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Abstract. Electrochemical gradients are of utmost importance for cellular processes, such
as the generation of action potentials or the production of ATP in mitochondria. They are
established by membrane proteins, which consume energy to provide an active transport of
e.g. ions across membranes. Membrane proteins are the main targets for pharmaceutical drugs
and they are controlled very sensitively by external stimuli (e.g. light, potential differences,
temperature), raising interest in their application as biosensors.

A model system based on artificial membranes spanning well-defined picolitre cavities on
microporous substrates was developed for the functional reconstitution of the membrane
protein bacteriorhodopsin (bR) and the in situ generation of electrochemical gradients. The
formation of pore-spanning membranes (PSMs), either by spreading of giant unilamellar
vesicles (GUVs) onto hydrophilically functionalized substrates, or by application of lipids
dissolved in n-decane onto hydrophobically functionalized substrates (painting-technique),
was investigated by three-dimensional confocal laser scanning microscopy (CLSM), fluo-
rescence recovery after photobleaching (FRAP) experiments and scanning ion conductance
microscopy (SICM). The amount of residual solvent in painted PSMs could be reduced by
solvent freeze-out. Spreading of GUVs on hydrophilically functionalized porous substrates
yielded not only planar, but also hemispherical PSMs, protruding several micrometers into the
bulk solution.

The pH-sensitive dye pyranine was stably entrapped within membrane suspended pores
derived from vesicle spreading as well as from the painting-technique. Changes in the
intensity of entrapped pyranine were used to monitor the formation of nigericin-induced
proton gradients across PSMs. Proton gradients of up to ApH = 2 units were generated and the
initial rate for nigericin-mediated proton transport across PSMs was determined to be
10" H*st-em™.

Several strategies were used to reconstitute bR into liposomes and PSMs, conserving its
function as a light-driven proton pump. Photocurrents were recorded, verifying the functiona-
lity of bR in large unilamellar vesicles (LUVs), as well as in GUVs. A net-transport of
protons into the liposomes or from the liposomes into the bulk solution could neither be
observed by changes in pyranine intensity, nor directly via pH-electrode. After its reconstitu-
tion into PSMs by spreading of proteo-GUVs, bR was shown to be laterally mobile with a
diffusion coefficient of approximately D =0,2+0,1 um*s® and a mobile fraction of
M =68+ 16 %.

The developed model system therefore provides highly ordered, well-defined picolitre cavities
that can be addressed by optical microscopy and scanning probe techniques (e.g. SICM).
Cavities can tightly be sealed with PSMs as indicated via the generation of electrochemical
gradients. These features in combination with the ability to reconstitute membrane proteins
(bR) make the developed setup a promising tool for pharmaceutical screening applications
and biosensor devices.
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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Poreniiberspannende Lipiddoppelschichten

Lipiddoppelschichten sind in Form der Plasmamembran, der Membran einzelner Zellorga-
nellen wie Mitochondrien, Chloroplasten oder dem Golgi-Apparat und in Form von
zytosolischen Vesikeln in pro- wie eukaryotischen Zellen préasent. Lipidmembranen erftllen
dabei verschiedene Zwecke, wie die Trennung verschiedener wassriger Reaktionsraume und
sie dienen als Matrix fur membranstandige Proteine.

Um Lipidmembranen und membranstandige Proteine isoliert vom Einfluss anderer Zellkom-
ponenten und mit verschiedenen biophysikalischen Methoden zu untersuchen, wurden
verschiedene Modellmembransysteme entwickelt. Solche Systeme sind aufgebaut aus einer
Lipiddoppelschicht gewéhlter Zusammensetzung und gegebenenfalls einem unterstiitzenden
Substrat. Beispiele sind festkdrperunterstiutzte Membranen (solid supported membranes,
SSMs), 12 freistehende Membranen (black lipid membranes, BLMs),! und Lipidvesikel.™
Jedes dieser Modellsysteme weist unterschiedliche Vor- und Nachteile in Bezug auf Stabilitat,
Anwendbarkeit biophysikalischer Methoden und biologische Relevanz auf.

