

4.2.4 VDACLI in porenuberspannenden Membranen

Nachdem das bakterielle Porin OmpF erfolgreich in porentberspannende
Membranen eingebracht und elektrophysiologisch charakterisiert werden konnte,

wurde die Methodik auf das mitochondriale Porin VDAC1 Ubertragen.

Auch hier wurde zundchst analog zum Vorgehen bei der Untersuchung von OmpF
mit der Mueller-Rudin-Technik eine Lipiddoppelschicht auf einem mit TDT
funktionalisierten pordsen Aluminat erzeugt. Auf dieses Substrat wurde eine 20 mM
Losung des Lipids DPhPC in n-Dekan/n-Oktan 1:1 (v/v) mittels einer Pipette
aufgebracht und anschlielend die Parameter der erhaltenen Membran
impedanzspektroskopisch  quantifiziert. ~ Nachdem  das  Ausdinnen  des
Losungsmitteltropfens bei einer Frequenz von 1 MHz zeitaufgelost verfolgt wurde,
ergab die Anpassung der Parameter eines RC-Ersatzschaltbilds an das
Impedanzspektrum der Membran eine spezifische Kapazitat von Cs = 0,52 pF/cm?,
wobei der Membranwiderstand groRer als Ry > 10% Q war und daher im gewiihlten

Frequenzbereich zwischen 0,1 Hz und 1 MHz nicht aufgeldst werden konnte.

Diese Membran wurde zur Rekonstitution des VDACLI-Proteins verwendet. Es
wurden in drei Schritten insgesamt 3 ul einer 40 uM VDAC1-Stammldsung (1 M
KCI, 1 mM CaCl,, 5 mM HEPES, pH 7,4 mit zusétzlichen 0,3 % (v/v) LDAO) unter
Rihren zu 4 ml Pufferlésung (1 M KCI, 1 mM CaCl,, 5 mM HEPES, pH 7,4) in der
Messkammer gegeben. Bei der resultierenden Proteinkonzentration von
¢ (VDACL1) =30 nM konnte mit einem vorgegebenen Transmembranpotenzial von
Un = -50 mV Proteinaktivitdt beobachtet werden, die sich durch Spriinge zwischen
zwei Niveaus im aufgezeichneten Stromsignal &ul3erten (Abschnitt 3.6.2).
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4. Ergebnisse

Abb. 4-12: Spriinge im detektierten Stromsignal in Anwesenheit von 30 nM VDACI,
aufgezeichnet bei einem Transmembranpotenzial von U,=-50mV in 1M KCI, 1 mM
CaCl,, 5 mM HEPES, pH 7,4.

Diese Spriinge im Stromsignal wurden mithilfe der Software Clampfit ausgewertet,
wobei, wie in Abschnitt 3.6.2 erlautert, ein Stromniveau dem offenen und ein

Stromniveau dem geschlossenen Zustand des VDAC1 zugeordnet wurde.

Bei einer Transmembranspannung von Up =-50 mV konnten insgesamt 7808
Ereignisse, also Spriinge zwischen den einzelnen Niveaus, detektiert werden. Um
Aussagen uber die Differenzen der Leitfahigkeiten machen zu kénnen, wurden alle
beobachteten Werte zunédchst in normierten Ereignisamplitudendiagrammen
aufgetragen.!”® Der geschlossene Zustand wurde auf I = 0 pA normiert, um einen

Einfluss der Leitfahigkeit der Membran auszuschlieRen.

Die Ereignisse wurden in Gruppen ahnlicher Leitfahigkeit, sog. bins,
zusammengefasst, wobei die IntervallgréRe (Breite der bins) nach der Regel von

Freedman und Diaconis festgelegt wurde:!®!

2-1QR(x)
0=—m (4-3)

Die IntervallgroRe ¢ wurde mithilfe der Anzahl der Ereignisse n und der
Interquartilbreite ihrer Verteilung 1QR(X) auf o = 50 festgelegt. Eine Auftragung der
Daten als S&ulendiagramm ist in Abb. 4-13 gezeigt.
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Abb. 4-13: Verteilung der Leitfahigkeiten von 7808 ausgewerteten Ereignissen gemessen
bei Uy, =-50 mV in 1 M KCI, 1 mM CaCl,, 5 mM HEPES, pH 7,4.

Fur den als geschlossen definierten und auf G = 0 nS normierten Zustand ergab sich
ein Maximum, beim offenen Zustand waren hingegen zwei Maxima in der
Verteilung zu erkennen, was zwei unterschiedlichen Leitfahigkeiten dieses offenen
Zustands entsprach. Zur Quantifizierung dieser Leitfahigkeiten wurden an die Daten

des offenen Zustands nach Gleichung (4-2) zwei Normalverteilungen angepasst.

79



4. Ergebnisse

019 ' T ' T T T
O\O —
g ~
R N
‘s 0,6- / -
= i
[®))
= - n
= Mk
T 0,3 ALY |
e

/
| -
/// \\
0,0 s ~

1500 2000 2500 3000 3500
G/pS

Abb. 4-14: Analyse des aus 7808 detektierten Ereignissen bei Up,=-50 mV erhaltenen
offenen Zustands des VDAC1. Es sind zwei unterschiedliche Maxima zu erkennen. Aus
einer Anpassung zweier Normalverteilungen (jeweils in rot) nach Gleichung (4-2) ergaben
sich zwei Leitfahigkeitsdifferenzen gegenliber dem geschlossenen Zustand von
AG; = (2117 + 140) pS respektive AG, = (2589 + 211) pS.

Die Mittelwerte der Leitfahigkeitsdifferenzen ergaben sich zu AG; = (2,1 £0,1) nS
und AG; = (2,6 £ 0,2) nS. Eine Auswertung der Flachen unter den jeweiligen Kurven

ergab, dass die Population beider Zustéande ungefahr gleich grof3 (1,1 : 1) war.

Da zwei voneinander unterscheidbare Leitfahigkeiten bestimmt werden konnten,
wurde weiterhin untersucht, ob sich auch zwei unterschiedliche mittlere
Lebensdauern dieser offenen Zustdnde ergaben. Zu diesem Zweck wurden die
Lebensdauern aller Abschnitte, in denen sich der lonenkanal im offenen (O) Zustand

befand, logarithmisch aufgetragen.!**”!
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Abb. 4-15: Logarithmische Auftragung der Lebensdauern des offenen Zustands tope, bei
Un=-50mV. Da nur ein Maximum zu erkennen ist, existiert auch nur eine mittlere
Lebensdauer dieses Zustands.™"!

In einer solchen Auftragung héatte sich auch eine nur unwesentlich verschiedene
Nebenlebensdauer von der Hauptlebensdauer abgehoben und ein zweites Maximum
der Verteilung bewirkt. Da dies eindeutig nicht der Fall war, wurde die Lebensdauer
des offenen Zustands aus dem monoexponentiellen Abfall der Lebensdauerverteilung

nach

f© =4-ex(~) (4-4)

ermittelt, wobei t fir alle und z fir die mittlere Lebensdauer steht.
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Abb. 4-16: Auftragung der Lebensdauern des offenen Zustands topen bei Uy =-50 mV. Die
rote Linie zeigt eine Anpassung von Gleichung (4-4) mit einer mittleren Lebendauer von
Topen = (95 % 2) ms an die Daten.

Die in Abb. 4-16 rot dargestellte Anpassung von Gleichung (4-4) an die Daten ergibt
eine mittlere Lebensdauer des offenen Zustands bei einem Transmembranpotenzial
von Up, = -50 MV von zopen = (95 + 2) ms. Die Offnungswahrscheinlichkeit wurde zu
86,4 % bestimmt, indem die Zeit, die sich das VDAC1-Protein im offenen Zustand
befand, durch die Gesamtdauer der ausgewerteten Daten geteilt wurde.

Bei einer Transmembranspannung von Uy =-60 mV wurden 289 Ereignisse
detektiert, die einen Unterschied in der Leitfahigkeit des offenen und des
geschlossenen Zustandes von AG=(1,6+0,1)nS ergab. Das zugehorige
Ereignisamplitudendiagramm ist in Abb. 4-17 gezeigt.
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Abb. 4-17: Verteilung der Leitfahigkeiten von 289 ausgewerteten Ereignissen gemessen bei
Un=-60mV in 1 M KCI, 1 mM CaCl,, 5 mM HEPES, pH 7,4. Aus einer Anpassung einer
Normalverteilung (rot) nach Gleichung (4-2) ergab sich eine Leitfahigkeitsdifferenz von
AG = (1630 £ 138) pS.

Auch hier wurde die mittlere Lebensdauer des offenen Zustands Uber eine
Anpassung von Gleichung (4-4) an die Daten ermittelt. Fir diese Spannung ergab
sich zopen = (453 + 138) ms (Abb. 4-18).
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Abb. 4-18: Auftragung der Lebensdauern des offenen Zustands topen bei Uy, = -60 mV. Die
rote Linie zeigt eine Anpassung von Gleichung (4-4) mit einer mittleren Lebendauer von
Topen = (453 * 138) ms an die Daten.

Die Offnungswahrscheinlichkeit betrug in diesem Fall 79,8 %.

Fur Transmembranpotenzial von U, =-30 mV konnten 89 auswertbare Ereignisse
registriert werden. Die Verteilung der Amplituden ist in Abb. 4-19 gezeigt, eine
Normalverteilung  wurde auch  hier zur Ermittlung der  mittleren

Leitfahigkeitsdifferenz von AG = (2,5 £ 0,3) nS herangezogen.
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Abb. 4-19: Verteilung der Leitfahigkeiten von 89 ausgewerteten Ereignissen gemessen bei
Un=-30mV in 1 M KCI, 1 mM CaCl,, 5 mM HEPES, pH 7,4. Aus einer Anpassung einer
Normalverteilung (rot) nach Gleichung (4-2) ergab sich eine Leitfahigkeitsdifferenz von
AG = (2455 * 348) pS.

Eine Ermittlung der mittleren Lebensdauer konnte auf Grund der unterschiedlichen

Verteilung der Werte nicht erfolgen.

4.3 Charakteristik des VDACL1 in Einzelkanalmessungen

VDAC1  besitzt die  charakteristische  Eigenschaft, bei erhoéhtem
Transmembranpotenzial in Zustdnde geringerer Leitfahigkeit zu wechseln (siehe
Abschnitt 1.4.2). In Abb. 4-20 wird dieses Phdnomen anhand zweier, Dbei
unterschiedlichen Transmembranspannungen U, aufgezeichneten Stromsignale

verdeutlicht.
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Abb. 4-20: Stromsignale, aufgenommen an einer Membran der Zusammensetzung
DPhPC/Cholesterol 9:1, welche einen einzelnen VDACL enthielt. Die Signale wurden bei
einem Kkonstanten Transmembranpotenzial von U, =20mV (oben) und U,=60mV
(unten) aufgenommen. Puffer: 1 M KCI, 1 mM CaCl,, 5 mM HEPES, pH 7,4.

Das obere Signal wurde bei einer angelegten Spannung von U, = 20 mV
aufgenommen und blieb mit durchgdngig | =75 pA konstant. Die Leitfahigkeit
ergibt sich nach Gleichung (3-7) zu G,=3,9nS, was einem offenen VDAC1
entspricht. Allerdings lasst sich ohne weitere Informationen nicht zwischen einer
Membran mit geringen Widerstand und einer Membran mit enthaltenen inaktiven
Proteinkandlen unterscheiden, durch welche ein konstanter Stromfluss zu messen

ware.

Einen Beweis der Anwesenheit des VDACL kann nur durch eine Messung bei
erhdhter Transmembranspannung erfolgen. Das untere der beiden in Abb. 4-20
gezeigten Stromsignale wurde bei Uy, = 60 mV aufgenommen und besitzt zun&chst
eine Leitfahigkeit von G, = 4 nS. Ab t =0,4 s weist das Signal im weiteren Verlauf
zwei niedrigere Leitfahigkeiten von G¢; =1,7 nS und G¢, = 1,3 nS auf, was typisch
flir das spannungssensitive Verhalten eines VDACL ist, der bei hohem Potenzial in

einen weniger leitfahigen Zustand wechselt.
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4.3.1 Spannungsrampen

Ein Problem, welches sich ganz konkret bei Untersuchungen an VDAC-Proteinen
ergibt, besteht darin, dass diese Kanédle bei konstant anliegender
Transmembranspannung dazu tendieren, in einen Zustand niedriger Leitfahigkeit zu
wechseln und dort minuten- bis stundenlang zu verbleiben. Erst durch eine
Depolarisation der Membran lassen sich die Kanale dann wieder 6ffnen.™® Das
Potential muss zu diesem Zweck vorubergehend wieder auf U, =0 mV gesenkt
werden, weswegen sich zur Untersuchung dieser Kandle sogenannte
Spannungsrampen etabliert haben. Die Uber die Membran applizierte Spannung wird
kontinuierlich bis zu einem Maximalwert erhoht (beispielsweise Ummax= 60 mV)
und danach sukzessive wieder auf U, = 0 mV zurtickgefahren. Dies ermdglicht eine
Ruckkehr der Proteine in ihren offenen Zustand und liefert so durch wiederholte
Anwendung eine Vielzahl an Ereignissen auch auf Einzelkanalebene. Wird die
Spannung nicht nur im Positiven verandert, sondern auch in gleicher Weise im
negativen Spannungsbereich variiert, konnen Asymmetrien im Verhalten der
beobachteten lonenkanale analysiert werden. Abb. 4-21 verdeutlicht dies am Beispiel
eines Dreiecksspannungspulses mit maximaler Amplitude von Upy max = 60 mV und

einer Frequenz von f = 100 mHz.
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Abb. 4-21: Zeitlicher Verlauf der applizierten Transmembranspannung U, am Beispiel eines
Dreiecksspannungspulses mit maximaler Amplitude von Uy max =260 mV und einer
Frequenz von f = 100 mHz.
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Wird diese Spannungsrampe an einen Membran mit einem enthaltenem VDAC1
angelegt, so resultiert eine Stromantwort, deren Verlauf exemplarisch in Abb. 4-22
gezeigt ist. Zundchst folgt der Stromfluss proportional dem aufgeprégten, in Abb.
4-21 gezeigten Spannungssignal, steigt also mit konstanter Steigung an. Nach
Gleichung (3-7) entspricht dies einer konstanten Leitfahigkeit von G, = 4,0 nS. Geht
das VDAC1-Protein bei erhthtem Potenzial in einen weniger leitfahigen Zustand mit
einer Leitfahigkeit von G, = 1,6 nS Uber (bei t = 1,9 s), so bewirkt dieser Ubergang

einen sprunghaften Abfall des Stroms.
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Abb. 4-22: Detektierte Stromantwort auf die in Abb. 4-21 gezeigte Spannungsrampe,
gemessen an einer Membran der Zusammensetzung DPhPC/Cholesterol 9:1, welche eine
einzelnes VDACL-Protein enthielt. Da der Strom sich proportional zur angelegten Spannung
andert, entspricht einen konstante Steigung des Signals einer konstanten Leitfahigkeit. Die
Leitfahigkeit G, = 4,0 nS des offnen Zustands des VDACL ist durch eine blaue Linie
angedeutet. Bei t = 1,9 s fallt der Strom abrupt ab, was durch einen Wechsel des VDAC1 in
den geschlossen Zustand mit einer Leitféhigkeit von G, = 1,6 nS (rote Linie) hervorgerufen
wird. Puffer: 1 M KCI, 1 mM CacCl,, 5 mM HEPES, pH 7,4.

Durch die Depolarisation der Membran mit fallendem Potential 6ffnet der Kanal bei
t = 3,7 s wieder in seinen hoher leitfdhigen Zustand, was analog auch bei negativen

Transmembranpotenzialen auftritt.
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4.4 Elektrophysiologie des VDAC-Proteins

Auf porosen Aluminaten konnten Membranen nur Gber das painten von Lipiden in
organischen Losungsmitteln (Mueller-Rudin-Technik, Abschnitt 1.6.1)
reproduzierbar prapariert werden. Da bei dieser Technik aber verbleibendes
organisches  Losungsmittel in den Membranen die Eigenschaften wvon
Membranproteinen beeinflussen kann, wurden die Untersuchungen am VDACL1 auf
dem Port-a-Patch System (Abschnitt 3.7) weitergefuhrt. Mithilfe proteinhaltiger
Lipidvesikel (GUVs) wurden Membranen Uber einer Offnung mit einem
Durchmesser von ca. 3 um in einem Borsilikatchip prépariert (Abschnitt 3.6.1).
Ohne zugesetztes Protein wurden so standardmaRig Membranen mit Widerstdnden
im Gigaohmbereich erhalten, was aus dem resultierenden Stromverlauf als Antwort
auf eine angelegte Spannungsrampe mit einer Frequenz von f =100 mHz und einer
Amplitude von Upn =60 mV (vgl. Abb. 4-21) nach Gleichung (3-7) errechnet

werden konnte.
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Abb. 4-23: Stromantwort einer Membran ohne enthaltenes Protein auf eine angelegte
Spannungsrampe mit einer Frequenz von f=100mHz und einer Amplitude von
U, =260 mV. Die Membran wurde durch Spreiten eines GUVs bestehend aus
DPhPC/Cholesterol (9:1) erzeugt und wies einen Widerstand von Ry, = 24 GQ auf. Puffer:
1 M KCI, 1 mM CaCl,, 5 mM HEPES, pH 7,4.
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Das Stromsignal folgt proportional dem aufgeprégten, sich periodisch andernden
Transmembranpotenzial, die Steigung ist sowohl bei steigendem als auch bei
fallendem Potenzial gleich. Dies entspricht, wie in Abschnitt 4.3.1 erldutert, einer
konstanten Leitfahigkeit. In diesem Fall nimmt der Strom bei anliegendem
maximalen Transmembranpotenzial von Ugpmax =260 mV um 2,5pA zu (Abb.
4-23), was nach Gleichung (3-7) einem Membranwiderstand von R =24 GQ

entspricht.

Der Verlauf des Stromsignals in Anwesenheit eines VDAC1-lonenkanals ist in Abb.
4-24 dargestellt.
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Abb. 4-24: Stromantwort einer Membran mit einem rekonstituierten VDAC1-Molekiil. Die
Membran wurde durch Spreiten eines GUVs bestehend aus DPhPC/Cholesterol (9:1)
erzeugt, welches zuvor mit VDACLI inkubiert wurde. Der Widerstand betrug R, = 0,24 GQ.
Puffer: 1 M KCI, 1 mM CaCl,, 5 mM HEPES, pH 7,4.

Auch hier ergibt sich nach Gleichung (3-7) zu jedem Zeitpunkt aus dem Quotient des
Stroms und der jeweiligen Spannung ein konstanter Membranwiderstand von
Rm=U/l1=0,24 GQ bzw. cine konstante Leitfdhigkeit von G = R1=4,2nS. Diese
Leitfahigkeit spricht fiir einen einzelnen lonenkanal, der im offenen Zustand in der
Membran vorliegt. Allerdings lasst sich nicht ausschlieBen, dass eine Membran

beobachtet wird, deren Widerstand zufallig in einer GroRenordnung liegt, deren
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korrespondierende Leitfahigkeit der eines lonenkanals der GrofRe des VDACL
entspricht.

Unzweifelhaft nachweisen l&sst sich die Anwesenheit des Proteins nur, wenn
gating-Ereignisse, also Wechsel in einen weniger leitfahigen Zustand, beobachtet
werden koénnen. Abb. 4-25 verdeutlicht dies anhand eines Stromsignals, welches
direkt nach dem in Abb. 4-24 gezeigten Signal an derselben Membranpréparation
aufgenommen wurde. Es ist eine sprunghafte Abnahme der Leitfdhigkeit von
Go=4,2nS auf G; = 1,7 nS fur ca. 0,7 s mit anschlieBender sprunghafter Riickkehr

auf den Ausgangswert zu erkennen.
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Abb. 4-25: Stromantwort einer Membran mit einem enthaltenen VDAC1-Molekil. Eine
Abnahme der Leitfahigkeit von G, =4,2 nS auf G, =1,7 nS mit anschliefender Rickkehr
auf den Ausgangswert beweist die Anwesenheit eines VDACL. Puffer: 1 M KCI, 1 mM
CaCl,, 5 mM HEPES, pH 7,4.

Ein solches Verhalten kann nur durch einen aktiven, also durch ein anwesendes
Membranprotein hervorgerufenen Prozess erklart werden. Andere denkbare
Ursachen einer Leitfahigkeitsmodulation wie Membranfluktuationen oder ein
Einfluss von z. B. restlichem Detergens wirden, wenn tberhaupt, eine Zunahme des
resultierenden Stroms bewirken. Die Membranleitfahigkeit G, addiert sich zu der

Leitfahigkeit des Kanals und kann nicht einzeln aufgeldst werden. Da sie gering im
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Vergleich zur Leitfahigkeit eines VDACL1 ist, veradndert sie maximal deren
Nachkommastelle.

4.4.1 Multikanal Experimente

Eine besondere Herausforderung bei diesen Messungen stellte die Integration nur
eines einzigen Kanals in die porenuberspannende Membran dar. Zwar lassen sich aus
Messungen an Membranen mit mehreren enthaltenen VDACL1-Molekiilen
Informationen Uber die Leitfahigkeitsdifferenzen der beteiligten Kanéle gewinnen,
wichtige Aspekte wie die Offnungswahrscheinlichkeit P, und damit die Reaktion
eines einzelnen Kanals auf eine erhdhte Transmembranspannung kénnen allerdings

nicht ausgewertet werden.
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Abb. 4-26: Stromantwort einer Membran mit mehreren enthaltenen VDAC1-Molekilen. Die
Transmembranspannung wurde von U, = 0 mV auf U,, = -60 mV gesenkt und anschlielend
wieder auf U, = 0 mV zuriickgefahren. Das SchlieRen einzelner Kanale duRert sich in einer
Stufenweise Abnahme des Stroms als Reaktion auf ein erhdhtes Transmembranpotenzial.
Der theoretische Stromverlauf ohne diese SchlieRereignisse ist rot dargestellt. Puffer: 1 M
KCI, 1 mM CaCl,, 5 mM HEPES, pH 7,4.

Abb. 4-26 verdeutlicht dies anhand der Stromantwort einer Membran, die eine
Vielzahl von VDAC1-Molekiilen enthielt. Die angelegte Spannung wurde zunéchst
bis t=2,36s mit einer Rate von 24 mV/s von U,=0mV auf U;,=-60 mV
abgesenkt und anschlieBend in gleicher Weise wieder zuriick bis auf U, =0mV

erhoht. Von t=0s bis t=0,7s wurde eine Leitfahigkeit von Gy =37,3nS
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beobachtet, welche mit steigendem Potential in acht Stufen (G;=34,4nS,
G,=32,6 nS, G3=30,0nS, G4=27,4nS, Gs =24,6 nS, Gg =23,4nS, G; =20,2nS)
auf Gg=17,3nS bei U, =-60 mV abfiel. Die eingezeichnete rote Linie zeigt den
theoretischen Verlauf des Stromsignals ohne SchlieRereignis. Eine durchschnittliche
sprunghafte Abnahme der Leitfahigkeit um AG = (2,6 £ 0,5) nS I&sst den Schluss zu,
dass es sich bei den beobachteten Spriingen um mindestens acht in der betrachteten
Membran vorhandenen VDAC-Proteine handelt, die nacheinander als Reaktion auf
das erhohte Membranpotenzial schlieBen. Allerdings wurde bei anschlieRender
Erh6hung des Potenzials nur eine Zunahme in zwei Stufen auf Gyickmax = 19,7 NS
beobachtet. Zwar liegt die Vermutung nahe, dass hier zwei Kanéle wieder in den
offenen Zustand wechselten, jedoch ist es ausgeschlossen, Rickschlisse darauf zu
ziehen, um welche der vorhandenen Kandle es sich im Einzelnen handelte. Die
Dauer, die ein spezifischer Kanal im geschlossenen Zustand verbrachte, kann somit
prinzipiell nicht bestimmt werden. Weiterhin wére es auch denkbar, dass einzelne
Kandle waéhrend der Messung aus dem poreniberspannenden Bereich der
verwendeten Membran herausdiffundiert sind, was allerdings eine Abnahme der
Leitfahigkeit in der GroRenordnung von AG =4nS zur Folge hatte. Dieses
Phanomen wurde nicht beobachtet.

Auch lediglich zwei anwesende Kandle erschweren die Interpretation der Daten
erheblich. In Abb. 4-27 ist eine Stromantwort einer 100 mHz Spannungsrampe

dargestellt, die nur zwei oder drei lonenkanale enthélt.
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Abb. 4-27: Stromantwort einer Membran mit zwei oder drei enthaltenen VDAC1-Proteinen.
Eine Abnahme der Leitfahigkeit im positiven Bereich von G, = 11,0 nS auf G.; = 9,0 nS und
weiter auf G, =7,1nS mit anschlieBender Ruckkehr auf den Ausgangswert legt die
Anwesenheit von mindestens zwei VDAC1-Molekiilen nahe. Puffer: 1 M KCI, 1 mM CaCl,,
5 mM HEPES, pH 7,4.

Es konnen drei verschiedenen Leitfahigkeitsstufen unterschieden werden. Betrédgt die
Leitfahigkeit zu Beginn bei niedrigem Potential noch G, =11,0nS, so sinkt sie
zunachst auf G¢; =9,0nS und schlieBlich auf Gg =7,1nS. Die Differenz von
AG;1 =2,0nS bzw. AG,=1,9nS legt die Vermutung nahe, dass es sich um zwei
Kanéle handelt, die sukzessive schlieRen. Im Bereich positiven Potenzials ware fr
beide Kanéle ein erneuter Wechsel in den gedffneten Zustand bei abnehmendem
Potenzial zu verzeichnen. Obwohl die Aufenthaltsdauer im geschlossenen Zustand
jedem Kanal plausibel zuzuordnen ware, ergeben sich auch hier Probleme
hinsichtlich der Interpretation. Im Bereich negativen Potenzials ist eine Abnahme
von Go=11,1nS auf G.=8,8nS mit anschlieBender Rickkehr auf den
Ausgangswert zu erkennen, die keinem der beiden vorher postulierten Kandle
eindeutig zuzuordnen waére. Weiterhin ergibt sich flr den Fall, dass beide Kandle
geschlossen waren eine Restleitfahigkeit von G, = 7,1 nS. Bei einer einer maximalen
Leitfahigkeit des VDAC1 von Gpax = 4,0 nS konnten abzlglich beider Stufen nur
noch insgesamt ca. 4 nS von den beiden Kandlen im geschlossen Zustand stammen.
Die restlichen 3,1 nS waren dann allerdings zu wenig fur einen offenen dritten Kanal.
Es bleibt damit unklar, ob eventuell ein dritter Kanal, der dauerhaft im geschlossenen
Zustand vorliegt, mit anwesend ist, oder die komplette Restleitfahigkeit einem

generell geringeren Membranwiderstand geschuldet ist.
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4.4.2 Einzelkanalexperimente am VDAC1

Eine Madglichkeit, die detektierten Ereignisse eindeutig zuzuordnen, besteht darin,

Messungen mit nur einem in der Membran befindlichen Kanal durchzufihren.

Um Membranpraparationen mit nur einem Kanal erzeugen zu kdnnen, mussten die
per Elektroformation erzeugten GUVs (Abschnitt 3.3.2) mit dem im Detergens
LDAO solubilisierten hydrophoben Membranprotein VDACL inkubiert werden. In
diesem Schritt musste zunéchst die kritische Mizellbildungskonzentration (critical
micellar concentration, CMC) eines Detergens® unterschritten werden, um so die
Detergensmizellen, welche die Membranproteine in Lésung halten, aufzulésen und
eine spontane Integration der Proteine in die hydrophobe Lipiddoppelschicht der
GUVs zu ermoglichen.™ Die verwendeten Proteinldsungen enthielten
typischerweise 0,3 % LDAO (v/v) und wiesen daher eine Detergenskonzentration
von Cipao =13 mM auf (Mipao =229,4 g/mol). Fur LDAO betrdgt die CMC
1-2 mM."? Wurde mit hohen LDAO-Konzentrationen inkubiert, so wurden die
Lipidvesikel destabilisiert, wie Durchlicht-Hellfeldmikroskopaufnahmen (BX 51
Systemmikroskop,  Olympus  GmbH, Hamburg) zeigten. Ab  einer
Detergenskonzentration von ca. Cipao =50 UM, wurden nur wenige GUVs
destabilisiert (siehe Abb. 4-28), allerdings fuhrte dies haufig zu Messungen mit
mehreren beteiligten Proteinen (Abschnitt 4.4.1).
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Abb. 4-28: Durchlichtmikroskopische ~ Aufnahme einer GUV-Suspension
(DPhPC/Cholesterol 9:1), hergestellt in 1 M Sorbitldsung, in Reinstwasser. Die Vesikel
wurden Uber Nacht bei einer Detergenskonzentration von Cpao=50puM mit
VDAC1-Stammldsung inkubiert.

Fir die gewinschten Einzelkanalmessungen wurde daher eine Proteinkonzentration
von Cypaci = 50 nM gewéhlt, wéhrend gleichzeitig die CMC des Detergens* LDAO

mit Konzentrationen von ¢ pao = 7-13 UM weit unterschritten wurde (vide supra).

Eine exemplarische Aufnahme, die das spannungsabhéngige Schliefen des VDACL1
explizit zeigt, ist in Abb. 4-29 gezeigt. Sowohl bei positivem, als auch bei negativem
Potential wechselt der Kanal in seinen weniger leitfahigen geschlossenen Zustand,
sobald das angelegte Potential einen gewissen Wert (in diesem Fall ca. +40 mV
und -50 mV) ber- bzw. unterschritten hat. Zur Verdeutlichung diese Befundes sind
die verschiedenen Leitfahigkeiten, die, solang sie konstant sind, eine konstante
Steigung der Stromkurve zur Folge haben, durch farblich unterschiedliche Geraden
markiert und hervorgehoben.
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Abb. 4-29: Stromantwort einer Membran mit einem enthaltenen VDACL. Eine Abnahme der
Leitfahigkeit im positiven Bereich von G,=4,0nS (blau) auf G.=1,6nS (rot) mit
anschlielender Riickkehr auf den Ausgangswert beweist die Anwesenheit eines
VDACL1-Proteins in der Membran. Puffer: 1 M KCI, 1 mM CaCl,, 5 mM HEPES, pH 7,4.

Wie aus den vorhergehend beschriebenen drei Abbildungen bereits ersichtlich ist,
verhdlt sich ein einzelner in einer Membran untersuchter VDAC1 nicht in jedem
Durchlauf einer angelegten Spannungsrampe gleich. Wahrend einige Aufnahmen ein
Schlielen des Kanals im positiven, negativen oder in beiden Bereichen des
Stromsignals zeigen, erscheint er in anderen komplett offen, zeigt also eine konstante

Leitfahigkeit ohne Wechsel in andere Stufen.

4.4.3 Automatische Basislinienkorrektur und Auswertung von
Stromsignalen

Um das stochastische Offnen und SchlieRen des Kanals auf monomolekularer Ebene
uber ein sinnvolles zeitliches Mittel bestimmen zu konnen, sollte die Stromantwort
einer Membran mit genau einem enthaltenen Kanal (iber einen l&ngeren Zeitraum
ausgewertet werden. Hierzu wurde ein Skript mit dem Programm MatLab
(MathWorks, Natick, MA, USA) erstellt, welches die unter konstanten Bedingungen
erzeugten Stromsignale automatisch auswertet (siehe Anhang 8.2). Das Skript nimmt

zundchst eine Basislinienkorrektur fur jede aufgezeichnete Stromkurve vor. Um
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diese Korrektur vornehmen zu kénnen, wurde die spezielle Form des von der
Software pClamp in Verbindung mit dem Axopatch 200B ausgegebenen
Spannungssignals ausgenutzt. In Abb. 4-30 ist die Uber die Membran applizierte

Spannung Up, in Abhéngigkeit von der Zeit als blaue Linie aufgetragen.
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Abb. 4-30: Auftragung der tber die Membran applizierten Spannung U, in Abh&ngigkeit
von der Zeit (blau).

Dieses Signal verlauft groftenteils analog zu der in Abb. 4-21 gezeigten,
idealisierten  Spannungsrampe. Die Stromantwort auf dieses aufgepragte
Spannungssignal ist in Abb. 4-31 gezeigt.

98



Elektrophysiologie des VDAC-Proteins

300

150 ~

|/ pA

-150 4

-300 - . - . : . : . . ,

t/s

Abb. 4-31: Stromantwort einer Membran, bestehen aus DPhPC/Cholesterol 9:1 mit einem
enthaltenen VDAC1 auf das in Abb. 4-30 gezeigte Spannungssignal, aufgetragen in
Abhéngigkeit von der Zeit.

Das reale Spannungssignal zeigt allerdings zu Anfang und am Ende der Rampe einen
jeweils etwa 0,15 s langen Abschnitt konstanten Potenzials, bevor, bzw. nachdem die
eigentliche Rampe durchfahren wird (Abb. 4-32).

00 02 04 96 98 100

Abb. 4-32: Auftragung der ersten 0,5 s und der letzten 0,5 s des in Abb. 4-30 gezeigten
Spannungssignals. Sowohl zu Anfang, als auch am Ende des Signals liegt fur jeweils
t = 0,15 s eine Transmembranspannung von U, =0 mV an.
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Diese Abschnitte konstanten Verhaltens werden auch im resultierenden Stromsignal
detektiert (Abb. 4-33), allerdings zeigt sich hier eine geringe Verschiebung dieser
Datenpunkte gegentiber der bei | = 0 pA befindlichen Basislinie.
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Abb. 4-33: Detailausschnitt der in Abb. 4-31 gezeigten Stromkurve. Sowohl zu Anfang, als
auch am Ende der Aufnahme bleibt das Signal fir jeweils t = 0,15 s konstant. Innerhalb der
Kurve tritt eine Drift der Daten auf, da zu Anfang des Signals ein Strom von konstant
| = -7 pA detektiert wurde, wahrend es an dessen Ende | = -12 pA sind.

Diese Drift des Signals ist auf die Abnutzung der Elektroden wahrend der Messung
(siehe Abschnitt 3.8.2) und auf eine leichte Asymmetrie der Zusammensetzung der
Pufferlosungen durch Verdampfung auf der cis-Seite des Borsilikatchips (siehe
Abschnitt 3.7) zuriickzufihren. Dies stellt einen systematischen Fehler dar, der die
Auswertung der Stromsignale verfalscht. Um diesen Fehler zu korrigieren wurde
eine Ausgleichsgerade benutzt, die durch zwei Punkte verlief, welche aus den in
Abb. 4-33 gezeigten Abschnitten konstanter Stromwerte errechnet wurden. Aus allen
Datenpunkten der ersten 0,15 s eines Stromsignals wurden sowohl fur den Strom, als
auch fur die Zeit die Mittelwerte gebildet. Sie definierten einen Punkt, der als ein
Stutzpunkt der Ausgleichsgeraden diente. Mit den Datenpunkten der letzten 0,15 s
des Signals wurde in gleicher Weise verfahren, sodass sich zwei Punkte ergaben,
durch die eine Grade gelegt werden konnte (Abb. 4-34).
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Abb. 4-34: Aus den Datenpunkten der ersten und letzten jeweils 0,15 s des Stromsignals
(schwarz) wurden die Mittelwerte der Strom- bzw. Zeitdaten errechnet (in griin angedeutet).
Durch die beiden resultierenden Punkte wurde eine Ausgleichsgerade (grau) gelegt, deren
Stromwert 1(t)gerage fUr jeden Zeitpunkt t errechnet und vom jeweiligen Stromwert des
Signals 1(t)signar zur Korrektur der Basislinie abgezogen wurde.

Nach der Geradengleichung der Ausgleichsgeraden:
It)=m-t+b (4-5)

kann der Stromwert der Geraden I(t)cerage ZU jedem Zeitpunkt t errechnet werden. Zur
Korrektur der Basislinie des Stromsignals wurde dieser Wert vom Stromwert des

Signals I(t)signal zU jedem Kkorrespondierenden Zeitpunkt t abgezogen:

I(t)signal — I(©)gerage = I(t)korrigiert (4-6)

AnschlieBend wird aus jedem Datenpunkt des aufgenommenen und Korrigierten

Stromsignals mittels Division durch die an diesem Punkt jeweils anliegende
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Spannung nach Gleichung (3-7) die zugehorige Leitfahigkeit berechnet. Zur weiteren
Auswertung der erhaltenen Daten wurde manuell ein Grenzwert (treshold value) der
Leitfahigkeit vorgegeben, der mdglichst genau zwischen der Leitfahigkeit des
offenen und der des geschlossenen Zustands liegt. In Abbildung Abb. 4-35 wird
dieses VVorgehen anhand des bereits in Abb. 4-29 gezeigten Traces noch einmal
verdeutlicht.

t/s

Abb. 4-35: Stromantwort einer Membran mit einem enthaltenen VDACL. Eine Abnahme der
Leitfahigkeit im positiven Bereich von G,=4,0nS auf G.=1,6 nS mit anschlieBender
Riickkehr auf den Ausgangswert beweist die Anwesenheit eines VDAC1-Proteins (vgl. Abb.
4-27). Der threshold value (rot) des zur automatischen Auswertung der Stromsignale
verwendeten MatLab-Skripts mit einer Leitfahigkeit von Gyyesn = 3 NS liegt genau zwischen
dem Leitfahigkeitsbereich des offenen und dem des geschlossenen Zustands des VDACL.
Puffer: 1 M KCI, 1 mM CaCl,, 5 mM HEPES, pH 7,4.

Die rote Linie entspricht dem theoretischen Stromsignal einer konstanten
Leitfahigkeit von G =3,0nS. Liegt die Leitfdhigkeit Uber diesem Grenzwert, so
werden diese Datenpunkte als ,,offener Zustand* registriert. Wechselt der Kanal in
den geschlossenen Zustand, so wird der threshold mit G, = 1,6 nS unterschritten, was
eine Zuordnung dieser Daten zum geschlossen Zustand zur Folge hat. Die
Wahrscheinlichkeit, den VDAC1 bei einem bestimmten Potenzial Uy, im offenen
Zustand (open, o) vorzufinden (open probability, P,), errechnet sich dann aus dem
Verhéltnis der Datenpunkte, welche dem offenen Zustand entsprechen (Ngo) zu allen

bei dieser Transmembranspannung aufgenommenen Datenpunkten (N):
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NGO(Um)
N(U,,) - (4-7)

Po(Um) =
Die Auswertung von insgesamt 185 hintereinander an derselben Membran mit genau
einem VDAC1 aufgenommenen Traces mit einer Gesamtdauer von 31 Minuten
liefert die Offnungswahrscheinlichkeit P, als Funktion der angelegten
Transmembranspannung Uy, (Abb. 4-36). Da die Membran eine sehr geringe
Restleitfahigkeit besal? (Grest < 0,5 nS), wurde als threshold value der Leitfédhigkeit
Gihresh = 3,0 nS gewdhlt, der damit genau zwischen der Leitfahigkeit des offenen
(Go = 4,0 nS) und des geschlossenen (G. = 2,0 nS) Zustands eines VDAC1 lag.
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Abb. 4-36: Die Offnungswahrscheinlichkeit des VDACT1 errechnet nach Gleichung (4-7) aus
185 hintereinander aufgenommenen Stromsignalen mit einer Gesamtdauer von 31 Minuten.

Der Kanal zeigt ein reduziertes P, bei erhéhter Spannung, da es bei Uy, = +60 mV
auf bis zu 96 % absinkt, wahrend es bei Spannungen um Up, =0 mV 100 % betragt.
Von den 185 hintereinander aufgenommenen Stromsignalen zeigten nicht alle eine
eindeutige Proteinaktivitat, also Stufen im Signal, die auf einen Wechsel zwischen

offenem und geschlossenem Zustand des VDAC1 beruhen. Wurden nur Aufnahmen
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beriicksichtigt, die Proteinaktivitat zeigten (siehe Abschnitt 5.3), so blieben 33 der
insgesamt aufgenommenen 185 Traces flr eine Auswertung Ubrig, was 18 % der
Traces entsprach (Abb. 4-37).
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Abb. 4-37: Offnungswahrscheinlichkeit des VDAC1 errechnet nach Gleichung (4-7) aus
Stromsignalen, welche Proteinaktivitat zeigten.

Die Offnungswahrscheinlichkeit sinkt durch das Weglassen aller Signale, die keine
Proteinaktivitat zeigen, von 96 % auf bis zu 76 % bei Potenzialen von (Uber
Upn =230 mV.

4.5 Blockierung des VDAC1 mit tBid

Da die beobachtete, nur sehr gering ausgepragte Spannungsabhéngigkeit im
Widerspruch zur bisher veroffentlichten, sehr stark ausgepragten Abhéngigkeit des
Offnen und SchlieRens eines VDAC1 vom Membranpotenzial stand, wurde durch ein
geeignetes Blockierungsagens bewiesen, dass es sich bei dem beobachteten

Transmembranprotein tatsdchlich um VDAC1 handelte.
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Zu diesem Zweck wurde das proapoptotische Protein tBid!*?"! ausgewahlt, welches
zusammen mit anderen Proteinen fur die Ausschiittung von Cytochrom c aus der
mitochondrialen Matrix ins Cytosol und damit fir die Einleitung der Apoptose
verantwortlich gemacht wird (vgl. Abschnitt 1.4.4).122:123  Ayfgrund  dieser
Eigenschaft wurde die spezielle Wechselwirkung dieses Proteins mit VDACL1
untersucht. Es ergab sich, dass tBid ein SchlieRen des VDACL1 sowie seinen Verbleib
im geschlossenen Zustand induziert.*** Das komplette, 195 Aminosauren lange
Protein Bid wurde zunéchst mit dem Polypeptidketten-spaltenden Enzym Caspase-8
vor der Aminosaure Asparaginsaure 60 in zwei Teile gespalten. Das 15,5 kDa groRe
C-terminale Stiick des geschnittenen Bid (truncated Bid, tBid), welches folglich die

Aminosauren 60-195 umfasste, besitzt die kanalschlieRende Aktivitat, 124

Im Folgenden ist der Einfluss des tBid auf ein VDACL-Protein dargestellt. Die
Anwesenheit eines einzelnen VDAC1 in der Membran vor tBid-Zugabe konnte
nachgewiesen werden, da teilweise ein Ubergang des VDAC1 vom offenen in den

geschlossenen Zustand zu beobachten war (Abb. 4-38).
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Abb. 4-38: Nachweis der VDACIL-Aktivitdt in einer Membran bestehend aus
DPhPC/Cholesterol 9:1. Puffer: 1 M KCI, 1 mM CaCl,, 5 mM HEPES, pH 7,4.