Ein System, tber welches aufgrund seiner Uberlegenheit gegeniiber anderen Modellsystemen
in Bezug auf potentielle biotechnologische und pharmazeutische Anwendungen verstarkt
berichtet wurde, sind Membranen auf nano- und mikropordsen Substraten (poreniiberspan-
nende Membranen).®*  Poreniiberspannende Membranen trennen zwei waéssrige
Kompartimente voneinander und erlauben durch optische oder elektrische Adressierung
beider Kompartimente die Untersuchung von z. B. proteingesteuerten Transportprozessen.**-
3] Da Transmembranproteine rund 60 % der bekannten Angriffspunkte von pharmazeutischen
Wirkstoffen ausmachen (Daten aus dem Jahr 2009) und viele dieser Proteine an Transport-
prozessen beteiligt sind,™¥ ist ein Modellsystem, welches eine funktionelle Rekonstitution
dieser Proteine erlaubt sehr interessant in Hinblick auf die Testung neuer Wirkstoffe. Die
Bildung sogenannter arrays einzeln adressierbarer porenuberspannender transmembran-
proteinhaltiger Membranen, wirde eine hohe Durchsatzrate bei der Untersuchung der
Wirksamkeit potentieller Wirkstoffe auf Membranproteine erlauben (high throughput
screening). Da solche Proteine spezifisch und hochsensitiv auf z. B. bestimmte Substrate,
Licht (Rhodopsine), elektrische Potentiale (spannungsabhéangige Kanale) oder osmotische
Driicke (mechanosensitive Kanéle) reagieren, wird eine biotechnologische Anwendung
proteinhaltiger Membran-arrays als Biosensoren diskutiert.*!
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1.1.1 Membransysteme zur Untersuchung von Transportprozessen

Grundlage fiur eine Untersuchung und spatere technische Anwendung membranstandiger
Transportproteine ist die Bildung stabiler poreniiberspannender Membranen. Solche
Membranen missen fir eine elektrische Messung von lonenstromen z. B. durch Kanalpro-
teine hohe Widerstande aufweisen und fiir eine optische Untersuchung membranumschlos-
sener Reaktionsrdume oder den Aufbau (elektro-)chemischer Gradienten hochgradig imper-
meabel fur lonen und andere Teilchen sein.

Membrantiberspannte Einzelporen

Systeme auf Basis einzelner membranuberspannter Poren wurden bereits zur Untersuchung
von peptid- und proteinvermittelten Transportprozessen entwickelt und genutzt. Bereits in den
1970er Jahren nutzten Jain et al. klassische BLMs, um darin den durch die Membranproteine
Na, K-ATPase und Mg-ATPase vermittelten Kationentransport anhand von elektrischen
Messungen zu untersuchen.®® Ausgehend von diesem System wurden freistehende
Membranen iber Offnungen feiner Glaspipetten gebildet und zur Untersuchung von
Transportprozessen durch das Membranprotein a-Hamolysin (o-HL) genutzt (Abb. 1.1).1
Beide Seiten der Membran sind elektrisch kontaktierbar, die Membran kann fluoreszenz-
mikroskopisch untersucht werden und hydrostatischer Druck kann auf die Membran ausgetbt
werden. 1819
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Abb. 1.1: A Schematische Darstellung einer Glaspipette mit einer wenigen hundert Nanometer groRen Offnung
(oben, maBstabsgetreu). Durch Aufbringen eines Lipid-Lsungsmittelgemisches auf die Offnung bildet sich eine
poreniiberspannende Membran, in welche durch spontane Einlagerung von monomerem o-HL (wild type, wt)
heptamere Kandle gebildet werden kénnen (unten, nicht mafi3stabsgetreu). B Elektrische Messungen an solchen
Membranen (DPhPC) bestatigen durch ein FlieRen von Picoamperestrémen die erfolgreiche Insertion von a-HL
in Form von Kanélen. Abbildungen nach White et al.!"

Das Protein a-HL, sowie die antibiotisch wirksamen Peptide Gramicidin und Alamethicin
sind die mit Abstand meistuntersuchten Kanéle in poreniiberspannenden Membranen. A-HL
ist ein bakterielles Exotoxin, welches als wasserlosliches Monomer von Staphylococcus
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aureus exprimiert wird und in Lipidmembranen heptamere Poren formt.?” Durch diese Poren
kdnnen lonen und kleine Molekile passiv Gber Membranen transportiert werden. Gramicidin
und Alamethicin sind Peptide aus 15 Aminosauren bzw. 19 Aminosauren und einem Amino-
alkohol, welche sich spontan in Membranen einlagern und dort Kanale bilden, die selektiv
einen passiven Transport monovalenter Kationen erlauben.

Neben den oben vorgestellten Membranen finden sich weitere Beispiele fur die Bildung
einzelner poreniiberspannender Membranen. Sandison et al. prasentieren einen Mikrofluidik-
Aufbau, durch welchen Messungen weitgehend automatisiert werden konnen® und zeigen
elektrische Untersuchungen von Gramicidinkanalen.’®! Ahnliche Systeme konnten bereits fiir
elektrische Messungen an a-HL-Kanalen verwendet werden.?*?! Durch Fusion von sub-
mikrometergroBen Proteo-Vesikeln mit planaren einzelporeniiberspannenden Membranen,
konnten auch sensiblere Proteine, wie der Kaliumionenkanal KcsA in solche Membranen
insertiert und ein passiver K*-Transport elektrisch verfolgt werden.?®!