Der offene Zustand besitzt eine Leitfahigkeit von G, =4,0nS, der geschlossene

Zustand liegt bei Gcpos = 2,1 nS respektive Gepeg =2,7NnS. Im diese Membran
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umgebenden Puffer (1 M KCI, 1 mM CacCl,, 5 mM HEPES, ph7,4) wurden zun&chst

ein tBid-Konzentration von cwig = 700 nM eingestellt, was keinen detektierbaren

Einfluss auf den VDAC1 hatte. Nach einer weiteren Zugabe des tBid-Proteins mit
einer Zunahme der Konzentration auf cigig = 2,5 UM war ein vor allem bei positivem
Potenzial destabilisierter offener Zustand und folglich vermehrte SchlieRereignisse
zu beobachten (Abb. 4-39).
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Abb. 4-39: Destabilisierung des offenen Zustands eines VDAC1-Molekils durch Zugabe
des proapoptotischen Proteins tBid mit einer Konzentration von cgjq = 2,5 M.

Die Leitfahigkeit des offenen Zustands lag unveréndert bei G, = 4,0 nS, wahrend der
geschlossene Zustand mit G¢pos = 1,9 nS und Gepneg = 1,7 NS etwas gegentiber der den
Werten, die fur die Membran ohne zugesetztes tBid beobachtet wurden (vgl. Abb.
4-38), abgesenkt war. Eine finale Erhéhung der tBid-Konzentration auf
Cisigd = 5,8 UM bewirkte schlieBlich einen endgultigen Wechsel des VDACL1 in den
geschlossenen Zustand (Abb. 4-40).
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Abb. 4-40: Wechsel der Leitfahigkeit eines VDACL-Molekils von G,=4,0nS auf
G.=1,7nS bei t=6,2 s als Reaktion auf eine Konzentration des proapoptotischen Proteins
tBid von ¢ig = 5,8 UM.

Vor der Zugabe von Cgig=5,8 UM wurden insgesamt 99 Traces mit einer
Gesamtdauer von 16,5 Minuten aufgenommen und deren spannungsabhéngige
Leitfahigkeit errechnet. Nach der tBid-Zugabe wurden weitere 50 Traces mit einer
Dauer von 8,3 Minuten aufgezeichnet, bevor die Membran schlielich riss. Vor
tBid-Zugabe lag die durchschnittliche Leitfahigkeit bei G = 4,0 nS, nach Zugabe von
Cigid = 5,8 UM wurde sie auf G =2,6nS reduziert, was der Leitfahigkeit des

geschlossenen Zustands entspricht (Abb. 4-41).
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Abb. 4-41: Einfluss des proapoptotischen Proteins tBid auf ein VDAC1-Molekdil in einer
Membran bestehend aus DPhPC/Cholesterol 9:1. Aufgetragen sind die mittleren
Leitfahigkeiten des Kanals vor (weil3 gefullte Kreise) und nach (grau geflllte Kreise) der
Zugabe von tBid mit einer Konzentration von cgiq = 5,8 M.

Insgesamt wurde dieses Experiment drei Mal durchgefihrt, wobei reproduzierbar
eine Verminderung der Leitfahigkeit des VDAC1 durch tBid festgestellt wurde.
Zusammenfassend wurde mit dieser Versuchsreihe der eindeutige Nachweis der
Rekonstitution eines aktiven VDAC1 in Membranen bestehend aus
DPhPC/Cholesterol 9:1 gefiihrt. Das finale Reien der Membran ist dem generell

destabilisierenden Effekt von tBid auf Lipidmembranen geschuldet.[*?5120!

4.6 Kinetik des gatings von wt-VDAC1 und einer Mutante

Neben den Studien zur generellen Spannungsabhangigkeit des VDAC1 wurden
Untersuchungen der Kinetik der Ubergidnge zwischen den verschiedenen
Leitfahigkeitsstufen des Kanals durchgefiihrt. Ein besonderes Augenmerk wurde auf
die N-terminale a-Helix des VDAC1-Molekuls gelegt, da spekuliert wird, dass
diesem Teil des Proteins eine entscheidende Rolle beim charakteristischen voltage

gating zukommt. Zum einen wird eine mogliche Bewegung dieser Helix in der vom
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restlichen Protein geformten Pore diskutiert,"*! zum anderen kénnte diese Struktur
auch eine stabilisierende Funktion fir die Pore haben. Das gating konnte dann
urséchlich mir einer Verformung des Gesamtproteins, bzw. der Pore selbst als
Reaktion auf eine Lageveranderung der Helix zusammenhangen.*?”]

Zunédchst wurde das natirlich im Menschen vorkommende wild type Protein
(Wwt-VDAC1) bezuglich seiner Kinetik untersucht. Hierzu wurden unter voltage
clamp Bedingungen aufgenommene Stromsignale mithilfe des Programms QuB
(University of Buffalo, www.qub.buffalo.edu) ausgewertet. Diese Software ist in der
Lage, uUber segmental-k-means Algorithmen Spriinge im aufgezeichneten
Stromsignal zu detektieren und daraus idealisierte Stromsignale zu erstellen.[*?®!
Dazu werden dem Programm die ungefdhren Stromamplituden der vermuteten
Zustdnde vorgegeben. Diese Daten werden in einem zweiten Schritt mit
Viterbi-Algorithmen ausgewertet, wodurch Informationen tiber die Lebensdauern der
beteiligten Zustande und damit auch Uber die Kinetik der Leitfahigkeitsdnderungen
erhalten werden konnen.' Weiterhin ist aus den Verteilungen der jeweiligen
Lebensdauer ersichtlich, ob eventuell ein nicht direkt sichtbarer, also Hidden Markov
State fur einen bestimmten Zustand vorliegt. Durch das Verfahren des Hidden
Markov Modeling (HMM) ist auch eine Quantifizierung der Anzahl solcher Zusténde

und ihrer Ubergangsraten untereinander méglich.
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Abb. 4-42: Zwei fir den wt-VDAC1 charakteristische Stromsignale, aufgenommen bei
einem Transmembranpotenzial von U, =-50 mV (oben) und U,, = -40 mV (unten). Puffer:
1 M KCI, 1 mM CaCl,, 5 mM HEPES, pH 7,4.
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Zwei far den wt-VDACL typische Stromsignale, die bei verschiedenen
Transmembranpotenzialen aufgenommen wurden, sind in Abb. 4-42 gezeigt. Da die
Aufenthaltsdauer des Kanals im jeweiligen Zustand stochastisch willkirlich verteilt
war und wesentlich langer als eine Sekunde betrug, wurden nur wenige Ereignisse
unter voltage clamp Bedingungen detektiert. Aufgrund der resultierenden geringen
Statistik konnten die Ubergangraten nur ungenau bestimmt werden. Fiir das
beobachtete langsame gating wurden Ubergangsraten im Bereich von k =0,1-2 s

erhalten.

46.1 RGS-VDAC-Mutante

Die N-terminale a-Helix des wt-VDAC1 wurde modifiziert, indem drei zusétzliche
Aminosauren zwischen dem ersten Methionin und dem Rest der Polypeptidkette des
Proteins eingeftigt wurden.X®! Im Einzelnen handelte es sich neben dem kleinen und
ungeladenen Glycin (Einbuchstabencode: G) sowie der kleinen, aber polaren
Aminosdure Serin (S) vor allem um die relativ grof3e und bei physiologischem pH

positiv geladene Aminosaure Arginin (R).

Abb. 4-43: Primérstruktur des VDAC1-Molekiils.*? Wiahrend der N-Terminus des wild type
(wt) Proteins mit den Aminoséuren M-A-V beginnt, sind im Falle der RGS-VDAC-Mutante
noch die Aminosdauren R-G-S nach dem initialen Methionin eingefigt.
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Kinetik des gatings von wt-VDACL1 und einer Mutante

Da der restliche N-Terminus bis zum Beginn des a-helicalen Strukturmotivs nur aus
kleinen, apolaren Aminosduren wie Alanin (A), Valin (V) und Prolin (P) besteht,
wird vermutet, dass seine Struktur und sein Effekt auf das Gesamtprotein durch diese

Modifikation verandert sein kann.

Analog zu den in Abschnitt 4.4.2 beschriebenen Untersuchungen am wt-VDAC1 auf
Einzelkanalebene wurde eine elektrophysiologische Charakterisierung fir die
RGS-VDAC-Mutante durchgefuhrt. Auch dieser Kanal zeigte einen offenen Zustand
mit einer Leitfahigkeit um G,=4-5nS und wechselte mit einer geringen
Ubergangsrate von k=0,1-2s* zwischen diesem und einem geschlossenen
Hauptzustand mir einer Restleitfahigkeit von ca. Gc =2 nS. Ein Stromsignal mit
einem einzelnen in der Membran befindlichen RGS-VDAC1 ist in Abb. 4-44
exemplarisch gezeigt.
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Abb. 4-44: Stromantwort einer Membran der Zusammensetzung DPhPC/Cholesterol 9:1 mit
einem rekonstituierten RGS-VDAC1 auf eine 100 mHz Spannungsrampe mit
Spannungsmaxima von Upmw=%60mV (vgl. Abb. 4-21). Der Kanal wechselt in
Abhéngigkeit von der angelegten Spannung von einem offenen Zustand der Leitfahigkeit
G, = 4,9 nS (blau) in einen geschlossenen Zustand der Leitfahigkeit G, = 1,9 nS (rot) Puffer:
1 M KCI, 1 mM CaCl, und 5 mM HEPES, pH 7,4.

Auch hier wurde eine Membran durch das Spreiten proteinhaltiger GUVs auf einem

Port-a-Patch Chip prapariert. Die Offnungswahrscheinlichkeit eines einzelnen
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4. Ergebnisse
RGS-VDAC1 wurde anhand von 220 nacheinander aufgenommenen Stromsignalen

ermittelt, wobei sich auch hier eine sehr geringe Abhangigkeit von der

Transmembranspannung ergab (Abb. 4-45, dunkelgrau gefiillte Kreise).
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Abb. 4-45: Die spannungsabhingige Offnungswahrscheinlichkeit des RGS-VDACI,
ermittelt nach Gleichung (4-7) aus 198 hintereinander aufgenommenen Stromsignalen
(dunkelgrau gefiillte Kreise). Wurden nur solche Signale beriicksichtigt, die ein reopening
des Kanals zeigten (11 % aller aufgenommenen Traces), fiel die Offnungswahrscheinlichkeit
ab Potenzialen von U, = £30 mV rapide auf Werte von bis zu 68 %.

Waurden nur solche Signale beriicksichtigt, die ein reopening des Kanals zeigten
(Abb. 4-45, hellgrau gefiillte Kreise), nahm die Offnungswahrscheinlichkeit ab
Potenzialen von Uy, =+30 mV rapide ab und fiel auf Werte von bis zu 68 %. In
diesem Fall wurde in 21 von 198, also in knapp 11 % der aufgenommenen Signale

Proteinaktivitat detektiert.

Wihrend sich der RGS-VDACL1 beziglich der GréRenordnung der
Offnungswahrscheinlichkeitsabnahme nur unwesentlich von wt-VDAC1 unterschied,
zeigte  der lonenkanal eine  wesentlich  schnellere ~ Abnahme  der

Offnungswahrscheinlichkeit ab Potentialen von Uy, =+30 mV. Weiterhin konnten
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Kinetik des gatings von wt-VDACL1 und einer Mutante

mitunter  charakteristische, sehr  schnelle  Ubergange  zwischen  zwei
Leitfahigkeitsstufen detektiert werden, die fir den wt-VDAC1 nicht beobachtet
wurden. Diese Tatsache wird im Folgenden anhand zweier charakteristischer
Stromsignale verdeutlicht. Sowohl vor dem in Abb. 4-46 gezeigten Stromsignal als
auch danach wurden an derselben Membran weitere Stromsignale aufgenommen, die
sich in threm Verlauf nicht von denen mit einem wt-VDAC1 aufgenommenen

Signalen unterschieden, also kein derartiges Phanomen zeigten.
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Abb. 4-46: Stromantwort einer RGS-VDAC1 enthaltenden Membran auf eine
Spannungsrampe mit Spannungsmaxima von Upm=%60 mV und einer Frequenz von
f=56mHz. Die Membran wurde prépariert durch das Spreiten eines RGS-VDAC1
enthaltenden GUVs der Zusammensetzung DPhPC/Cholesterol 9:1 und gemessen in 1 M
KCI, 1 mM CaCl,, 5 mM HEPES, pH 7,4.

Das in Abb. 4-46 gezeigte Signal wurde als Stromantwort auf Spannungsrampen
etwas niedrigerer Frequenz (f=5,6 mHz) und einem einzelnen enthaltenen
RGS-VDAC1 aufgenommen. Wéhrend diese Aufnahme zundchst lediglich sehr
verrauscht aussah und als Hinweis auf eine Verschlechterung der Membran gewertet
werden konnte, enthiillte eine genaue Betrachtung das Vorhandensein genau
definierter Zustdnde (Abb. 4-47).
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Abb. 4-47: Detailausschnitt des in Abb. 4-46 gezeigten RGS-VDAC-Stromsignals. Es sind
zwei konstante Stromniveaus zu erkennen, zwischen denen das Molekil mit hoher
Ubergangsrate wechselt. Die Leitfahigkeiten dieser Zustdnde ergeben sich nach
Gleichung (3-7) unter Berlicksichtigung des jeweils anliegenden Potenzials zu G, = 4,2 nS
und G, =2,4nS.

Es lieBen sich zwei Stromniveaus unterscheiden, deren Leitfahigkeiten sich zu
Go=4,2nS und G.=2,4nS ergaben. Diese charakteristischen Werte und die
Tatsache, dass dauerhaft ein Wechsel zwischen denselben Niveaus stattfindet, lie3en
den Schluss zu, dass es sich um ein gating zwischen einem offenem und einem
geschlossenen Zustand mit hohen Ubergangsraten handelte. Diese Art des schnellen

gatings ist fur den wt-VDAC1 nicht beschrieben.
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Abb. 4-48: Stromantwort einer RGS-VDAC1 enthaltenden Membran auf eine
Spannungsrampe mit Spannungsmaxima von Upm=%60 mV und einer Frequenz von
f=5,6 mHz. Wéhrend das Protein anfanglich noch zwischen dem offenen Zustand der
Leitfahigkeit G, = 4,0 nS (blau) und geschlossenen Hauptzustdnden wechselt (main gating),
verbleibt es ab t = 40 s im geschlossenen Zustand. Die Membran wurde prépariert durch das
Spreiten eines RGS-VDAC1 enthaltenden GUVs der Zusammensetzung DPhPC/Cholesterol
9:1 und gemessen in 1 M KCI, 1 mM CaCl,, 5 mM HEPES, pH 7,4.
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Kinetik des gatings von wt-VDACL1 und einer Mutante

In Abb. 4-48 ist anfanglich der Wechsel zwischen dem komplett offenen Zustand des
RGS-VDAC1 mit einer Leitfahigkeit von G, =4,0nS und weniger leitfahigen
Zustéanden zu erkennen. Dieser Hauptwechsel (main gating) der Zustande war von
einem schnellen Wechsel niedrigerer Amplitude (fast gating) Uberlagert. Ab
ca.t=40s wechselte der Kanal in seinen geschlossen Zustand und zeigte kein
weiteres main gating, wéhrend das fast gating erhalten blieb und sich zwischen zwei
konstanten Leitfahigkeitsniveaus mit G = 1,0 nS und G¢, = 0,1 nS bewegte (Abb.
4-49). Dieses fast gating konnte also sowohl fir den offenen, als auch fur den

geschlossenen Hauptzustand des VDACL beobachtet werden.
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Abb. 4-49: Detailausschnitt des in Abb. 4-48 gezeigten RGS-VDAC1-Stromsignals. Es sind
zwei konstante Stromniveaus zu erkennen, zwischen denen das Molekil mit hoher
Ubergangsrate wechselt (fast gating). Die Leitfahigkeiten dieser Zustinde ergeben sich nach
Gleichung (3-7) unter Beriicksichtigung des jeweils anliegenden Potenzials zu G.; =1,0 nS
und G, = 0,1 nS und liegen damit beide im Bereich des geschlossenen Hauptzustands des
RGS-VDAC1 main gatings.

Obwohl eindeutig ersichtlich war, dass dieses fast gating eine wesentlich hohere
Ubergangsrate als die fiir das main gating des wt-VDAC1 ermittelte (k = 0,1-2 s™)
ergeben musste, konnten sie anhand dieser Traces nicht quantifiziert werden. Die
verwendeten Algorithmen (siehe Einleitung des Abschnitts) bendtigen eine konstante
Basislinie, um die gegebenen Daten idealisieren zu kénnen. Da das Stromsignal hier
aber auf Grund der angelegten Spannungsrampen nicht linear ist, sondern eine
konstante, periodisch das Vorzeichen wechselnde Steigung enthalt, konnten diese
Signale nicht flr eine kinetische Analyse verwendet werden. Eine Umrechnung des
detektierten Stroms auf die dazugehorige Leitfahigkeit und somit auf konstante

Werte |0st diese Problem prinzipiell, jedoch zeigte sich, dass die Kinetik dieses fast
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4. Ergebnisse

gatings spannungsabhangig ist und daher flr verschiedene Spannungswerte einzeln

ausgewertet werden muss.

4.6.2 Kinetische Analyse des fast gatings der RGS-VDAC-Mutante

Zu diesem Zweck wurden weitere Aufnahmen unter voltage clamp-Bedingungen bei
verschiedenen Transmembranpotenzialen durchgefiihrt, wobei wieder das fast gating
des RGS-VDAC1 beobachtet werden konnte. Im Falle des in Abb. 4-50 gezeigten
bei einem Potenzial von Uy, =-50 mV aufgenommenen Stromsignals Uberlagerte

dieses fast gating das mitunter gleichzeitig auftretende main gating des lonenkanals.

AG, .. =18nS

AGy = 1,213

Abb. 4-50: Detailausschnitt eines unter voltage clamp-Bedingungen bei einem
Transmembranpotenzial von U, = -50 mV aufgenommenen RGS-VDAC-Stromsignals. Das
langsamere main gating zwischen den Hauptzustdnden des Kanals mit einer
Leitfahigkeitsdifferenz von AGnan = 1,8 NS wird von einem fast gating mit geringerer
Amplitude (AGg = 1,2 nS) und hoherer Ubergansrate (iberlagert. Puffer: 1 M KCI, 1 mM
CaCl,, 5 mM HEPES, pH 7,4.

Bei der kinetischen Analyse dieses fast gatings mit der Software QuB wurde darauf
geachtet, keine Ereignisse zu berlcksichtigen, die kirzer als 0,3 ms waren (dead
time, ty), da dies nach Gleichung (4-8) bei Benutzung eines Besselfilters mit einer
Filterfrequenz von f, = 1 kHz bei der Aufzeichnung der Daten die von der Hardware

vorgegebene Grenze des Auflésungsvermdgens darstellt.!!
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Kinetik des gatings von wt-VDACL1 und einer Mutante

0,3321
ta =% (4-8)

In Gleichung (4-6) steht f. fir die Grenzfrequenz des Filters (cut-off frequency),
wonach sich fur die Totzeit d; =0,3321 ms ergaben. Die so von der Software
durchgefuhrte Idealisierung des Datensatzes ist in Abb. 4-51 durch eine rote Linie
uber den Messdaten (schwarz) dargestellt. Neben der Totzeit wurden der Software

weiterhin die ungefahren Strombetrage der beiden beteiligten Level vorgegeben.

20 pA b L e

0.25s

Abb. 4-51: Detailausschnitt des in Abb. 4-50 gezeigten RGS-VDAC-Traces im Bereich des
fast gatings. Nachdem der Software QuB manuell die Stromamplituden der beteiligten
Zustédnde vorgegeben wurden, detektierte sie die Springe im Signal und erstellte einen
idealisierten Datensatz (rot) zur Bestimmung der kinetischen Parameter.

Aus den so idealisierten Daten konnten Uber die Analyse der jeweiligen
Offnungsdauern ¢ beider Zustande die Ubergangsraten fir den Ubergang von
niedrigerer zu hoherer Leitfahigkeit k.., und von hoherer zu niedrigerer

Leitfahigkeit k,_,c ermittelt werden.
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Abb. 4-52: Logarithmische Auftragung der Lebensdauern 7 des fast gating-Zustands
geringerer Leitfahigkeit (c) des RGS-VDAC1-Proteins. Eine kinetische Auswertung mit der
Software QuB (schwarz) ergab eine Ubergangsrate vom niedriger in den hoher leitfahigen
Zustand (0) von ke, = (137 £ 9) s (n = 192).

Abb. 4-52 zeigt die Verteilung der fur den weniger leitfdhigen Zustand (c)
detektierten Lebensdauern und die zur Ermittlung der Ubergangsrate verwendeten
Anpassung der von der Software QuB verwendeten Algorithmen an diese Daten
(schwarze Linie). Fur die Ubergangsrate ergab sich in diesem Fall
Keoso = (137 £9) s™ (n = 192).
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Abb. 4-53: Logarithmische Auftragung der Lebensdauern z des fast gating-Zustands héherer
Leitfahigkeit (0) des RGS-VDACL-Proteins. Eine kinetische Auswertung mit der Software
QuB (rot) ergab eine Ubergangsrate vom hoher in den geringer leitfihigen Zustand (c) von
Kose = (22 + 2) s (n = 193).

Fur den Zustand hoherer Leitféhigkeit (o) ergab sich nach dem in Abb. 4-53
dargestellten Histogramm uber eine kinetische Analyse mithilfe der Software QuB
(rote Linie) eine Ubergangsrate in den Zustand geringerer Leitfahigkeit von
Kose = (22 +2) st (n=193). Aus der Differenz beider Ubergangsraten wird bereits
ersichtlich, dass der Zustand hoherer Leitfahigkeit im zeitlichem Mittel haufiger
besetzt gewesen sein muss. Dies deckt sich mit der (ber QuB ermittelten

Offnungswahrscheinlichkeit von P, = 86 %.

In gleicher Weise wurden die Ubergangsraten fiir verschiedene angelegte
Transmembranpotenziale U, bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4-2

zusammengefasst.
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4. Ergebnisse

Tabelle 4-2: Spannungsabhangigkeit des beim RGS-VDACL1 beobachteten fast gatings.

Um/ mV Kewso /87 Kose /S n
-20 911 + 16 331+6 6633
-40 150 + 4 592 + 17 2571
-50 137+9 2242 385
-60 20+ 2 39+ 4 169
-80 3242 18+1 440

4.7 V17C/A205C-VDAC-Mutante

Um weitere Informationen uber das Zustandekommen des main gatings auf
molekularer Ebene zu erhalten, wurde weiterhin versucht, die postulierte Bewegung
der N-terminalen a-Helix zu unterbinden. Wirde dann kein gating als Reaktion auf
ein erhohtes Transmembranpotenzial mehr auftreten, so wére ein Beweis fir die
Beteiligung einer Bewegung der Helix in der Pore an diesem Prozess erbracht. Daher
wurden, ausgehend vom wild type-VDAC1, die Aminosauren Valin-17 und
Alanin-205 jeweils zu Cysteinen mutiert. Diese beiden Aminosduren liegen im
funktional gefalteten Protein in giinstiger raumlicher N&he und kdnnen zwischen den
Schwefelatomen ihrer Seitenketten eine Disulfidbriicke ausbilden. Das neu
eingefuhrte Cystein-17 stellt einen Teil der N-terminalen a-Helix dar, Cystein-205
befindet sich im B-14 Strang und bildet einen Teil der Porenwand (vgl. Abb. 4-43).
Durch die Ausbildung einer Disulfidbricke in dieser Position, welche in Abb. 4-54
gelb hervorgehoben ist, sollte die Beweglichkeit der Helix innerhalb der Pore

unterbunden werden.
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Abb. 4-54: Position der bei der V17C/A205C-VDAC-Mutante artifiziell eingefligten
Disulfidbriicke (gelb hervorgehoben). Diese sollte eine postulierte Bewegung der o-Helix
innerhalb der Pore als Ursache des spannungsabhangigen main gatings unterbinden.

Um diese Vermutung zu verifizieren, wurden analog zu den Experimenten mit
wt- bzw. RGS-VDAC1 Untersuchungen des spannungsabhédngigen gatings dieses
Kanals durchgefihrt. Die zentrale Frage war, ob das Protein bei hohem
Membranpotenzial (Uy >30mV) noch in Zustande niedrigerer Leitfahigkeit
wechseln konnte, oder ob dies durch eine an der Porenwand fixierte Helix

unterbunden wurde.

Zunédchst wurden Spannungsrampen zur Untersuchung des Kanals verwendet.
Nachdem in  mehreren 5,6 mHz-Rampen mit Spannungsmaxima von
Ummax =60 mV Aktivitat beobachtet wurde, wurden zur Ermittlung Kinetischer

Parameter Messungen mit konstantem Potential Uy, (voltage clamp) herangezogen.
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Abb. 4-55: Stromantwort einer V17C/A205C-VDAC1 enthaltenden Membran auf eine
Spannungsrampe mit Spannungsmaxima von Upmax=£60 mV und einer Frequenz von
f=15,6 mHz. Die Anwesenheit des aktiven Proteins ist durch gating-Ereignisse zwischen
einem offenen Zustand (G, =5,1nS) und geschlossenen Zustdnden (G, =2,2nS und
G¢2 = 3,1 nS) ersichtlich. Die Membran wurde prapariert durch das Spreiten eines Protein
enthaltenden GUVs der Zusammensetzung DPhPC/Cholesterol 9:1 und gemessen in 1 M
KCI, 1 mM CaCl,, 5 mM HEPES, pH 7,4.

Die Stromantwort einer Spannungsrampe ist in Abb. 4-55 gezeigt. Bei niedrigem
Potential ist der offene Zustand mit einer Leitféhigkeit von G, = 5,1 nS zu erkennen,
bei erhéhtem positiven Potenzial wechselt der V17C/A205C-VDAC1 in einen
geschlossenen Zustand der Leitfahigkeit G, =2,2nS respektive G.=3,1nS bei

hohem negativen Potenzial.

Analog zu der natirlich vorkommenden wt-VDAC-Variante und der
RGS-VDAC-Mutante wurde auch fir die V17C/A205C-VDAC-Mutante in bereits
beschriebener ~ Weise  (sieche  Abschnitt 4.4.2) die  spannungsabhéngige
Offnungswahrscheinlichkeit ~ bestimmt. Es  wurden insgesamt 13  auf
Spannungsrampen beruhende Signale mit einer Gesamtdauer von t =39 min zur
Auswertung herangezogen. Alle Signale zeigten jeweils Proteinaktivitdt wobei
aufgrund der generell leicht erhohten Leitfahigkeit des offenen Zustands (s. 0.) ein

threshold value von Gyresh = 4,0 nS fir die Auswertung gewahlt werden musste.
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Abb. 4-56: Die spannungsabhéngige Offnungswahrscheinlichkeit des
V17C/A205C-VDAC1, bestimmt nach Gleichung (4-7) aus 13 Stromsignalen mit einer
Gesamtdauer von t =39 min. Es wurden Spannungsrampen der Frequenz f=5,6 mHz mit
Spannungsmaxima von Up, max = 260 mV zur Erzeugung der verwendeten Signale benutzt.

Auch bei der V17C/A205C-VDAC-Mutante fillt die Offnungswahrscheinlichkeit ab

Potenzialen von U, = 30 mV rapide auf P, = 57 % ab.

In Abb. 4-57 ist das Ergebnis einer Messung unter voltage clamp-Bedingungen bei
einem  Membranpotenzial von Ug,p=-60mV gezeigt. Da sich diese
Membranpraparation als sehr stabil erwies, konnte bei konstant hoher Spannung tiber

mehrere Minuten gemessen werden.
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Abb. 4-57: Ein unter voltage clamp Bedingungen bei einem Transmembranpotenzial von
U, =-60 mV aufgenommenes V17C/A205C-VDAC-Stromsignal. Das Protein wechselt
zwischen einem offenen (G,=4,7nS) und verschiedenen geschlossenen Zustdnden
(G =1,8nS und G, =1,4nS). Die Membran wurde prépariert durch das Spreiten eines
V17C/A205C-VDAC1 enthaltenden GUVs der Zusammensetzung DPhPC/Cholesterol 9:1
und gemessen in 1 M KCI, 1 mM CaCl,, 5 mM HEPES, pH 7,4.

Die Basislinie bei 1 =-286 pA, was einer Leitfahigkeit von G, = 4,7 nS entspricht,
kennzeichnet den offenen Zustand des Proteins. Der Kanal wechselt innerhalb der
130s nur siebenmal in einen weniger leitfahigen Zustand, fur den sich mit
Ge1=1,8nS und Gg;=1,4nS hauptsachlich zwei Leitfahigkeiten unterscheiden
lassen.
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Abb. 4-58: Ein unter voltage clamp Bedingungen bei einem Transmembranpotenzial von
Uy =+60 mV aufgenommenes V17C/A205C-VDAC-Stromsignal. Das Protein wechselt
zwischen einem offenen Zustand der Leitfahigkeit G, =5,5nS und einem geschlossenen
Zustand der Leitfahigkeit G, = 2,2 nS. Die Membran wurde prépariert durch das Spreiten
eines V17C/A205C-VDAC1 enthaltenden GUVs der Zusammensetzung DPhPC/Cholesterol
9:1 und gemessen in 1 M KCI, 1 mM CaCl,, 5 mM HEPES, pH 7,4

Auch bei Anlegen eines positiven Membranpotenzials von Uy, = +60 mV lasst sich
wieder eine dem offenen Zustand zugehorige Leitfahigkeit von G, = 5,5 nS von einer
zweiten Leitfahigkeit mit G, = 2,2 nS unterscheiden, die dem geschlossenen Zustand

zugeordnet werden kann (Abb. 4-58). Aus beiden Abbildungen geht hervor, dass die
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V17C/A205C-VDAC-Mutante ein voltage gating aufweist, welches identisch zu dem
des wt-VDAC1 ist. Es zeigt sich, dass sich die Ubergangsraten k der
Zustandswechsel fiir die gezeigten Traces im Bereich von k = 0,1 s bewegen. Wie
bereits im Falle des wt-VDAC1s, wurde fur die V17C/A205C-VDAC-Mutante ein
Wert von k = 0,1-2 s abgeschatzt, da auch Abschnitte leicht erhhter Aktivitat und
daher hoherer Ubergangsraten detektiert wurden. Aufgrund der geringen
Ubergangsraten und der damit verbundenen geringen Statistik war keine genauere
Bestimmung der kinetischen Parameter dieser Mutante mdglich. Bei niedrigem
Potenzial (Un=+10 mV) aufgenommene Stromsignale zeigten keine Ubergange
zwischen den beiden bekannten Niveaus und wiesen durchgehend Leitféhigkeiten
auf, die einem gedffneten V17C/A205C-VDAC1I entsprachen (nicht gezeigt).

4.8 Das antimikrobielle Peptid Dermcidin

Eine Besonderheit der in Abschnitt 1.5.1 erlduterten Struktur des antimikrobiellen
Peptids (AMP) Dermcidin (DCD) stellt die Beteiligung mehrerer Zinkionen dar.[*"]
Diese sind nicht nur in der Lage, die negative Ladung des Peptids zu neutralisieren,
sondern stabilisieren vor allem das aus drei Untereinheiten - welche ihrerseits aus
jeweils zwei antiparallel angeordneten DCD-Monomeren bestehen - gebildete
DCD-Hexamer (vgl. Abb. 1-18). Molekulardynamische (MD) Simulationen zeigen,
dass diese Struktur ohne die Anwesenheit der Zinkionen nicht stabil ist, sondern
bereits nach einer Simulationsdauer von t =100 ns beginnt zu dissoziieren. Hierzu
wurde die strukturelle Stabilitdt des DCD-Hexamers in einer der bakteriellen
Membran nachempfundenen Lipidschicht aus Phosphatidylethanolamin (PE) und
Phosphatidylglycerin (PG) im Verhéltnis PE/PG 3:11*% mit und ohne Zinkionen
simuliert (Abb. 4-59).
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+Zn2+

_Zn2+

Abb. 4-59: Molekulardynamische Simulation des DCD-Hexamers (A) in einer Lipidschicht
(nicht gezeigt) aus Phosphatidylethanolamin (PE) und Phosphatidylglycerin (PG) im
Verhéltnis PE/PG 3:1. In Anwesenheit von Zinkionen bleibt die Struktur tber einen
Simulationszeitraum von t = 100 ns stabil (B), wahrend sie ohne Zinkionen bereits beginnt,
zu dissoziieren (C).

Um die biologische Relevanz dieser Rontgenstruktur zu verifizieren, wurden
elektrophysiologische Untersuchungen an artifiziellen Membranen durchgefihrt.
Hierbei wurde vor allem der Nachweis eines Einflusses von Zinkionen auf die

postulierte membranperforierende Aktivitat des DCDs angestrebt.

4.8.1 Elektrophysiologische Messungen in Abwesenheit von Zn?*

Da auf Basis der Rontgenstruktur mithilfe von MD Simulationen eine theoretische
Leitfahigkeit des hexameren DCD-Kanals von Gy = (108 £11) pS in 1 M NaCl
gefunden wurde, wurden auch die elektrophysiologischen Untersuchungen in 1 M
NaCl durchgefiihrt. Der pH-Wert wurde auf einen physiologisch relevanten Bereich
von 7,1 mittels 5 mM HEPES und NaOH eingestellt. Die Membranen wurden durch
das  Spreiten von GUVs, bestehend aus DPhPC/Cholesterol im
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Stoffmengenverhdaltnis 9:1, prépariert und mit dem Port-a-Patch Aufbau untersucht
(vgl. Abschnitt 3.7). Aufgrund der geringen theoretisch vorausgesagten Leitfahigkeit
des Proteins wurde ein hohes Transmembranpotenzial von U, =100 mV flr die
Experimente gewdhlt, da eventuelle Ereignisse so zu einem héheren und besser zu

detektierenden Sprung im Stromsignal fiihren.

Insgesamt wurden sechs Membranen mit Widerstanden von R, > 1 GQ in zinkfreier
Pufferlosung (1 M NaCl, 5 mM HEPES, pH 7,1) prapariert. Zur Untersuchung der
Proteinaktivitat wurden anschlieend verschiedene Volumina einer 100 uM
DCD-Stammlésung (DCD in 1 M NaCl, 5 mM HEPES, pH 7,1) zu den stabilen
Membranen gegeben. Nur in zwei Féllen konnte nach der Zugabe von DCD Aktivitét
beobachtet werden, die sich in einer Schwankung im Stromsignal duRerte. Abb. 4-60
zeigt das Signal einer Membran in Anwesenheit von 3 uM DCD, gemessen in

zinkfreiem Puffer.

- Zn%*

5 pA

5s

Abb. 4-60: Stromsignal einer Membran (DPhPC/Cholesterin 9:1) in Anwesenheit von 3 pM
DCD, gemessen in zinkfreiem Puffer (1M NaCl, 5mM HEPES, pH 7,1) bei einer
Transmembranspannung von Uy, = 100 mV.

Zwar sind in diesen Aufnahmen mitunter neben Fluktuationen auch unterschiedliche
diskrete Stromniveaus zu erkennen, diese weisen allerdings Amplituden willkirlicher
Hohe auf und zeigen kein einheitliches Verhalten. Obwohl DCD in Konzentrationen
von bis zu 20 pM zugegeben wurde, konnte in keinem Experiment ein Reil3en der

Membran beobachtet werden.
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4.8.2 Elektrophysiologische Messungen in Anwesenheit von 2 mM
Zn2+

Da in Abwesenheit von Zinkionen im Puffer keine definierte Proteinaktivitét
detektiert werden konnte, wurden weitere Experiment in mit Zinkionen gesattigtem
Puffer durchgefihrt. Zu diesem Zweck wurden der Pufferlésung der
Zusammensetzung 1 M NaCl und 5 mM HEPES Zinkchlorid zugesetzt. Dies ist zwar
in Wasser leicht l6slich, jedoch bildet sich sofort schwerldsliches Zinkhydroxid,
welches die maximale Konzentration freier Zinkionen limitiert. Das
Loslichkeitsprodukt von Zn(OH), betragt K, = 3-10™" mol*/I}, ™" woraus sich bei
pH=7,1 eine theoretische Maximalkonzentration freier Zinkionen von
Cmax(ZN°) = 1,89 mM ergibt. Obwohl nur 2 mM ZnCl, zugesetzt wurden, wies der
Puffer daher eine leichte Tribung auf und wurde routineméfig vor Benutzung
gefiltert, um ausgefallenes Zinkhydroxid zu entfernen. Da der pH-Wert aufgrund der
Bildung von Zinkhydroxid abfallt, wurde er routineméafig direkt vor einer Messung
mit 1 M NaOH auf pH = 7,1 eingestellt.

Unter diesen Bedingungen wurden insgesamt 16 Membranen untersucht, wobei eine
Aktivitat des zugesetzten DCDs bei jeder dieser Membranpraparationen festgestellt
wurde. Die verwendeten Proteinkonzentrationen lagen zwischen 850 nM und 10 uM
und resultierten meistens im direkten Reiflen der Membranen. In einigen Fallen
konnte vor dem WegreiBen der Membran definierte Stufen im Stromsignal
beobachtet werden (Abb. 4-61).

+ Zn2+

8 pA

200 ms

Abb. 4-61: Stromsignal einer Membran (DPhPC/Cholesterin 9:1) in Anwesenheit von
1,7 uM DCD, gemessen in 1 M NaCl, 2 mM ZnCl,, 5 mM HEPES, pH 7,1), bei einer
Transmembranspannung von U, = 100 mV.
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Diese Stufen wurden mehrmals jeweils direkt nach der Zugabe von DCD zur
Membranpraparation in zinkhaltiger Pufferlosung beobachtet. In Abb. 4-62 ist dieser

Effekt bei einer Proteinkonzentration von cpcp = 8,5 UM gezeigt.

+ Zn2+

8 pA

200 ms

Abb. 4-62: Stromsignal einer Membran (DPhPC/Cholesterin 9:1) in Anwesenheit von
8,5 UM DCD, gemessen in 1 M NaCl, 2 mM zZnCl,, 5 mM HEPES, pH 7,1, bei einer
Transmembranspannung von U,, = 100 mV.

Hier konnen bei erhohter Proteinkonzentration drei daquidistante Niveaus

unterschieden werden, zwischen denen das Signal in schneller Folge wechselt.

Mithilfe der Software pClamp 9 wurden die genauen Amplituden von insgesamt
1009 der in Abb. 4-61 gezeigten Ereignisse bestimmt (vgl. Abschnitt 3.6.2),
anschlieBend nach Gleichung (3-7) in Leitfahigkeiten umgerechnet und in einem

Histogramm aufgetragen (Abb. 4-63).
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Abb. 4-63: Auftragung der ermitteltem Leitfahigkeiten von 1009 nach Zugabe von DCD
detektierten Ereignissen. Die Anpassung einer Normalverteilung (rot) nach Gleichung (4-2)
ergibt eine mittlere Leitfahigkeit von G = (81 + 14) pS.

Die Anpassung einer Normalverteilung nach Gleichung (4-2) an die Daten ergab eine
mittlere Leitfahigkeit von G = (81 + 14) pS (Abb. 4-63, rot). Auch die Lebensdauern

T der einzelnen Ereignisse wurden bestimmt.

130



Das antimikrobielle Peptid Dermcidin

4 - , - '
©
~~
E 2] i
Y
=2
Y
:g O i i
T
E
) —— _2 | ]
=
0 0 20 30

t/s

Abb. 4-64: Logarithmische Auftragung der Lebensdauern aller 1009 detektierten Ereignisse.
Uber die Anpassung einer Ausgleichsgeraden an die Datenpunkte ergibt sich eine mittlere
Lebensdauer von T = (4,4 £ 0,2) ms.

Uber die Anpassung einer Geraden an die linearisierten Daten konnte eine mittlere

Lebensdauer von t = (4,4 £ 0,2) ms ermittelt werden.

Auch Dbei einem negativen Transmembranpotenzial von Up, =-100 mV wurden
Messungen durchgefiihrt, um aus einem eventuell unterschiedlichen Verhalten des
DCDs Ruckschlusse auf dessen Wirkungsmechanismus ziehen zu kdnnen. Insgesamt
wurden hier unter Bedingungen, welche identisch zu den oben genannten waren,
zehn Membranen préapariert, wobei in jedem Fall ein permeabilisierender Einfluss
von DCD festgestellt werden konnte. Die verwendeten Proteinkonzentrationen
wichen nicht von den vorher benutzten ab, allerdings konnten keine Stufen, wie die
in Abb. 4-61 und Abb. 4-62 gezeigten, im Stromsignal detektiert werden, was auf
eine Asymmetrie in der Wirkungsweise von DCD beziglich des angelegten

Potenzials schlief3en lasst.
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4.8.3 Einfluss von Magnesiumionen auf die Aktivitat von DCD

Da im menschlichen Schweif3, in dem DCD naturgeméll vorkommt, neben Zinkionen
auch Magnesiumionen in relativ hoher Konzentration enthalten sind, wurde
tiberpriift, ob Mg®* einen vergleichbaren Einfluss auf die Aktivitat von DCD hat, wie
Zn**. Zu diesem Zweck wurde ein magnesiumhaltiger Puffer der Zusammensetzung
1 M NaCl, 10 mM MgCl,, 5 mM HEPES, pH 7,1 hergestellt, wobei darauf geachtet
wurde, jegliche Kontaminierung mit Zink zu vermeiden, indem alle benutzten
Behéltnisse vorher mit einer 100 mM EDTA L06sung ausgespult wurden. Die relativ
hohe Mg?*-Konzentration konnte gewahlt werden, da Mg(OH), mit einem
Loslichkeitsprodukt von K. =5,61-10"2 mol®I® wesentlich leichter l6slich als
Zn(OH); ist.™* Unter diesen Bedingungen wurden sechs verschiedene Membranen
prapariert und bei einer Transmembranspannung von U, =100 mV mit DCD in
Konzentrationen von bis zu cpcp = 40 UM untersucht. Zwar konnte in drei Féllen ein
Reilen der Membran  beobachtet  werden, jedoch  waren  hierzu
Proteinkonzentrationen von cpcp > 20 UM notwendig. Stufen im Stromsignal
konnten in keinem Fall beobachtet werden, was ein Beweis fir die Zinkspezifitat der
Aktivitdt von DCD ist.