Um einen Einfluss des remanenten Losungsmittels in solch porenliberspannenden
Membranen auf insertierte Transportproteine auszuschliefen, wurden Techniken zur Bildung
I6sungsmittelfreier einzelporeniiberspannender Membranen entwickelt. So wurden durch
Spreiten von mikrometergrofRen Vesikeln (giant unilamellar vesicles, GUVs) Idsungsmittel-
freie  Membranen gebildet und darin rekonstituierte Alamethicinkanéle elektrisch
untersucht.?"!

Eine Erweiterung membranuberspannter Einzelporen um die Mdglichkeit, neben elektrischen
Messungen der Kanalaktivitdt die Membranen auch optisch zu untersuchen, présentieren
Kendall et al.[?#%! Stimberg et al. wendeten ebenfalls elektrische wie optische Methoden an,
um die Funktionalitdt von a-HL und Gramicidin in membraniberspannten Einzelporen zu
untersuchen.?% Eine schematische Darstellung eines einfachen mikrofluidischen Aufbaus zur
Bildung einer porentiberspannenden Membran ist in Abb. 1.2 gezeigt.
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Abb. 1.2: A Offene Ansicht und B fotografische Aufnahme eines mikrofluidischen Aufbaus. Zwei Kanéle
(Hohe: 100 um, Breite: 300 pum, farblich voneinander abgehoben) mit einem Beriihrungspunkt in einer einzelnen
Pore (d =100 pum) in der Mitte des Aufbaus erlauben durch Spillen mit einem Lipid-Ldsungsmittelgemisch,
gefolgt von waéssriger Pufferldsung die Bildung einer poreniiberspannenden Membran. C Konfokalmikrosko-
pische Aufnahme einer porenliberspannenden Membran (DPhPC/Rhodamin B DOPE, 99:1, rot). D Eine
Kontaktierung der Mikrofluidik-Kanale mit Elektroden ermdglicht die Aufnahme der Kanalaktivitat von in der
Membran eingelagertem Gramicidin (blau). Abbildungen nach Stimberg et al.*"

Membrantiberspannte Multiporensysteme (arrays)

Hauptnachteil von einzelporeniiberspannenden Membranen ist neben einer im Vergleich zu
substratunterstiitzten Membranen geringen Stabilitat die fehlende Kapazitat fur Durchsatz-
raten im Bereich von high throughput screenings. Hierzu wére eine groRe Anzahl symme-
trisch angeordneter, gleichartiger, membranlberspannter Poren ndtig, die unabhéngig
voneinander adressiert werden kdnnen (sog. arrays).

Erste Ansétze zur Bildung von Membranen auf multipordsen Substraten beschrénkten sich auf
mesopordses Silizium. Rasterkraftmikroskopische," sowie fluoreszenzmikroskopische und
Schwingquarzmikrowaage-Studien®?  zeigen, dass auf mesoporésem Silizium  mit
Porendurchmessern im Bereich von 2-20 nm durch Vesikelspreiten erfolgreich poren-
Uberspannende Membranen gebildet werden kdnnen (Abb. 1.3, A). Durch die eher
inhomogene Verteilung der Poren ber die Substratoberflache, die geringen Porendurchmes-
ser und die nicht bestehende Mdglichkeit, einzelne, wohldefinierte membraniberspannte

4
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Volumina zu adressieren, fanden mesoporose Siliziumsubstrate bisher keine Anwendung fur
die Untersuchung von Transportproteinen.

Eine ahnliche Geometrie eines mesopordsen Netzwerks, jedoch mit oberflachlichen Poren-
Offnungen von 300 um Durchmesser und auf Basis einer Ethylentetrafluorethylen
(ETFE)/Hydrogel-Mischung, konnte bereits erfolgreich zur Rekonstitution und elektrischen
Untersuchung von a-HL genutzt werden (Abb. 1.3, B).®¥ Auch hier schrankt ein nicht
definiertes Volumen der membranbedeckten Poren eine genauere und quantitative Analyse
von Transportprozessen ein.

emaysi u M
/ ,WMH

Current [pA]

5

Time (5]

Abb. 1.3: A Schematische Darstellung der Bildung porentberspannender Membranen durch Vesikelspreiten auf
mesoporosem Silizium (nicht maBstabsgetreu, nach Claesson et al.).*? B Schematische Darstellung eines
ETFE/Hydrogel-Substrates zur Bildung poreniiberspannender Membranen (oben). Dreidimensionale optische
rastermikroskopische Aufhahmen einer Einzelpore (unten links, Porendurchmesser 300 um) und zeitlicher
Verlauf des Stromsignals bei Zugabe von a-HL (unten rechts) verdeutlichen die Eignung eines solchen
Substrates zur Untersuchung von Transportprozessen an Membranen. Abbildung nach Roerdink Lander.®*

Um eine automatisierte Analyse von Transportprozessen Uber freistehende Membranen zu
ermoglichen, wurden bereits auf Basis von Lipidvesikeln Systeme fur eine regelmaiige
Anordnung bei voller Kontrolle tiber die Volumina der membrangetrennten Kompartimente
entwickelt. So présentierten Wittenberg et al. ein mit Al,O3 beschichtetes Siliziumsubstrat mit
hochgeordneten, mikrometergroRen Poren mit geschlossenen Boden.**! Vesikel konnen
innerhalb der geschlossenen Poren eingelagert werden und so eine regelmaliige Anordnung
flr automatisierte Analysen erreicht werden.