4.8.4 H38A-DCD-Mutante mit modifizierter Zink-Bindungsstelle

Um weitere Hinweise auf die physiologische Relevanz der Zinkbindung in diesem
Protein zu erhalten, wurden Messungen mit einer DCD-Mutante durchgefthrt. In
dieser H38A-DCD-Mutante wurde das fiir die Zinkbindung essenzielle Histidin-38
(Abb. 1-18 B) gegen ein Alanin ausgetauscht, welches als hydrophobe und apolare
Aminoséure keine lonenbindungsfahigkeit mehr aufweist. Weiterhin wirde eine
verminderte Aktivitat der Mutante in zinkhaltigem Medium eine weitere Bestatigung
der Zink-Spezifitat des Proteinaufbaus geben, da Zink in der Natur bevorzugt von
Histidinen Kkinetisch fest gebunden wird, was beispielweise fir Magnesium
(vgl. Abschnitt 4.8.3) nicht der Fall ist.**3

Um aussagekraftige Ergebnisse zu erhalten, wurden die Versuche mit dieser Mutante

unter denen der Experimente zum wild type-DCD (Abschnitt 4.8.2) identischen
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Bedingungen durchgefuhrt. Insgesamt wurden neun Lipidmembranen durch das
Spreiten von GUVs auf einem Borsilikatchip hergestellt und im Port-a-Patch Aufbau
elektrophysiologisch untersucht. Der zinkhaltige Puffer (1 M NaCl, 2 mM ZnCl,,
5mM HEPES, pH 7,1) oberhalb des Chips wurde anschliefend jeweils mit
unterschiedlichen Mengen einer 100 uM H38A-DCD-Stammldsung versetzt. Da in
einem Konzentrationsbereich, in welchem das wt-DCD Aktivitat aufwies, keine
membranperforierende  Aktivitdt  detektiert werden konnte, wurde die
Proteinkonzentration der H38A-DCD-Mutante sukzessive auf bis zu
Chssa-ncp = 100 UM gesteigert. In keinem Fall konnte ein Reien einer Membran
beobachtet oder irgendeine Form von Proteinaktivitadt detektiert werden, was die
Bindung von Zink (ber diese spezifische Bindungsstelle und den fundamentale

Einfluss dieses VVorgangs auf die Aktivitat von DCD beweist.
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5 Diskussion

5.1 Pré&paration poreniberspannender Membranen durch

das Spreiten von Lipidvesikeln

Porenlberspannende Membranen (Abschnitt 1.6.3) bieten entscheidende Vorteile
gegenliber den bisher hauptsachlich fir elektrophysiologische Untersuchungen an
lonenkanalen eingesetzten black lipid membranes (BLMs, Abschnitt 1.6.1). Wéhrend
beide Systeme die gleichzeitige Detektierbarkeit beider Membranseiten Uber
wassrige  Kompartimente ermdglichen, besitzen Membranen auf pordsen
Trégermaterialien aufgrund ihrer hohen Stabilitat ein groRes Potential hinsichtlich
der Entwicklung von Biosensoren in der Wirkstoffforschung.[**

Im Rahmen dieser Arbeit sollte gezeigt werden, dass sich porentiberspannende
Membranen auf porésen  Aluminaten (Abschnitt 3.3) prinzipiell auch
I6sungsmittelfrei durch das Spreiten von large unilamellar vesicles (LUVS)
herstellen lassen. Zwar war die Prdparation prinzipiell mdglich (Abschnitt 4.2.1),
jedoch wurde in den meisten Fallen ein erheblicher Leckstrom und damit ein sehr
geringer Membranwiderstand erhalten. Die verwendeten LUVs wurden mithilfe der
Extrusion multilamellarer Vesikel durch Poren mit einem Durchmesser von d = 1 um
in einer Polycarbonatmembran prapariert.!”®! Die GréRenverteilung der erhaltenen
LUVs wurde per dynamic light scattering (DLS) bestimmt, wobei sich der
durchschnittliche Durchmesser eines Vesikels zu d = (730 + 210) nm ergab (Abb.
5_1).[111]
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Abb. 5-1: Per dynamic light scattering bestimmte Verteilung der Durchmesser der zur
Praparation  porentberspannender Membranen benutzten LUVs bestehend aus
DPhPC/DOPC im Molverhéltnis 6:4.™ Der durchschnittliche Vesikeldurchmesser betragt
d = (730 £ 210) nm.

Die Oberflache eines durchschnittlichen Vesikels betragt demnach:

Ap = m-d*=1,674 -10° nm? = 1,674 - 10~° mm?2 (5-1)

Der durchgéangig porose, also mit einer Membran zu Uberspannende Bereich der
pordsen Aluminate weist hingegen ein Flache von 0,785 mm? auf, weshalb fast eine
halbe Million gespreiteter LUVs notwendig waren, um diesen Bereich vollstandig zu
bedecken. Zwar sind in der zur Membranpréaparation verwendeten LUV-Suspension
gentigend Vesikel vorhanden, doch bilden diese nach dem Spreiten gemeinsam keine
durchgehende Lipiddoppelschicht, sondern isolierte Bereiche (patches) aus, die

durch Fehlstellen unterbrochen sind.[*3

Fir optische Methoden, wie beispielweise die Fluoreszenzmikroskopie, kann dieser

Nachteil umgangen werden, indem man sich nur auf die Bereiche konzentriert, die
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ohne Fehlstellen von einer Membran tberdeckt sind (region of interest, ROI). Auch
bei elektrophysiologischen  Untersuchungen an lonenkanélen, die einen
geschlossenen Zustand mit sehr geringer Restleitfahigkeit aufweisen (z. B. OmpF),
ist ein Leckstrom prinzipiell unproblematisch, da er durch eine Basislinienkorrektur
bereits wahrend des Experiments kompensiert werden kann. Da das VDAC1-Protein
allerdings einen geschlossenen Zustand besitzt, der eine erhebliche Restleitfahigkeit
von G. = 2 nS aufweist, kdnnen eventuell vorhandene Proteine nicht vom Leckstrom
unterschieden werden. Daher wurde diese Art der l6sungsmittelfreien Praparation

poreniiberspannender Membranen in dieser Arbeit nicht weiter verfolgt.

5.2 Elektrophysiologische Untersuchung von Porinen in
nano-BLMs

Es wurde weiterhin untersucht, ob sich BLMs auf Aluminaten, die Poren mit
Durchmessern im Nanometerbereich enthalten (sog. nano-BLMs, Abschnitt 3.3.2),
zur Charakterisierung von Porinen (Abschnitt 1.2.2) wie VDACL eignen. Im
Gegensatz zur Praparation von poreniiberspannenden Membranen durch das Spreiten
von Lipidvesikeln (Abschnitt5.1) enthalten diese Membranen zwar restliches
organisches Lodsungsmittel, allerdings zeichnen sie sich durch sehr hohe

Membranwiderstande und daher sehr geringe Leckstrome aus.

5.2.1 Das bakterielle Porin OmpF

Als Machbarkeitsnachweis (proof of concept) wurde zunéchst das gut untersuchte
und bereits in nano-BLMs charakterisierte!*”! bakterielle Porin OmpF (Abschnitt 1.3)
in  diese  porendberspannenden  Membranen  eingebracht. In  voltage
clamp-Experimenten (Abschnitt 3.6.2) wurde das spannungsabhéngige Schliel3en
dieses lonenkanals untersucht. Fir die einzelnen Monomere des OmpF-Trimers
wurde eine durchschnittliche Leitfahigkeit von G = (1,4 £0,2) nS ermittelt. Dieser
Wert deckt sich exakt mit der bereits in nano-BLMs bestimmten Leitfahigkeit von

G =(1,4+0,2) nS" und steht in guter Ubereinstimmung mit der in der Literatur
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angegebenen Leitfahigkeit von G =1,5nS pro Monomer.** Die Integration von
OmpF in nano-BLMs war demnach erfolgreich, was durch das Auftreten eines
Proteintrimers, der beobachteten Spannungsabhangigkeit und der exakten

Ubereinstimmung der ermittelten Leitfahigkeiten mit der Literatur bewiesen wird.

Hiermit konnte gezeigt werden, dass es prinzipiell méglich ist, die funktionelle
Rekonstitution eines Porins Uber die Zugabe des Proteins in Detergensmizellen
(0-POE im Falle von OmpF bzw. LDAO im Falle von VDACL) zu einer nano-BLM

Zu erreichen.

5.2.2 Das mitochondriale Porin VDAC1

Auch das mitochondriale Porin VDAC1 konnte in nano-BLMs eingebracht und
elektrophysiologisch charakterisiert werden (Abschnitt4.2.4). Ein fundamentales
Problem von Einzelkanalmessungen am VDACL in nano-BLMs lag in der
Abwesenheit einer klar definierbaren Basislinie zur Bestimmung der absoluten
Leitfahigkeit aller Zustdnde des Proteins. Der sogenannte ,,geschlossene Zustand
des hVADC1-Proteins weist zwar eine um bis zu 50 % geringere Leitfahigkeit als
der offene Zustand auf, diese betrégt aber in 1 M Elektrolytlésungen immer noch
ca. 2 nS. Diese fur Kanalproteine sehr hohe Restleitfahigkeit war auch in diesem
Aufbau auf Einzelkanalebene nicht vom Leckstrom der verwendeten nano-BLMs zu
unterscheiden, weswegen nur zwischen den beiden Hauptzustanden unterschieden

werden konnte.

Um dennoch Aussagen Uber die Offnungswahrscheinlichkeit P, anhand der in
nano-BLMs gewonnenen Daten machen zu kdénnen, wurde die Zeit, die sich der
Kanal im offenen Zustand befand, relativ zu der im geschlossenen Zustand
verbrachten Zeit bestimmt. Fir ein Transmembranpotenzial von Uy, =-50 mV ergab
sich eine Offnungswahrscheinlichkeit von P, = 86 %, wahrend fir Uy, = -60 mV ein
Wert von P,=80% ermittelt wurde. Bei einem Transmembranpotenzial von
Un=-30mV konnte aufgrund der wenigen detektierten Ereignisse kein
aussagekraftiger Wert fur P, berechnet werden, der Kanal befand sich aber fast

ausschlieRlich im offenen Zustand.
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Sowohl die ermittelte Spannungsabhingigkeit der Offnungswahrscheinlichkeit als
auch die fir VDACL1 charakteristischen Leitfahigkeitsdifferenzen der beobachteten
Zustdnde lassen den Schluss zu, dass sich nano-BLMs prinzipiell zur
elektrophysiologischen Charakterisierung dieses lonenkanals eignen. Fir die
erforderlichen Experimente mit nur einem Kanal stellen sie allerdings nicht das
ideale System dar, weshalb diese Untersuchungen mithilfe des Port-a-Patch Aufbaus

weitergefuhrt wurden.

5.3 Spannungsabhangigkeit des VDAC1 auf

Einzelkanalebene

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Modulation der Offnungswahrscheinlichkeit des
VDACI1-Proteins durch das Transmembranpotenzial auf Einzelkanalebene
untersucht. Sowohl im Falle von porentberspannenden Membranen, die durch das
Spreiten von Lipidvesikeln prapariert wurden, als auch bei der Verwendung von
nano-BLMs als Modellsystem wurden Leckstrome der betreffenden Membranen
detektiert, die im Bereich der durch ein VDAC-Protein auftretenden Strome lagen.
Da mithilfe des Port-a-Patch Aufbaus (Abschnitt 3.7) routinemalig Membranen mit
sehr geringer Restleitfahigkeit prapariert werden konnten (vgl. Abb. 4-23), wurde
dieses Modellsystem zur weiteren Untersuchung des VDACL1 benutzt. Im Gegensatz
zu fast allen bisher zum Phanomen der Spannungsabhéangigkeit der
Offnungswahrscheinlichkeit des VDAC1 ver6ffentlichten Studien wurden somit
Experimente auf Einzelkanalebene in I6sungsmittelfreien Membranen durchgefuhrt
(Abschnitt 3.7).

In Abb. 5-2 ist die Offnungswahrscheinlichkeit eines einzelnen Kanals in
Abhéngigkeit vom Transmembranpotenzial Uy, gezeigt. Die Leitfahigkeit wurde
nach Gleichung (4-7) aus insgesamt 185 hintereinander aufgenommenen
Stromsignalen mit einer Gesamtdauer von 31 Minuten errechnet und mithilfe eines
MatLab-Skripts ausgewertet (siehe Abschnitt 4.4.3).
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Abb. 5-2: Die Offnungswahrscheinlichkeit eines einzelnen VDAC1-Proteins, errechnet nach
Gleichung (4-7) aus 185 hintereinander aufgenommenen Stromsignalen mit einer
Gesamtdauer von 31 Minuten.

Wie in Abschnitt 4.4.3 erldutert, ergibt sich die Wahrscheinlichkeit, den VDACL bei
einem bestimmten Potenzial U, im offenen Zustand (open, o) vorzufinden (open
probability, P,), aus dem Verhaltnis der Datenpunkte, welche dem offenen Zustand
entsprechen (ng,) zu allen bei dieser Transmembranspannung aufgenommenen

Datenpunkten (n):

nGO (Um)
n(Uy,) (5-2)

Po(Um) =

Fir die Bestimmung der Offnungswahrscheinlichkeit konnten keine Messungen bei
konstantem Potenzial (voltage clamp, Abschnitt3.6.2) benutzt werden, da
VDACI1-Proteine bei erhdhtem Potenzial in den geschlossenen Zustand wechseln

und dort verbleiben, bis eine Depolarisation der Membran sie wieder 6ffnet.[*®]
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Bei allen zur Bestimmung der Spannungsabhéngigkeit der
Offnungswahrscheinlichkeit des VDAC1 durchgefilhrten Experimenten konnte
jeweils zweifelsfrei nachgewiesen werden, dass sich wahrend der gesamten
Aufnahmedauer genau ein VDAC1-Protein in der untersuchten Membran befand
(siehe Abschnitt 4.5). Wurde dieser in einer losungsmittelfreien Membran
befindliche lonenkanal tiber einen langeren Zeitraum beobachtet, so zeigte sich, dass
er Uber 95% der Zeit im offenen Zustand vorlag und nicht zwangslaufig bei héherem
Potential in den weniger leitfahigen geschlossenen Zustand wechselte. Der offene
bzw. der geschlossene Zustand dieses Kanals konnte zu jedem Zeitpunkt zweifelsfrei
zugeordnet werden, da die Restleitfahigkeit der Membran sehr gering war
(Grest <0,5nS).

Die resultierende geringe Wahrscheinlichkeit eines Schlielens des Kanals selbst bei
hohen Spannungen ist in erster Linie darauf zurtickzufihren, dass sich zwischen den
detektierten Schlieereignissen relativ lange Abschnitte in den aufgezeichneten
Daten befanden, in denen keine Proteinaktivitat, also ein Wechsel zwischen den
beteiligten Zustdnden, beobachtet wurde. Bei Experimenten an Membranproteinen
und speziell bei Untersuchungen an lonenkanélen werden im Allgemeinen nur die
Abschnitte in den aufgezeichneten Daten ausgewertet, in denen Proteinaktivitat
detektiert wurde (sog. bursts). Dies ist insofern zul&ssig, da bei den standardmaRig
durchgefuhrten Experimenten (BLM-Messungen, Abschnitt 1.6.1 oder Patch
clamp-Messungen, Abschnitt 3.5) nicht unterschieden werden kann, ob ein
bestimmtes Protein nicht anwesend ist oder sich inaktiv in der Membran befindet. Im
Falle des VDAC1 wird diese Unterscheidung zusatzlich noch dadurch erschwert,
dass auch der ,,geschlossene® Zustand des Proteins eine verhdltnisméfBig hohe
Leitfahigkeit (G.=2nS) besitzt und so nicht anhand eines hohen
Membranwiderstands im Falle eines geschlossenen Proteins identifiziert werden

kann.

In der Literatur wird vereinzelt explizit darauf hingewiesen, dass zur Auswertung
von P, des VDACL nur solche Datenstiicke verwendet wurden, die Proteinaktivitat
beinhalten.** ™7 \on den 185 einzelnen Stromsignalen des in diesem

Abschnitt beschriebenen Beispiels zeigten nur 33 (18 %) Proteinaktivitat. Eine
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Bestimmung der Offnungswahrscheinlichkeit nur anhand dieser Signale ergab eine
wesentlich starker ausgepragte Spannungsabhéngigkeit des VDACL (Abb. 5-3).
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Abb. 5-3: Offnungswahrscheinlichkeit des VDAC1 errechnet nach Gleichung (4-7) aus 33
Stromsignalen, welche Proteinaktivitdt zeigten. Bei insgesamt 185 hintereinander
aufgenommenen Signalen entspricht dies einem Anteil von 18 % (5,5 min).

In diesem Fall sinkt die Offnungswahrscheinlichkeit auf unter 80 % bei einem
Transmembranpotenzial von U, =60 mV. Eine &hnliche Spannungsabhéngigkeit
von P, wurde unter identischen Bedingungen auch fir die weiterhin untersuchten
RGS- und V17C/A205C-VDAC-Mutanten gefunden (siehe Abschnitt 4.6). Alle
untersuchten VDAC-Varianten sind somit zwar eindeutig spannungsabhéngig,
schlieBen jedoch auf Einzelkanalebene keinesfalls zwangslaufig bei erhdhtem
Potential. Das gezielte ,,Umschalten eines einzelnen Kanals von seinem offenen in
seinen geschlossenen Zustand durch das Anlegen eines Transmembranpotenzials von

Um > 30 mV scheint somit nicht mdglich zu sein.
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5.3.1 Ermittlung der Spannungsabhangigkeit des VDAC1 auf
Multikanalebene

Um zu Uberprifen, ob die auf Einzelkanalebene beobachtete, nur geringe
Spannungsabhangigkeit der Offnungswahrscheinlichkeit des VDAC1 unter
ansonsten identischen Bedingungen auch auf Multikanalebene auftritt, wurden auch
Messungen mit mehreren beteiligten lonenkanélen mithilfe des Port-a-Patch Aufbaus
durchgefuhrt. Bei der standardméaRig in der Literatur verwendeten Methode zur
Ermittlung der Spannungsabhangigkeit von P, des VDACL1 werden Stromsignale
ausgewertet, die an Membranen mit einer Vielzahl inkorporierter lonenkanéle
aufgenommen wurden. Die Parameter eines einzelnen Kanals sind so nicht mehr
zuganglich, weshalb in diesem Fall keine  Auswertung der
Offnungswahrscheinlichkeit eines einzelnen Kanals nach Gleichung (5-3) mdglich
ist. Im Allgemeinen wird das Stromsignal einer Membran mit vielen enthaltenen
Kanéle nach Gleichung (3-7) in Leitfahigkeiten umgerechnet und P, dann (ber
Gleichung (5-3) bestimmt.™*® Hierbei wird die niedrigste beobachtete Leitfahigkeit
Gmin per Definition einem Zustand zugeordnet, in dem alle beobachteten Kandle in
ihrem geschlossenen Zustand vorliegen. Die Wahrscheinlichkeit P,, einen Kanal bei
einem bestimmten Transmembranpotenzial Uy, im offenen Zustand vorzufinden wird

dann definiert als:

G(Um) - Gmin

Gmax - Gmin

Po (Um) = (5_3)

Die spannungsabhéngige Leitfahigkeit G (Uy,) fallt folglich definitionsgemal, wie in
Abb. 5-4 gezeigt, bis auf Null ab.
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Abb. 5-4: Beispiel einer Auftragung zur Offnungswahrscheinlichkeit von VDAC1 in
Abhangigkeit von der Transmembranspannung ermittelt nach Gleichung (5-3).1*

Mithilfe des Port-a-Patch Aufbaus (Abschnitt 3.7) wurde auch das bereits in Kapitel
4.4.1 gezeigte Stromsignal einer Membran, die mehrere VDAC1-Proteine enthélt,
aufgenommen.  Anhand dieser Aufnahme wurde (berpriift, ob die
Spannungsabhangigkeit der Offnungswahrscheinlichkeit in diesem Fall &hnlich
gering wie auf Einzelkanalebene ausfallt. Es wurde darauf geachtet, dass diese
Messung unter den gleichen Bedingungen durchgefiihnrt wurde (Membran aus
DPhPC/Cholesterol 9:1, Puffer: 1 M KCI, 1 mM CaCl,, 5 mM HEPES, pH 7,4), wie
das Experiment, welches die in Abb. 5-6 gezeigte geringe Spannungsabhangigkeit
der Offnungswahrscheinlichkeit des VDAC1 ergab. Das Transmembranpotenzial
wurde mit 25 mV/s zunachst von U, =0mV auf Uy, =-60 mV abgesenkt und

anschlielend wieder in gleicher Weise erhoht.
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Abb. 5-5: Stromantwort einer Membran mit mehreren enthaltenen VDAC1-Molekilen. Die
Transmembranspannung wurde innerhalb von t=24svon U,=0mV auf U, =-60 mV
gesenkt und anschlieBend wieder auf U,, =0 mV zurlickgefahren. Das SchlieRen einzelner
Kanéle aufRert sich in einer stufenweisen Abnahme des Stroms als Reaktion auf ein erhdhtes
Transmembranpotenzial. Der theoretische Stromverlauf ohne diese SchlieRereignisse ist in
rot dargestellt. Puffer: 1 M KCI, 1 mM CacCl,, 5 mM HEPES, pH 7 4.

Eine Umrechnung dieser Stromkurve unter Berlcksichtigung der jeweils anliegenden
Transmembranspannung nach Gleichung (3-7) liefert die Leitfahigkeit der Membran
an jedem Punkt der Kurve. Es ergibt sich eine maximale Leitfahigkeit von
Gmax = 38,2nS bei einem Transmembranpotenzial von Upn=-10mV und eine
minimale Leitfahigkeit von Gpi, = 16,8 nS bei Uy, =-60 mV. Eine Auftragung der
nach Gleichung (5-3) berechneten Wahrscheinlichkeit, den Kanal im offenen
Zustand vorzufinden (P,) ist in Abb. 5-6 gezeigt. Zur besseren Ubersicht wurde nur
der Bereich von t = 0-2,4 s aus Abb. 5-5 aufgetragen.
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Abb. 5-6: Offnungswahrscheinlichkeit P, von VDAC1 in Abhangigkeit des
Transmembranpotenzials U,,. Die Daten wurden durch Umrechnung des Stromsignals aus
Abb. 5-5 im Bereich von t = 0-2,4 s nach Gleichung (3-7) und (5-3) erhalten.

Schon bei dieser Auftragung anhand der Daten nur eines Teils einer Aufnahme wird
deutlich, dass sich P, dieser Auswertung zufolge zwangslaufig im Bereich zwischen
1,0 und 0,0 bewegen muss. Die diskreten Spriinge in den Daten sind dem Schliel3en
einzelner Kandle in der Membran geschuldet. Werden mehrere Stromantworten
ganzer Spannungsrampen mit einer geringeren Aufldsung aufgetragen, so ergibt sich

die typischerweise in der Literatur gezeigte Glockenkurve (Abb. 5-4).

Auch bei dem in Abb. 5-6 gezeigten Beispiel ist eine Spannungsabhéngigkeit zu
erkennen, da bei niedrigem Potenzial die hochste und bei hochstem Potenzial die
niedrigste Leitfahigkeit detektiert wurde. Allerdings wurde im gewahlten Beispiel
zusatzlich zu den fir die Auftragung herangezogenen Leitfdhigkeiten eine
spannungsunabhéngige Restleitfahigkeit von G = 21,4 nS gemessen. Die Herkunft
dieser Leitfahigkeit bleibt unklar und kann theoretisch auch von mehreren ebenfalls
in der Membran anwesenden VDAC1-Proteinen stammen, die nicht auf die erhthte

Spannung reagiert haben.
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Da sich das im Rahmen dieser Arbeit beobachtete Verhalten des VDAC1 auf
Multikanalebene genau mit dem in der Literatur beschriebenen deckt, kann davon
ausgegangen werden, dass die verwendeten Proteine voll funktionsfahig sind und

sich der Port-a-Patch Aufbau prinzipiell zur Untersuchung dieser lonenkanale eignet.

5.4 Kooperative Effekte bei lonenkanélen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte fir wild type-VDACL und flr zwei
Mutanten gezeigt werden, dass die Proteine auf Einzelkanalebene prinzipiell
spannungsabhangig in einen geschlossenen Zustand wechseln. Wird die Gesamtheit
der aufgenommenen Daten, in denen sich ein einzelnes Protein zweifelsfrei in der
Membran befindet, zur Auswertung herangezogen, ergibt sich nur eine sehr gering
ausgepragte  Spannungsabhingigkeit  der  Offnungswahrscheinlichkeit P,
(Abschnitt 5.3). Diese Abweichung von den bisher beschriebenen, Uberwiegend
durch Experimente mit mehreren beteiligten VDACL-Proteinen ermittelten
Eigenschaften dieses Kanals, wirft die Frage auf, ob ein kooperativer Effekt die
Grundlage fur die beschriebene, sehr ausgepragte Spannungsabhangigkeit der

VDAC-Proteine in vivo sein konnte.

Ein kooperatives Verhalten zwischen Membranproteinen ist beispielweise von
Ca’*-Rezeptoren im Rahmen der Weiterleitung bestimmter Signale in hoheren
Organismen bekannt.!*% Auch bei Chemorezeptoren wie der Histidinkinase CheA in
E. coli wurde im Verlauf der Chemotaxis eine Kooperation zwischen einzelnen
Proteinen beobachtet.['*Y) Die Gruppierung von tausenden Proteinen zu einer Einheit
scheint hier, &hnlich wie bei allosterischen Proteinen, eine wesentliche Verstarkung

des eingehenden Signals und der darauf folgenden Reaktion zu bewirken.

Im Falle spannungsgesteuerter lonenkanédle werden seit einigen Jahrzehnten
kooperative Effekte diskutiert. Vor allem fir die an der Weiterleitung eines
Aktionspotenzials entlang von Axonen beteiligten, spannungssensitiven Na*- und
K*-Kanalen wurde wiederholt die Bildung hoherer Proteinoligomere als Basis der
Erklarung bestimmter Effekte herangezogen. So wiesen Kiss et al. bereits 1985
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darauf hin, dass die Offnungswahrscheinlichkeit von Na'-Kanilen aus
Neuroblastomzellen stark davon beeinflusst wird, ob weitere Kandle in direkter
Umgebung eines beobachteten Kanals vorhanden sind, oder nicht.2*? Als Ursache
dieses Effekts diskutierten die Autoren eine direkte Beeinflussung der Kandale
untereinander, was durch aktuelle Forschungsergebnisse noch vertieft wird.**! So
kann beispielsweise das in vivo und in vitro beobachtete sehr schnelle Einsetzen
eines Aktionspotenzials nicht auf Einzelkanalebene erklért werden. Ein kooperativer
Effekt zwischen vielen beteiligten Kanalen, der flir eine verdnderte
Offnungswahrscheinlichkeit verantwortlich gemacht wird, liefert hingegen eine
durch Berechnungen anhand geeigneter Modelle gestiitzte Erklarung fur dieses
Phanomen.***! Ahnliche, auf kooperativem Verhalten vieler Kanale beruhende
Effekte wurden auch fir spannungsgesteuerte Ca®*- B! und HCN-Kanalel*®!

beschrieben.

Auch  far VDAC1 wurde ein  mdglicher  Unterschied  zwischen
Einzelkanalexperimenten und solchen mit mehreren beteiligten Kanélen in der
Literatur beschrieben.”” In diesen Arbeiten wurde darauf hingewiesen, dass es im
Falle von Untersuchungen an Membranen mit nur einem enthaltenen Protein sehr
schwierig sei, eine fir die weitere Auswertung ausreichende Statistik an Ereignissen
zu erhalten. Aus diesem Grund gibt es kaum quantitative Aussagen Uber das
Verhalten des VDAC1 auf Einzelkanalebene, es wird allerdings berichtet, dass der
Kanal eine geringere Aktivitat aufweise und tber Zeitrdume von Stunden im offenen

oder geschlossenen Zustand vorliegen kénne.4”!

Einen weiteren Hinweis auf eine bevorzugt oligomere Anordnung von
VDAC1-Proteinen liefert eine Analyse der Orientierung dieser Molekile in
Proteinkristallen.*® In diesen Kristallen, die in einer der natiirlichen Umgebung
nachempfundenen Lipidumgebung gezichtet wurden, liegen die VDAC1-Proteine

als untereinander fest assoziierte, antiparallele Dimere vor (Abb. 5-7).
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A S - Cytoplasm

Abb. 5-7: A: Darstellung eines antiparallelen VDAC1-Dimers, welches in Proteinkristallen
als bevorzugte Anordnung dieser Molekiile gefunden wurde.® Die Monomere sind je nach
Orientierung ihres N-Terminus in gelb (N-Terminus unten) bzw. in blau (N-Terminus oben)
dargestellt. Neben stabilisierenden Van-der-Waals-Kraften wird eine Wasserstoffbriicke
zwischen den Serin-43 Seitenketten beider Monomere postuliert. B: Darstellung der
Van-der-Waals-Oberflache mehrerer lateral angeordneter Monomere. Ein Monomer des zur
Kristallisation benutzten Lipids Dimyristoylphosphatidylcholin (DMPC) ist zusdtzlich als
schwarzes Kalottenmodell dargestellt.

Im Falle des mechanosensitiven lonenkanals MscL wurden ebenfalls
unterschiedliche Parameter im Verhalten des Kanals auf Einzel- und auf
Multikanalebene festgestellt.**®) Hier wird spekuliert, dass eine Stauchung bzw.
Streckung des Proteins in der Membran und der damit einhergehende hydrophobic
mismatch (vgl. Abb. 1-20) die direkte Membranumgebung und damit indirekt
benachbarte Proteine beeinflusst (Abb. 5-8).°1 Die Veranderung des
Proteinvolumens eines lonenkanals wird demzufolge durch die Membran
weitergeleitet und beeinflusst indirekt durch die Modulation der Membran

benachbarte Proteine.!*°"
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Abb. 5-8: Kooperatives Verhalten zweier Membranproteine.®? Die Veranderung des
Volumen und/oder der Hohe eines Proteins beeinflusst die umgebende Membran, was im
Falle direkt benachbarter Proteine eine Modulation weiterer Molekiile zur Folge hat.'*"!

Eine Theorie zum gating des VDACL befasst sich genau mit solch einer
Volumenveranderung des Molekdils im Verlauf des Wechsels zwischen einem hoher
und einem niedriger leitfahigen Zustand. Da eine Bewegung der N-terminalen Helix
des VDACL innerhalb des p-barrels nicht die alleinige Grundlage einer
Leitfahigkeitsverminderung zu sein scheint (vgl. Abschnitt 4.7 und 5.7), wurde Uber
eine das P-barrel stabilisierende Funktion dieses quer in der Pore liegenden
Proteinabschnitts spekuliert.*?"! Tatsachlich zeigte sich in molecular dynamics (MD)
Simulationen, das ein VDACI1-Protein, dem diese Helix entfernt wurde
[A(1-20)VDAC1], stark destabilisiert ist und entlang einer Achse, welche ungefahr
durch die B-Faltblatter B1 und B9 verlauft, unter einer Membranspannung von
10 mN/m kollabiert.
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Abb. 5-9: Molecular dynamics (MD) Simulation eines VDAC1-Molekuls, welches keine
stabilisierende N-terminale a-Helix enthélt [A(1-20)VDAC1].'*? Wird dieses Molekiil in
einer Membran bestehend aus DMPC (s. 0.) einer Membranspannung von ca. 10 mN/ m
ausgesetzt, so kollabiert das B-barrel entlang einer Achse, welche ungefahr durch die
B-Faltblatter B1 und B9 verlauft (orange).

Diese Strukturverdnderung des VDAC1L-Molekils wirde fir eine Kooperation
mehrerer Proteine nach dem oben beschriebenen, anhand von Studien am

MscL-Protein entwickelten Mechanismus sprechen.

5.4.1 Physiologische Relevanz von VDAC1-Oligomeren

Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse und die in Abschnitt 5.4 erlduterten
Zusammenhange bekraftigen die Vermutung, dass die in der Literatur beschriebene
starke Spannungsabhangigkeit der Offnungswahrscheinlichkeit des VDAC1 auf
einem kooperativen Effekt mehrerer Proteine beruht. Fragmente der duBeren
Mitochondrienmembran (outer mitochondrial membrane, OMM) zeigen, wie
eingangs erwéhnt, eine ausgepragte Spannungsabhéngigkeit (vgl. Abb. 1-8), was die
Frage aufwirft, ob einem VDAC-Monomer (berhaupt eine physiologische Relevanz

in vivo zukommt.

Um zu ermitteln, ob VDAC1 als Monomer oder Proteinaggregat in einer nativen
Mitochondrienmembran vorliegt, wurden rasterkraftmikroskopische Studien an
OMM-Fragmenten durchgefuhrt. Abb. 5-10 zeigt die Aufnahme einer OMM von
Backerhefe (Saccharomyces cervisiae).**"
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Abb. 5-10: Rasterkraftmikroskopische Aufnahme der dufReren Mitochondrienmembran von
Saccharomyces cervisiae.™™™ A: Es existieren Bereiche geringer (low, L) und hoher (high,
H) Dichte von VDAC1-Proteinen in der Membran. Die einzelnen VDAC1-Molekule sind als
dunkle Punkte erkennbar und liegen fast ausschlieBlich in oligomerer Form vor (weild
eingekreist), wobei mitunter eine leichte Ausstilpung der Membran im Bereich der
Proteinaggregate zu erkennen ist (kleinere Kreise). B/C: Innerhalb der VDAC1-Oligomere
lassen sich monomere (m), dimere (d), trimere (t) und hexamere (h) Formen, sowie héhere
Aggregate (X) unterscheiden.

Es unterscheiden sich die Bereiche hoher VDAC1-Dichte von der ebenen
umgebenden Lipidmembran. Die einzelnen lonenkanéle sind als schwarze Punkte
erkennbar, wobei sich monomere (selten), dimere, trimere und hexamere
Anordnungen, sowie hohere Aggregate unterscheiden lassen.
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In Abb. 5-11 ist eine weitere im contact mode aufgenommene
rasterkraftmikroskopische Abbildung der &ufReren Mitochondrienmembran einer
Kartoffelzelle gezeigt."®? Es ist die vermehrt auftretende hexamere Anordnung von

jeweils sechs VDAC1-Kanalen zu erkennen.

Abb. 5-11: Rasterkraftmikroskopische Aufnahmen von VDAC1-Kanélen in der duReren
Mitochondrienmembran von Solanum tuberosum."® Das Ho6henprofil ist (ber eine
Farbskala codiert (rechts oben), die einzelnen Kandle erscheinen daher als schwarze Punkte
innerhalb der Membran. Die fliinf unten gezeigten, vergroflerten Ausschnitte haben eine
GroRe von jeweils (18 x 18) nm?.

Bei  Untersuchungen an  VDACI1-Proteinkristallen  per  Transmissions-
Elektronenmikroskopie wurden ebenfalls oligomere Strukturen gefunden,™! wobei
ein VDAC1-Hexamer als Elementarzelle identifiziert werden konnte.*>"! Die genaue
Analyse von VDACLIL-Kristallstrukturen ergab, dass sich jeweils zwei
VDAC1-Molekille zu einem stabilen antiparallelen Dimer anordnen (siehe Abb.
5-7), welches seinerseits mit zwei weiteren Dimeren ein Hexamer bildet (Abb.
5_12).[148]
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Abb. 5-12: Hexamere Anordnung von antiparallel zueinander orientierten
VDAC1-Molekulen aus der OMM von Mus musculus als Elementarzelle des
Proteinkristalls.”*® Die einzelnen Monomere sind je nach Lage ihrer N-Termini blau
(N-Terminus schaut nach hinten) bzw. gelb (N-Terminus schaut nach vorn) dargestellt.

Die physiologische Relevanz dieser VDAC-Oligomere wurde in biochemischen
Studien bestatigt. Demnach sind hauptséchlich oligomere Formen dieses Proteins fur
die Ausschiittung von Cytochrom ¢ wahrend der Initiation der Apoptose*® (siehe
Abschnitt 1.4.3) oder fur die Interaktion mit anderen an der Apoptose beteiligten

Proteinen verantwortlich.!*%!

Diese Erkenntnisse lassen den Schluss zu, dass es sich bei der in vivo hauptsachlich
vorkommenden Anordnung des VDACL nicht um Monomere allein, sondern um
Oligomere, insbesondere um Hexamere handelt.™ Dies kénnte ein Grund fiir die
Diskrepanz zwischen dem bisher - auch an Membranpraparationen und nicht nur an
isolierten und wieder rekonstituierten Proteinen - beobachteten Verhalten des
VDAC1 und dem in dieser Arbeit auf Einzelkanalebene ermittelten sein. Es muss
daher in Frage gestellt werden, ob eine molekulare Erklarung der

Spannungsabhangigkeit dieses Proteins auf Einzelkanalebene Gberhaupt moglich ist.
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5.5 Einfluss von organischem Lésungsmittel

In neuerer Literatur finden sich zwar Hinweise auf eine weniger stark als bisher
beschriebene Spannungsabhangigkeit des VDAC1 in hoch konzentrierten
Pufferldsungen (1 M KCI),'*¥! doch auch in diesen Fallen ist sie starker ausgepragt,
als die im Rahmen dieser Arbeit ermittelten Ergebnisse es nahelegen. Diese
Experimente wurden allerdings ausnahmslos an klassischen BLMs (Abschnitt 1.6.1),
also stark losungsmittelhaltigen Membranen durchgefihrt. Das restliche in der
Membran verbliebene Losungsmittel beeinflusst nachweislich die Membrandicke,©®
ihre Mechanik®” und damit letztlich auch die inkorporierten Membranproteine.®®
Es ist also vorstellbar, dass der Einfluss der umgebenden Lipidmatrix auf ein
Membranprotein gerade auf Einzelkanalebene besonders stark ausgepragt ist.
Zachariae etal. postulieren, dass der Vorgang des Wechsels in seinen weniger
leitfahigen Zustand mit einer Deformation des gesamten B-barrels des VDAC1
einhergeht.?] Es ware also denkbar, dass eine erhéhte Membranspannung einen
Ubergang des VDACL in seinen weniger leitfahigen Zustand begiinstigen kénnte.
Unter physiologischen Bedingungen besitzen Membranen in vivo nur eine sehr
geringe Membranspannung von 0,01-0,1 mN/m,!15711158] wahrend
l6sungsmittelhaltige BLMs Werte von 3-5 mN/m!**% oder mehr aufweisen.!**” Dies
konnte zwar einen Erklarung fir die in klassischen BLMs beobachtete
Spannungsabhéngigkeit sein, wirde aber das spannungsabhangige Verhalten von
VDAC-Proteinen in nativen Membranfragmenten nicht erklaren. Weiterhin weisen
poreniiberspannende Membranen auf hydrophob funktionalisierten Substraten
tendenziell noch héhere Membranspannungen auf, als BLMs,®® die in nano-BLMs
ermittelten  Offnungswahrscheinlichkeiten stimmten jedoch mit denen in

I6sungsmittelfreien Membranen Gberein (Abschnitt 5.2.2).

Prinzipiell ist es sehr schwer, den Einfluss von L&sungsmitteln auf ein
Membranprotein genau zu quantifizieren. Da I6sungsmittelhaltige Modellmembranen
im Vergleich zu Zellmembranen in vivo jedoch generell eine zehn- bis hundertfach

hoéhere Membranspannung aufweisen, sollte dieser Fakt bei der Bewertung der in
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diesen Modellsystemen ermittelte Proteincharakteristika nicht unbericksichtigt
bleiben.

5.6 Charakteristisches fast gating der RGS-VDAC-Mutante

5.6.1 Molekulare Ursache des fast gatings

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Mutante des natirlich vorkommenden wild
type-VDAC-Proteins elektrophysiologisch charakterisiert. Diese
RGS-VDAC-Mutante wies aufgrund dreier zusatzlich eingefligter Aminosauren

einen modifizierten N-Terminus auf (Abb. 5-13).

Abb. 5-13: 3D-Struktur der RGS-VDAC-Mutante. Die im Vergleich zu dem natirlich
vorkommenden wild type-VDAC1 zusétzlich eingefiigten Aminosauren Arginin (R), Glycin
(G) und Serin (S) sind grin hervorgehoben.

Neben dem auch fur den wt-VDAC1 charakteristischen spannungsabhangigen main
gating (Abschnitt 5.3) wurde bei dieser Mutante in elektrophysiologischen
Experimenten mitunter ein weiteres gating beobachtet. Eine Untersuchung der
Kinetik dieses zweiten gatings ergab hohe Ubergangsraten zwischen den beteiligten

Zustédnden, weswegen es im Gegensatz zu dem bisher auch beim wt-VDAC1
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beobachteten main gating als fast gating benannt wurde. Das fast gating tberlagerte
das main gating und trat sowohl im offenen, als auch im geschlossenen Hauptzustand
des RGS-VDACL auf (Abschnitt 4.6.2).

Von anderen Proteinen vergleichbarer Struktur ist ein verandertes gating in Folge
eines Austauschs bestimmter Aminosduren bekannt. So wurde im bakteriellen Porin
OmpC, welches dem OmpF und damit auch dem VDAC1 strukturell sehr ahnlich ist
(vgl. Abschnitt 1.3und 1.4), ein Arginin an entscheidender Position durch ein Cystein
ersetzt. Genau wie OmpF liegt auch dieses Protein als Trimer in der duBeren
Membran von Escherichia coli vor, wobei jedes Monomer aus einem durch diverse
loops verengtes B-barrel besteht.l**Y) Das betreffende Arginin-73 befindet sich in
jedem der drei OmpC-Monomere in der Porenwand und ragt genau in diese hinein
(Abb. 5-14).

Abb. 5-14: Réntgenstruktur eines OmpC-Trimers aus der duBeren Membran des Baktriums
Escherichia coli, ermittelt mit einer Auflosung von 2,0 A.**" Die Aminoséure Arginin-73 ist
in jedem Monomer als rotes Stabchenmodell gezeigt.
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Aufgrund ihrer bei physiologischem pH-Wert positiven Ladung wurde vermutet,
dass dieser Seitenkette eine entscheidende Rolle beim spannungsabhéngigen gating
des Kanals zukommt. Tatsachlich zeigte eine R73C-OmpC-Mutante eine signifikant
erhohte Leitfahigkeit und ein verandertes gating.*®? Dieser Effekt konnte auch bei
anderen lonenkanélen beobachtet werden. So wurden beispielsweise in einem Porin
aus Haemophilus influenzae Typ B (Hib Porin) die positiven Ladungen dreier
Lysin-Seitenketten  durch eine  Modifikation mit  Bernsteinsdureanhydrid
neutralisiert.*®! Auch hier wurde eine Veranderung der Leitfahigkeit und des

gatings beobachtet.

Geladene Seitenketten von einzelnen Aminosduren bilden gerade bei
spannungsgesteuerten lonenkandlen Strukturen, die auf ein anliegendes Potential
reagieren und so als Spannungssensor dienen, oder eine entscheidende Rolle beim
gating eines Kanals spielen.*®*! Auch wird fiir diese Effekte ein von den geladenen
Aminosdureseitenketten erzeugtes Transversalfeld innerhalb der Proteinporen
verantwortlich gemacht, welches den Transport von lonen und anderen geladenen
Molekilen kontrolliert.*®® Simulationen der Molekiildynamik bestatigen diese
Theorie z. B. im Fall von OmpF.16®!

Fur VDAC1 wurde ebenfalls in verschiedenen Simulationen gezeigt, dass sowohl die
Leitfahigkeit, als auch die Selektivitidt des Kanals und das beobachtete gating von
geladenen und polaren Aminosauren des Proteins abhangt.'®"M1*%81 |n Kooperation
mit der Arbeitsgruppe von Professor Griesinger (Max-Plack-Institut fir
biophysikalische Chemie, Gottingen) wurde daher mittels NMR untersucht, ob sich
die bei der RGS-VDAC-Mutante eingefiigte Modifikation des N-Terminus
prinzipiell an einer Position befindet, die einen Einfluss auf das gating des
lonenkanals plausibel erkldren konnte. Hierzu wurden *H,">N-TROSY (transverse
optimized relaxation spectroscopy) Spektren von wild type- und RGS-VDAC1
aufgenommen und miteinander verglichen. In Abb. 5-15 ist die Position der drei

zusétzlich eingefligten Aminosduren in griin gezeigt.
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Abb. 5-15: Durch 'H,"®N-TROSY Experimente bestimmte Position des modifizierten
N-Terminus (grin) der RGS-VDAC1-Mutante. Bereiche des Proteins, in denen bei der
RGS-VDAC-Mutante im Vergleich zum wt-VDACL eine Abweichung der Positionen der
einzelnen Aminoséduren auftrat, sind rot dargestellt. Die grofite Abweichung wurde bei der
negativ geladenen Aminosdure Glutamat 121 gemessen, die 19,6 A von der
RGS-Modifikation entfernt ist (schwarz gestrichelte Linie).

Die RGS-Modifikation liegt direkt vor der Pore des Proteins und deformiert einige in
der Nahe befindliche Proteinabschnitte (Abb. 5-15, rot). Der deutlichste
Positionsunterschied tritt bei der negativ geladenen Aminosdure Glutamat 121 auf,
die zusammen mit anderen Aminosauren einen die B-Faltblitter f7 und P8
verbindenden loop bildet. Die Auslenkung dieser Aminosaure entgegengesetzter
Ladung durch die RGS-Modifikation beweist die Anwesenheit eines
Transversalfeldes direkt vor der Pore des RGS-VDACL. Ein Einfluss dieser drei
Aminosauren, vor allem des Arginins, auf das gating des Proteins erscheint daher
plausibel. Das RGS-Motiv ist tber kleine und ungeladene Aminosauren wie Alanin,
Valin und Prolin mit der N-terminalen a-Helix verbunden (vgl. Primarstruktur des
RGS-VDACI1, Abb. 4-43), was diesem Bereich ein hohes Mal} an Beweglichkeit
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verleiht. Dadurch wird ein schneller Positionswechsel des RGS-Motivs ermdglicht,
was die gefundenen hohen Ubergangsraten k des fast gatings erklaren kénnte.

5.6.2 Kinetische Analyse des VDAC-gatings

Die kinetische Analyse des beim RGS-VDACL1 beobachteten fast gatings wurde
mithilfe der Software QuB durchgefiihrt (Abschnitt 4.6.2). Aus einem Signal mit
konstanter Basislinie erzeugt der Algorithmus der Software idealisierte Daten und
berechnet anschliefend aus den jeweiligen Verweildauern des Signals in einem
bestimmten Zustand (dwell times) die Ubergangsraten zwischen diesen
Zustanden.™! Ein lonenkanal kann tiber N kinetische Zustande verfiigen, die sich in
M unterschiedlichen Leitfahigkeiten in Signal manifestieren. Die Anzahl der
kinetischen Zustdnde mussen dem Programm durch ein kinetisches Modell manuell
vorgegeben werden, wobei berlicksichtigt werden muss, wie viele unterschiedliche
Zusténde biophysikalisch tiberhaupt sinnvoll sind. So kénnen im Falle M < N nicht
direkt aus den verschiedenen Leitfahigkeiten ersichtliche kinetische Zustdnde durch
das Verfahren des Hidden Markov Modeling identifiziert werden.™® Das MaR fiir
die Giite der Ubereinstimmung zwischen den vorgegebenen Daten und dem erstellten
kinetischen Modell wird als logarithmic likelihood (LL) bezeichnet, deren Betrag mit

wachsender Ubereinstimmung zwischen Datensatz und Model zunimmit.

Bei der Analyse des main gatings wurden diverse kinetische Modelle fir die
Bestimmung der Ratenkonstanten verwendet. Ausgehend von einem Modell mit
zwei kinetischen Zustdnden (entsprechend dem offenen und dem geschlossenen
Zustand des Proteins) wurden Modelle mit bis zu sechs kinetischen Zustanden fur die
Analyse benutzt und miteinander verglichen. Die maximale logarithmic likelihood
wurde allerding fur wt-VDAC1, RGS-VDAC1 und V17C/A205C-VDAC1 jeweils
bei vollkommen unterschiedlichen Modellen erhalten. Schon die Leitfahigkeit des
offenen Zustands des VDACL ist lediglich ungeféhr bestimmbar, da sie in 1 M
Elektrolytlosung zwischen G, =3,9-5,0 nS schwankt.”! Eine genaue Leitfahigkeit
des geschlossenen Zustands kann hingegen gar nicht angegeben werden, da in jedem
Experiment mehrere unterschiedliche Werte mit abweichender Permeabilitdt und

Selektivitiat beobachtet werden.'O' Y Ayuch in dieser Arbeit wurden in allen
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Experimenten jeweils diverse Leitfahigkeiten detektiert, die insgesamt dem
geschlossenen Zustand zugerechnet wurden (z. B. Abb. 4-57). Da lediglich ein
qualitativer Vergleich zwischen den kinetischen Ratenkonstanten des Wechsels
zwischen dem offenen und dem geschlossen Zustand der unterschiedlichen
VDAC1-Varianten angestrebt wurde und mehr als zwei Zustdnde demnach nicht
plausibel zu erklaren waren, wurde ein einfaches Modell mit zwei Kkinetischen

Zusténden fiir die Analyse verwendet.

Um das fast gating mit dem main gating vergleichen zu kénnen, wurde auch hier ein
kinetisches Model mit einem dem geschlossenen und einem dem offenen Protein

entsprechenden kinetischen Zustand benutzt.

5.6.3 Hinweise in der Literatur auf ein fast gating des VDAC1

In fast allen Veroffentlichungen, die sich mit dem Thema der
Spannungsabhéngigkeit des VDAC1-gatings beschéaftigen, wird das Augenmerk
ausschliel3lich auf das main gating mit seiner typischen, langsamen Kinetik gelegt.
Nur wenige Studien berichten ebenfalls von einem gating mit geringerer Amplitude
und hoher Ubergangsrate, welches dem in dieser Arbeit untersuchten fast gating des
RGS-VDAC1 &hnelt. Moran et al. beobachteten bei Studien, in denen sie das
Verhalten von duReren Mitochondrienmembranen aus Rattengehirn mit dem von
VDACI, extrahiert aus Rattenleber, verglichen, mitunter solch ein gating hoher
Frequenz.l' In dieser Arbeit wurde spekuliert, dass diese Art von gating
wahrscheinlich bisher schlicht nicht zeitlich aufgel6st und detektiert werden konnte.
Eine tiefergehende Analyse dieses gatings und einen darauf basierenden
Erklarungsansatz liefert diese Arbeit nicht. Auch eine weitere Verdffentlichung, die
elektrophysiologische Studien an VDACI1, extrahiert aus Rinderherz- und
Rattenleberzellen, zum Thema hat, berichtet von ansonsten nicht beschriebenem
gating mit hohen Ubergangsraten.'”*) Die Autoren vermuteten, dass dieses gating
aufgrund seiner komplexen Charakteristik bisher nicht theoretisch untersucht wurde.
Weiterhin wurde Uber einen zweiten fast gating-Mechanismus spekuliert, der sich
vom Mechanismus des main gating auf molekularer Ebene unterscheidet. Als
maogliche Ursache fiihren die Autoren N-terminale loops des VDACL1 an, die sich
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temporér, entweder intra- oder intermolekular, vor die Pore des Proteins setzen
konnten. Eine kinetische Analyse oder eine weitere Untersuchung des gatings und
der Proteinstruktur, die diese Vermutung bekréftigen kénnte, wurde auch in diesem
Fall nicht durchgefunhrt.

Diese Beispiele legen die Vermutung nahe, dass ein fast gating auch in anderen
Studien beobachtet, aber nicht analysiert und beschrieben wurde. In einer aktuellen
Arbeit, welche sich mit der Kinetik des main gatings beschaftigt, wurde sogar
explizit darauf hingewiesen, dass geladene Modifikationen am N-Terminus
(beispielsweise zur Aufreinigung des Proteins) vermieden wurden, da diese das
gating des VDAC1 beeintrachtigten.’’* Die vorliegende Arbeit beschreibt daher
zum ersten Mal einen plausiblen Mechanismus, der das fast gating auf molekularer
Ebene erklart.

5.7 Beteiligung einer Bewegung der N-terminalen Helix am
main gating des VDAC1

Eine Theorie, die das main gating des VDAC1 auf molekularer Ebene erklart, befasst
sich mit der Bewegung der N-terminalen o-Helix innerhalb der Pore.** Um diese
These zu belegen, wurden im wild type-VDACL zwei Cysteine, eines in der Helix,
eines in der Wand der Pore, in glnstiger rdumlicher Nahe per Punktmutation
eingefiihrt. Die S0 unter geeigneten Bedingungen in der
V17C/A205C-VDAC-Mutante ausgebildete Disulfidbriicke sollte die Bewegung der
Helix einschréanken und hypothetisch einen Einfluss auf das gating-Verhalten haben
(Abschnitt 4.7). Diese Mutante war aber genau wie das natirlich vorkommende wild
type-Protein in der Lage, bei hohem Membranpotenzial in einen Zustand niedrigerer

Leitfahigkeit zu wechseln.

In einer Studie, die sich mit derselben Fragestellung befasst, wurden zwei Cysteine
in etwas abweichender Position eingefiihrt, aber auch bei dieser
L10C/A170C-VDAC-Mutante wurde keine Veranderung des spannungabhéngigen
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main gatings festgestellt.*! Aufgrund dieser Ergebnisse kann ausgeschlossen
werden, dass einen Bewegung der N-terminalen Helix innerhalb der Pore allein der

Grund flr das beobachtete main gating sein kann.

Andere Arbeiten spekulieren daher, dass die Spannungsabhangigkeit des VDAC1
mit einer Translokation der Helix aus dem B-barrel heraus einher geht,’?® oder eine
strukturelle =~ Reaktion  des gesamten B-barrels im Zuge der
Leitfahigkeitsverminderung stattfindet.!*’”® Da das VDAC1-barrel aus 19, und damit
einer ungeraden Anzahl von einzelnen B-Faltblattern besteht, verlaufen zwei von
ihnen (B-1 und B-19) parallel zueinander, was unter bekannten lonenkanalstrukturen
einmalig ist und eine wesentliche Destabilisierung des B-barrels zur Folge hat. Die
a-Helix hétte demnach primdr eine stabilisierende Funktion fur den offenen, also

maximal leitfahigen Zustand des Kanals.!**”

5.8 Asymmetrie des VDAC1-gatings

Im Rahmen der in dieser Arbeit durchgefuhrten elektrophysiologischen Experimente
am VDAC1 wurde in einigen Messungen eine deutliche Asymmetrie im Verhalten
des Proteins beobachtet. Bei den in Abschnitt 4.2.4 beschriebenen, auf nano-BLMs
durchgefiihrten Experimenten konnte nur bei negativem Transmembranpotenzial
eine Proteinaktivitat detektiert werden und auch das bei der RGS-VDAC-Mutante
beobachtete fast gating mit hohen Ubergangsraten trat nur bei negativem
Transmembranpotenzial auf. Letzteres wurde bei verschiedenen, durch das
I6sungsmittelfreie Spreiten von Lipidvesikeln hergestellten Membranpréparationen
beobachtet (siehe Abschnitt 4.6.1).

Eine Frage, die sich aus der beobachteten Asymmetrie im Verhalten des VDAC1 auf
Einzelkanalebene ergibt, stellt sich beziiglich der Orientierung einzelner Monomere
innerhalb der postulierten Anordnung des VDACL in oligomeren Strukturen in der
mitochondrialen Membran. Da die allgemein akzeptierte molekulare Struktur dieses
Proteins nicht vollkommen symmetrisch ist, wére eine Asymmetrie seiner Reaktion

z. B. hinsichtlich unterschiedlicher Richtungen eines applizierten Potenzials denkbar.
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In der Literatur wird dieser fur das Verhalten von VDAC1-Oligomeren in vivo
entscheidende Punkt kontrovers diskutiert. In verschiedenen elektrophysiologischen
Studien wurde auch auf Multikanalebene eine Asymmetrie in der Reaktion mehrerer
VDACI1-Molekule auf Transmembranpotenziale unterschiedlichen Vorzeichens
festgestellt.!M 371781 sersyche, die Orientierung der einzelnen Molekiile z. B.
durch den Einsatz spezifischer Antikorper festzustellen, lieferten keine eindeutigen

e 17180 Andererseits  wurde  bei

und teils widersprichliche  Ergebniss
Untersuchungen an Proteinkristallen von VDACL festgestellt, dass eine antiparallele
Anordnung einzelner Monomere in oligomeren Strukturen die energetisch stabilste

Struktur darstellt.[*#?]

5.8.1 Asymmetrie der Interaktion des proapoptotischen Proteins
tBid mit VDAC1

Bei den in Abschnitt4.5 besprochenen Experimenten zum Einfluss des
proapoptotischen Proteins tBid auf den VDAC1 wurde nach Zugabe von tBid zu
einer VDAC1-enthaltenden Membran in Ubereinstimmung mit der Literatur eine
Destabilisierung des offenen Zustands des Kanals festgestellt.!**"
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Abb. 5-16: Destabilisierung des offenen Zustands eines VDAC1 nach Zugabe des
proapoptotischen Proteins tBid (Cwgiq = 2,5 UM). Dieses Phanomen trat nur bei erhéhtem
Potential U,, positiven Vorzeichens auf, was einen Hinweis auf die Asymmetrie des
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VDAC1-Molekuls gibt. Die Membran wurde durch das Spreiten von GUVs der
Zusammensetzung DPhPC/Cholesterin 9:1 prépariert und in 1 M KCI, 1 mM CaCl,, 5 mM
HEPES, pH 7,4 gemessen.

In dieser Membran, bestehend aus DPhPC und Cholesterin im Molverhaltnis 9:1,
befand sich genau ein einzelnes VDAC1-Molekul. Deutlich ist in Abb. 5-16 zu
erkennen, dass das Protein mit hoher Ubergangsrate zwischen seinem offenen
Zustand der Leitfahigkeit G,=4,0nS und einem geschlossenen Zustand mit
Gc = 1,9 nS wechselt. Dieses Phanomen wurde nur im Bereich erhéhten Potenzials
mit positivem Vorzeichen, nicht jedoch im Bereich mit anliegendem
Transmembranpotenzial negativen Vorzeichens detektiert. Dieses Experiment wurde
insgesamt dreimal an jeweils unterschiedlichen Membranpraparationen unter
ansonsten identischen Bedingungen durchgefuhrt, wobei zweimal dieser Effekt
beobachtet wurde. In der dritten Praparation war auch bei Cwgjg=2,5UM ein
asymmetrisches  Verhalten zu beobachten, hier wurde allerdings eine
Destabilisierung des offenen Zustands bei erhtéhtem Potential negativen Vorzeichens
festgestellt (Abb. 5-17).
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Abb. 5-17: Destabilisierung des offenen Zustands eines VDAC1 nach Zugabe des
proapoptotischen Proteins tBid (cig = 2,5 UM). Dieses Phdnomen trat in diesem Fall nur bei
erhéhtem Potential U, negativen Vorzeichens auf. Die Membran wurde per Spreiten von
GUVs der Zusammensetzung DPhPC/Cholesterin 9:1 prépariert und in 1 M KCI, 1 mM
CaCl,, 5 mM HEPES, pH 7,4 gemessen.
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Bei allen Experimenten wurde tBid jeweils zur selben Seite der Membranpréparation
(cis-Seite des Aufbaus) gegeben. Es ist somit unwahrscheinlich, dass die beobachtete
Asymmetrie vom tBid selbst hervorgerufen wurde. Wirde tBid die Leitfahigkeit des
VDACI1 verringern, indem es sich z. B. vor der Offnung der Pore an das Protein
bindet und so den lonenfluss asymmetrisch beeintrachtigt, dirfte das in Abb. 5-17
gezeigte Phdnomen nicht auftreten.

Dieses Ergebnis unterstiitzt die Theorie, nach der tBid nicht direkt in Interaktion mit
VDACL tritt, sondern einen indirekten Einfluss auf diesen lonenkanal hat,*®" indem

es die Membranumgebung in direkter Nahe zum VDAC1 moduliert.['8?

5.9 Zinkabhangigkeit der Dermcidin-Aktivitat

Die von einem Kooperationspartner (Prof. Zeth, MPIEB Tubingen) ermittelte
Rontgenstruktur des antimikrobiellen Peptids Dermcidin (DCD) zeigt die
Verbriickung von sechs a-helicalen DCD-Monomeren zu einem Hexamer Uber
Zn**-lonen (vgl. Abb. 1-18). Molekulardynamische Simulationen eines weiteren
Kooperationspartners (Prof. de Groot, MPIBPC Gottingen) belegen, dass diese
Struktur prinzipiell dazu geeignet ist, ein elektrisches bzw. elektrochemisches
Potenzial an einer Lipidmembran abzubauen, indem es diese perforiert und damit

eine antimikrobielle Wirkung erzielt (Abschnitt 1.5).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die physiologische Relevanz der vorgeschlagenen
Struktur geklart werden. Hierzu wurden elektrophysiologische Experimente unter
zinkfreien Bedingungen sowie in Anwesenheit von Zn*-lonen durchgefiihrt, um
deren Einfluss auf die membranlysierende Aktivitat dieses antimikrobiellen Peptids

ZU untersuchen.

Es konnte gezeigt werden, dass DCD in Abwesenheit von Zinkionen nur eine
schwach membranlysierende Wirkung besitzt (Abschnitt 4.8.1), wahrend in
Anwesenheit von Zn®* in jedem Experiment eine Perforation der jeweiligen

Membran beobachtet werden konnte (Abschnitt 4.8.2). Bei einem anliegenden
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Transmembranpotenzial von Uy, =100 mV konnten weiterhin mitunter diskrete
Stufen im Stromsignal detektiert werden, aus denen sich eine Leitfahigkeit des
Dermcidins von Gpcp = (81 = 14) pS in 1 M NaCl ergab, was nur geringfligig von
der theoretisch auf Grundlage der Rontgenstruktur berechneten Leitfahigkeit von
Gih = (108 £11) pS in 1 M NaCl abweicht. Durch weitere Experimente an einer
H38A-DCD-Mutante mit modifizierter Zinkbindungsstelle oder in Anwesenheit von
Mg®*-lonen konnte schlieBlich die Zinkspezifitat der Aktivitat des DCDs bewiesen
werden (Abschnitte 4.8.3 und 4.8.4).

In der Literatur findet sich in ersten Arbeiten zu diesem Peptid lediglich der
Nachweis einer prinzipiell antibiotischen Wirkung des Dermcidins gegentber
Erregern wie Escherichia coli oder Staphylococcus aureus, wahrend ein moglicher
Mechanismus dieser Aktivitat zunachst nicht betrachtet wurde.™ In weiterfiihrenden
Arbeiten wurde anhand von Experimenten an farbstoffgefillten GUVs berichtet, dass
DCD eine Lipidmembran nicht perforiert.[*#3!8 Diese Studien wurden allerdings
ausschliellich  in  Phosphatpuffer ~ oder = HEPES-gepufferten  einfachen
Elektrolytldsungen durchgefiihrt, denen kein Zn?* zugesetzt worden war. Auch im
Rahmen dieser Arbeit wurde unter diesen Bedingungen nur eine sehr gering

ausgepragte membranlysierende Aktivitat des DCDs festgestellt (vide supra).

Unter zinkhaltigen Bedingungen wurde hingegen eine explizit membranlysierende
Aktivitat festgestellt.* Paulmann et al. spekulieren hier bereits tber die Bildung
von definierten Poren durch DCD, welche dann eine antimikrobielle Wirkung
hervorrufen konnten. Durch CD-Experimente (Abschnitt 3.9) wurde auch hier von
einer a-helicalen Struktur des DCDs bei Bindung an eine Membran berichtet und
tiber die Ausbildung von DCD-Oligomeren unter Beteiligung von Zn** spekuliert.
Weiterhin wurde mithilfe von oriented circular dichroism (OCD)-Experimenten!*®]
festgestellt, dass die DCD-Helices sich auf der Membranoberfldche anreichern, was
eine auch von anderen AMPs wie beispielsweise Magainin aus Xenopus laevis oder
Cecropin aus Hyalophora cecropia bekannte Anordnung dieser Molekile
darstellt.®®] Allerdings bleibt diese Verdffentlichung eine Struktur des aktiven
AMPs und einen darauf basierenden genauen Mechanismus der antimikrobiellen

Wirkung schuldig.
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Zu diesem Thema durchgefuhrte Einzelkanalmessungen belegen zwar eine
nachweisbare Aktivitat des DCDs, die detektierten Spriinge im Stromsignal sind aber
willkdrlich verteilt und die fir ein Transmembranpotenzial von Up =100 mV
angegebene Leitfahigkeit von Gpcp = 20-30 pS erscheint insgesamt zu gering fur
einen effektiven Abbau eines an der Membran vorhandenen Potenzials.[*®"]

Wahrend auch im Falle von Magaininen und Cecropinen lediglich ein ReiRen der
Membran detektiert und somit Uber einen genauen Mechanismus nur spekuliert
werden kann,P%*! konnte aufbauend auf bisherigen Ergebnissen mithilfe der im
Rahmen dieser Arbeit erhaltenen elektrophysiologischen Ergebnisse sowie der
Rontgenstruktur des DCDs und molekulardynamischen Studien zu ersten Mal ein
detaillierter Mechanismus der Wirkungsweise eines AMPs entwickelt werden (Abb.
5-18).5°]

Abb. 5-18: Schematische Darstellung der Wirkungsweise des antimikrobiellen Peptids
Dermcidin (DCD).B” Sowohl in Lésung (oben), als auch auf der Membranoberfliche (mitte)
liegen DCD-Monomere im Gleichgewicht mit DCD-Hexameren vor, wobei letztere duch die
Anwesenheit von Zn?*-lonen stabilisiert werden. Durch ein Transmembranpotenzial Uy, kann
ein Hexamer in die Membran eindringen und dort eine Pore nach dem barrel-stave
Mechanismus ausbilden (unten).
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Zinkabhéngigkeit der Dermcidin-Aktivitat

Demnach bilden sich aus a-helicalen DCD-Monomeren zinkabhéngig sowohl in
Losung, als auch senkrecht zur Membrannormalen auf ihr assoziierte
DCD-Oligomere. NMR-spektroskopische Studien an mit N markierten DCD

Molekilen [88

zeigen, dass der Grofiteil der Monomere parallel zur
Membranoberflache an dieser assoziiert vorliegt,”®! was im Einklang zu
CD-spektroskopischen ~ Studien  steht.™  Erst die  Anwesenheit eines
Transmembranpotenzials U, bewirkt eine Inkorporation einiger Hexamere in die
Membran und damit einhergehend die Ausbildung von Poren nach dem barrel-stave

Mechanismus (vgl. Abb. 1-17).12%

Eine Besonderheit bei der Ausbildung dieser funktionellen Poren stellt die
ungewohnliche Lage des DCD-Hexamers innerhalb der Membran dar. Extensive
molekulardynamische Simulationen ergaben, dass ein DCD-Hexamer nicht senkrecht
in der Membran sitzt, sondern sich zwischen der Proteinhauptachse und der

Membrannormalen ein Winkel von ungefahr »= 30° ergibt (Abb -2).1°"]

Abb. 5-19: Molekulardynamische Simulation der Lage eines DCD-Hexamers innerhalb
einer Membran bestehend aus POPE/POPG (3:1).°"! Das Hexamer sitzt nicht senkrecht in
der Membran; zwischen der Proteinhauptachse und der Membrannormalen ergibt sich ein
Winkel von ungefahr = 30°. lonen (rot) passieren die Pore auf ungewdhnliche Weise: uber
die polaren Lipidkopfgruppen vermittelt kénnen sie duch Offnungen an der Seite des
Hexamers in dieses eindringen (rote Pfeile) und es schnell und effizient passieren.
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5. Diskussion

Da ein DCD-Hexamer mit einer Lange von ca. | =8 nm entlang seiner Hauptachse
(siehe Abb. 1-18) deutlich zu lang fur eine senkrechte Einlagerung in eine
Lipidmembran mit einem Durchmesser von ungefahr d =5 nm ist, erscheint diese
Positionierung des Hexamers zur Reduktion eines hydrophobic mismatch (Abb.
1-20) plausibel. Eine weitere Konsequenz dieser speziellen Ausrichtung des
Hexamers innerhalb der Membran ist ein vollkommen neuartiger und bisher noch
nicht beschriebener Pfad, den lonen durch die vom DCD gebildete Pore nehmen.
Durch die leichte Neigung des gesamten Hexamers konnen lonen - vermittelt durch
die Kopfgruppen der umgebenden Lipide - durch Offnungen in der Seitenwand des
Kanals in dessen stark hydrophilen Innenraum gelangen (Abb. 5-19, rote Pfeile) und
diesen daher besonders effektiv und schnell durchqueren.®” Dies wiirde die fiir einen

Kanal dieser Dimension ungewohnlich hohe Leitfahigkeit des DCDs erklaren.
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Das mitochondriale Porin VDAC1

6 Zusammenfassung

6.1 Das mitochondriale Porin VDAC1

Die Isoform 1 des voltage dependent anion channel (VDACL1) ist das hadufigste
Protein der duBeren Mitochondrienmembran und gilt als entscheidender Mediator der
mitochondrialen Atmung, welche den Austausch von Metaboliten wie ATP, ADP
und NADH zwischen mitochondrialer Matrix und Zytosol umfasst. Dieser
lonenkanal wechselt in Abhdngigkeit vom anliegenden Transmembranpotenzial U,
zwischen einem offenen Zustand hoher Leitfédhigkeit bei niedrigem Potenzial
(Un <30 mV) und einem geschlossenen Zustand mit halbierter Leitfahigkeit bei

hohem Potenzial, was einen Effekt auf fundamentale Prozesse in der Zelle hat.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden elektrophysiologische Experimente am natirlich
vorkommenden wild type-VDACL1 und zwei VDAC1-Mutanten durchgefiihrt, um ein
tieferes Verstandnis des Leitfahigkeitswechsels dieses lonenkanals, des sogenannten
gatings, zu erhalten. Von besonderer Bedeutung waren Experimente auf
Einzelkanalebene, um, ausgehend von der bekannten Struktur des VDACL, die
molekularen Ursachen des gatings zu ergrinden. Als Modellsystem dienten
I6sungsmittelfreie artifizielle Lipidmembranen, welche durch das Spreiten von
proteinhaltigen Lipidvesikeln Uber einer Pore in einer Borsilikatflache erzeugt

wurden.

Auf Einzelkanalebene wurde in diesem Membransystem bei allen VDAC1-Varianten
ein Wechsel zwischen einem offenen Hauptzustand der Leitfahigkeit G, = 4,0 nS und
einem geschlossenen Hauptzustand mit G.=2,0nS in 1 M KCI detektiert. Die
Offnungswahrscheinlichkeit des VDAC1 nahm bei erhohtem Potenzial positiven wie
negativen Vorzeichens ab, allerdings lag ein einzelner Kanal auch bei Uy, =30 mV

im Mittel zu tGber 90 % der Zeit im offenen Zustand vor.
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6. Zusammenfassung

Eine VDAC1 Mutante mit den zusatzlich N-terminal eingefligten Aminoséauren
Arginin (Einbuchstabencode R), Glycin (G) und Serin (S) zeigte neben dem
bekannten Wechsel zwischen den Hauptzustdnden (main gating) ein neuartiges,
zusatzliches gating. Dieses fir die RGS-VDAC1 Mutante charakteristische fast
gating zeichnete sich durch eine geringere Leitfdhigkeitsdifferenz von
AGg=05-1,2nS und wesentlich héhere Ubergangsraten von key = 18-911s™
zwischen den beteiligten Unterzustanden im Vergleich zu Kyng = 0,1-2 s zwischen
den Hauptzustanden aus. Eine kinetische Analyse ergab eine Spannungsabhangigkeit
der Ubergangsraten k dieses fast gatings in Form hoherer Ubergangsraten bei
niedrigerem Potenzial. Die Anwesenheit eines vor allem durch die positive Ladung
der zusatzlich eingefuigten Aminosaure Arginin hervorgerufenen transversalen Felds
vor der Pore des VDAC1 als mdgliche Ursache des fast gatings konnte durch
unterstiitzende NMR-spektroskopische Untersuchungen (Abteilung Prof. Griesinger,
MPIBPC, Gottingen) nachgewiesen werden.

In einer zweiten Mutante wurde durch Punktmutationen eine Disulfidbrucke
eingefihrt, welche die Bewegung der in der Pore des VDACL liegenden a-Helix als
mdogliche Ursache des main gatings verhinderte. Eine elektrophysiologische
Charakterisierung dieser V17C/A205C-VDAC1-Mutante ergab allerdings, dass
dieses Protein genau wie der wildtype-VDAC1 spannungsabhdngig mit
Ubergangsraten von k=0,1-2s? bei hohem Potenzial vom offenen in den

geschlossenen Hauptzustand des VDAC1-Proteins wechselte.

Die bisher in der Literatur diskutierte Bewegung der o-Helix innerhalb der
VDAC1-Pore als alleinige molekulare Grundlage des main gatings kann somit
ausgeschlossen werden. Fir alle VDAC1-Varianten wurde auf Einzelkanalebene eine
Spannungsabhangigkeit der Offnungswahrscheinlichkeit ermittelt, die im Vergleich
zu der bisher ausschlieBlich an VDAC1-Oligomeren oder Fragmenten der &ul3eren
Mitochondrienmembran beobachteten sehr gering ausféllt. Dieses Ergebnis belegt
einen prinzipiellen Unterschied der elektrophysiologischen Proteincharakteristika auf
Einzel- und Multikanalebene.
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Das antimikrobielle Peptid Dermcidin

Im Hinblick auf eine Automatisierung der elektrophysiologischen Experimente an
diesem Protein wurde im Rahmen dieser Arbeit weiterhin der Beweis erbracht, dass
VDACL1 prinzipiell in poreniberspannende Membranen auf porésen Aluminaten

rekonstituiert werden kann.

6.2 Das antimikrobielle Peptid Dermcidin

Das Peptid Dermcidin (DCD) weist eine antimikrobielle Wirkung auf, die in der
Perforation ansonsten stabiler Lipidmembranen und dem damit verbundenen
Zusammenbruch eines kontrollierten Stoffaustauschs Uber die Membran besteht. Die
von einem Kooperationspartner (Abteilung Prof. Zeth, MPIEB, Tubingen) ermittelte
Rontgenstruktur  dieses  hochpotenten  antimikrobiellen  Peptids  zeigt die
Stabilisierung mehrerer Untereinheiten zu einem funktionalen DCD-Hexamer durch
Zinkionen. Auf dieser Struktur basierende molekulardynamische Simulationen
(Abteilung Prof. de Groot, MPIBPC, Goéttingen) zeigen, dass dieses Hexamer ohne
die Beteiligung von Zn?* instabil ist und keine membranperforierende Aktivitit

besitzt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mithilfe elektrophysiologischer Experimente die
Frage beantwortet, welchen Einfluss Zinkionen auf die Aktivitdt von DCD besitzen.
Hierzu wurden Iésungsmittfreie Membranen durch das Spreiten von Lipidvesikeln
uber einer Pore in einer Borsilikatflache erzeugt und diese anschlieBend mit DCD

inkubiert.

Unter zinkfreien Bedingungen wurde eine sehr geringe und unspezifische Aktivitat
von DCD festgestellt, wahrend in Anwesenheit von 2mM Zn®* eine
membranperforierende Wirkung des DCD beobachtet wurde. In einigen Messungen
konnte zusétzlich Proteinaktivitat in Form diskreter Stufen in den aufgezeichneten
Stromsignalen detektiert werden. Die hieraus berechnete Leitfdhigkeit eines
DCD-Kanals von G =(81+14)pS in 1 M NaCl lag in der GrofRenordnung der
anhand molekulardynamischer Simulationen errechneten Leitfahigkeit des Hexamers
von Gy, = (108 = 11) pS in 1 M NacCl.
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6. Zusammenfassung

Wurden die Zinkionen unter ansonsten identischen Versuchsbedingungen gegen
Magnesiumionen ausgetauscht, konnte ebenfalls keine Proteinaktivitat festgestellt
werden. Als zusétzlicher Beweis der Zinkabhangigkeit der DCD-Aktivitat wurde
weiterhin eine  DCD Mutante untersucht, bei der eine entscheidende
Zinkbindungsstelle durch eine Punktmutation deaktiviert wurde. Diese H38A-DCD
Mutante zeigte auch in Anwesenheit von 2 mM Zn®* keine membranperforierende
Aktivitat.

Insgesamt konnte der Beweis einer Zinkspezifitat der Aktivitat des antimikrobiellen
Peptids DCD erbracht werden, was die physiologische Relevanz der ermittelten

Réntgenstruktur belegt.
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8.3 MatLab-Skript zur Auswertung von Stromsignalen

basierend auf Spannungsrampen

In dieser Form nur fir Rampen/Traces mit 10 s Dauer und 50 kHz Samplingrate
verwendbar (500.000 Datenpunkte). Die ca. 0,15 s Vor- bzw. 0,25 s Nachlauf ohne
angelegtes Potential zur Grundlinienkorrektur gibt die Software Clampex vor, die

Rampen selbst sind insgesamt genau 9600 ms, also 480.000 Datenpunkte lang.

1 filePattern = fullfile('', '*.abf');

2 abfFiles = dir(filePattern);

3 inkrement=2000;

4 Threshold=3;

5 offsetX=zeros(2,1);

[ offsetY=zeros(2,1);

7 Ggesamt=zeros (500000,1) ;

8 OSgesamt=zeros (500000,1) ;

9 SummeG=zeros (240000, 1) ;

10 SummeOS=zeros (240000, 1) ;

11 Spannungsachse=zeros (240000, 1) ;

12 Spannungsachsegrob=zeros (240000/inkrement, 1) ;

13 Ggemittelt=zeros (240000/inkrement, 1) ;

14 OSgemittelt=zeros (240000/inkrement, 1) ;

15 for n = 1l:length(abfFiles)

16 datei = [abfFiles(n) .name];

17 raw= abf2load(datei);

18 U=raw(:,3);

19 offsetx( 1)=7500/2+1;

20 offsetX (2,1)=496251;

21 offsetY(1l,1)=mean(I(1:7500));

22 offsetY(2,l) =mean (I (492500:500000)) ;

23 offsetGerade=polyfit (offsetX,offsetY,1);

24 for Datenpunkt=1:500000

25 I (Datenpunkt)=I (Datenpunkt) -
(offsetGerade (1) *Datenpunkt+toffsetGerade(2)) ;

25 if U (Datenpunkt) ~=0

26 G=I (Datenpunkt) /U (Datenpunkt) ;

27 Ggesamt (Datenpunkt, 1) =Ggesamt (Datenpunkt, 1) +G

28 if G>Threshold

29 OSgesamt (Datenpunkt)=0Sgesamt (Datenpunkt) +1;

30 end

31 end

32 end

33 end

34 Ggesamt=Ggesamt/length (abfFiles) ;

35 OSgesamt=0Sgesamt/length (abfFiles) ;

36 for h=1:120000
37 SummeG (h, 1) =Ggesamt (367500-h, 1) +Ggesamt (367500+h, 1) ;
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38
39
40

41

42
43

44
45
46

47

48
49
50

51
52

52

SummeG (h+120000, 1) =Ggesamt (7499+h, 1) +Ggesamt (7501+240000-h,1) ;
SummeOS (h, 1) =0Sgesamt (367500-h,1)+0Sgesamt (367500+h,1);
SummeOS (h+120000, 1) =0Sgesamt (7499+h, 1) +OSgesamt (7501+240000-
h,1);

end

SummeG=SummeG/2;
SummeOS=SummeO0S/2;

for 1=1:240000/inkrement
Ggemittelt (1,1)=mean (SummeG ( (
OSgemittelt (1,1)=mean (SummeOS
1) *inkrement)+1l:1*inkrement))
end

(1-1) *inkrement)+1l:1*inkrement)) ;
(((1-

’

1
(

for k=1:240000
Spannungsachse (k)=-60+0.0005* (k-1) ;
end

for w=1l:(240000/inkrement)

Spannungsachsegrob (w) =-60-
((240/(480000/inkrement)) /2)+(240/ (480000/inkrement) ) *w;
End

8.4 Symbolverzeichnis

A

Cm

Cs

Flache

aktive Flache

Konzentration

elektrische Kapazitét

elektrische Kapazitét einer Lipidmembran

spezifische Kapazitat

Dicke

Elementarladung
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E

E

E2s0

fc

Gc

Go

I (w,t)

KL

3l

Po

Redoxpotenzial

elektrische Feldstérke

Extinktion bei 1 =280 nm

Frequenz

Grenzfrequenz eines Bessel-Filters
Leitfahigkeit

Leitfahigkeit eines geschlossenen Membranproteins
Leitfahigkeit eines offenen Membranproteins
Plancksches Wirkungsquantum

elektrischer Strom

imaginare Einheit

Wechselstrom

Ratenkonstante

Loslichkeitsprodukt

molare Masse

magnetisches Ubergangsmoment

Anzahl

Offnungswahrscheinlichkeit
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Q elektrische Ladung

R elektrischer Widerstand

Rel elektrischer Widerstand eines Elektrolyten
Rm elektrischer Widerstand einer Lipidmembran
t Zeit

tq Totzeit eines Bessel-Filters

U elektrische Spannung

U (w,t) Wechselspannung

Un Transmembranpotenzial

VA Impedanz (Wechselstromwiderstand)

|Z| Betrag der Impedanz (Scheinwiderstand)

0 IntervallgroRe

€ Extinktionskoeffizient

€0 elektrische Feldkonstante (Permittivitat des Vakuums)
&r Permittivitat

¢] Elliptizitét

A Wellenlange elektromagnetischer Strahlung
i elektrisches Ubergangsmoment
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8. Anhang

% Frequenz elektromagnetischer Strahlung
o Standardabweichung

T Lebensdauer

¢ (w) frequenzabhangiger Phasenwinkel

Dy magnetischer Fluss

1) Kreisfrequenz

8.5 Abkulrzungsverzeichnis

2D zweidimensional

3D dreidimensional

A/D analog/digital

ADP Adenosindiphosphat

AMP antimikrobielles Peptid

ATP Adenosintriphosphat

Bel-X, ein antiapoptotisches Protein

Bis/Tris Bis(2-hydroxymethyl)-amino-tris(hydroxymethyl)-methan
BLM black lipid membrane

CD Cirkulardichroismus
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Abkurzungsverzeichnis

CMC

CPEQO3

Cytc

DCD

DNA

EDTA

egg-PC

EIS

G-Protein

GRS

Guv

HCN-Kanal

HEPES

HMM

IMM

LDAO

LUV

critical micellar concentration

Cholesterylpolyethylenoxythiol

Cytochrom ¢

Dermcidin, ein antimikrobielles Peptid

deoxyribonucleic acid

Ethylendiamintetraacetat

Lipidgemisch, extrahiert aus Eigelb

elektrochemische Impedanzspektroskopie

Guaninnukleotid bindendes Protein

glycine rich sequence

giant unilamellar vesicle

hyperpolarisation activated, cyclic nucleotide-gated cation
channel

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure

hidden Markov model

interface

innere Mitochondrienmembran

n-Dodecyl-N,N-dimethylamin-N-oxid

large unilamellar vesicle
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8. Anhang

MD molecular dynamics

MscL mechanosensitive channel of large conductance
NADH Nicotinamidadenindinukleotid (reduziert)

NMR Kernspinresonanz (nuclear magnetic resonance)
OMM aufere (outer) Mitochondrienmembran

OmpF outer membrane protein, Isoform F

0-POE n-Octylpolyoxyethylen

PC Phosphatidylcholin

PDB-ID Identifikationsnummer der protein data bank
PE Phosphatidylethanolamin

PG Phosphatidylglycerin

PS Phosphatidylserin

ROI region of interest

SUvV small unilamellar vesicle

tBid ein proapoptotisches Protein

DT Tetradekanthiol

viv Verhaltnis: Volumen zu Volumen

VDACL1 voltage dependent anion channel, Isoform 1
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Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

wi/v Verhaltnis: Gewicht zu VVolumen

8.6 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Aceton

Argon

Calciumchlorid-Dihydrat

Chloroform abs.

Cholesterol

Chrom(VI)oxid

DOPC

DPhPC

D-Sorbitol

Ethanol abs.

HEPES

ITO-Gléaser

Kaliumchlorid p.a.

Kaliumhydroxid

LDAO 30 % in Wasser

Merck, Darmstadt

Linde, Miinchen

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Merck , Darmstadt

Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL, USA

Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL, USA

Carl Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Carl Roth, Karlsruhe

Prazisions Glas & Optik, Iserlohn

Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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8. Anhang

Magnesiumchlorid-Hexahydrat

Mucasol

Natriumchlorid p.a.

n-Dekan

n-Oktan

ortho-Phosphorsaure

Oxalséure-Dihydrat

Quecksilber(I)chlorid

Salzséaure (1 M)

Stickstoff

Zinkchlorid

8.7 Gerate

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

AppliChem, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Linde, Miinchen

AppliChem, Darmstadt

Einzelkanalexperinemte:
A/D-Wandler DIGIDATA 1322A Axon Instruments, Union City, CA, USA
Axopatch 200B Amplifier Axon Instruments, Union City, CA, USA
NPC-1 Chips, 3-5 MQ

Nanion Technologies, Miinchen

Port-a-Patch Nanion Technologies, Miinchen
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Gerate

Impedanzspektroskopie:

Impedance Analyser SI 1260

Dielectric Interface 1296

Durchlicht-Hellfeldmikroskopie:

BX 51 Systemmikroskop
GUV-Elektroformation:
Frequenzgenerator 33220A
CD-Spektroskopie:
Spectropolarimeter J-810
Atzapparatur (Aluminate):
Source Meter 2400

Power Supply PS 280 DC
Sputteranlage:

Sputter Coater 108 auto
Thickness Controller mtm 20
Sonstige Geréate:
Feinwaage Adventurer

Feinwaage CP225D

Solartron Instruments, Farnborough, UK

Solartron Instruments, Farnborough, UK

Olympus, Hamburg

Agilent Technology, Santa Clara, CA, USA

Jasco, GroR-Umstadt

Keithley Instruments, Cleveland, OH, USA

Tektronix, Beaverton, OR, USA

Cressington, Watfort, UK

Cressington, Watfort, UK

OHAUS, Pine Brook, NJ, USA

Sartorius, Gottingen
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8. Anhang

Plasma Cleaner PDC 32 G-2

pH-Meter Calimatic 766

Reinstwasseranlage MilliQ A10

Ultraschallbad Sonorex RK 255 H

Vakuumtrockenschrank VD 23

Harrick Plasma, Ithaca, NY,USA

Knick, Berlin

Millipore, Billerica, MA, USA

Bandelin, Berlin

Binder, Tuttlingen
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