Eine Weiterentwicklung dieser Idee stellen sogenannte droplet interface bilayer Systeme dar.
Syeda et al. présentieren in diesem Zusammenhang eine Methode, um voneinander separierte,
mit einer Lipidmonoschicht tberspannte Poren nacheinander in einem screening Prozess
elektrisch zu kontaktieren.* Ein mit einer zweiten Lipidmonoschicht bedeckter Tropfen wird
an einer Elektrode hangend jeweils mit einer monoschichtbedeckten Pore in Kontakt
gebracht, sodass sich eine Lipiddoppelschicht ausbilden kann. Bei Insertion von Transport-
proteinen (o-HL oder der Kaliumkanal Kcv) kénnen so in jedem Kompartiment andere

5



1 Einleitung

Substrate platziert und ihr Einfluss auf das detektierte Stromsignal des Kanals untersucht
werden (Abb. 1.4, A und B).

Einen &hnlichen Ansatz verfolgten auch Castell et al. und praparierten Membranen an den
Grenzschichten zwischen wissriger Phase und Olphase in einem Mikrofluidik-Substrat
(Abb. 1.4, C).*® Durch total internal reflection fluorescence (TIRF)-Mikroskopie konnte so
der passive Transport von Calciumionen durch membransténdiges a-HL und die Wirkung von
y-Cyclodextrin auf den Kanal untersucht werden.

A B

Moveable electrode
—_—

[EIT ST

Abb. 1.4: Schematische Darstellung von droplet interface bilayer Systemen. A Ein array aus 16 elektrisch
kontaktierten Poren, gefullt mit wéssriger Lésung und versetzt mit unterschiedlichen molekularen Hemmstoffen.
Die einzelnen Tropfen sind jeweils mit einer Lipidmonoschicht bedeckt. B Ein einzelner Tropfen wassriger
Losung an einer beweglichen Elektrode ist ebenfalls bedeckt mit einer Lipidmonoschicht und enthalt das zu
untersuchende Transportprotein. Bei Kontakt der Lipidmonolage des beweglichen Tropfens mit einer zweiten
Lipidmonolage einer Pore bildet sich spontan eine Doppelschicht aus, in welche das Protein insertieren kann.
Uber beide Elektroden kann eine Spannung angelegt werden und Strome durch den Proteinkanal in Abhangig-
keit der vorhandenen Hemmstoffe gemessen werden. Abbildungen nach Syeda et al.”® C In einzelnen Poren
platzierte Tropfen wissriger Losung, umgeben von einem Ol-Lipid-Gemisch bilden an der Grenzschicht eine
Lipidmonolage aus. An der Grenzschicht des lipidgefullten Substrates zu einem zweiten, mit wéssriger Ldsung
gefillten Kompartiments, bildet sich eine zweite Lipidmonolage aus. An den Grenzflachen der Monolagen
bilden sich jeweils Doppelschichten aus, in welche a-HL insertiert. Durch Einschluss eines Ca?*-sensitiven
Fluoreszenzfarbstoffs in den Tropfen (Fluo-8) kann der Transport von Calciumionen durch o-HL aus dem
unterliegenden wassrigen Kompartiment in die Tropfen hinein optisch verfolgt werden. Abbildung nicht
maRstabsgetreu, nach Castell et al.l*®
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Mit diesen Systemen gelang ein systematisches screening der Aktivitdt von transmembran-
stdndigen Kanalproteinen in Gegenwart unterschiedlicher Substrate. Nachteile der droplet
interface bilayer Methode ist die vergleichsweise schwierige Handhabung. Durch das kleine
Probenvolumen (z. B. 1,5 pL-Tropfen bzw. 0,2 pL-Tropfen) bei gleichzeitiger Exposition an
Luft, hat Verdampfung einen groBen Einfluss auf die Konzentrationen der untersuchten
Hemmstoffe. Lipidmonoschichten an Luft sind weiterhin anféllig fir Verunreinigungen,
sodass unter sterilen Bedingungen gearbeitet werden muss und der Ubergang der elektrischen
Kontaktierung unterschiedlicher Poren ist bei den beschriebenen Systemen zu zeitintensiv fur
ein anwendbares high throughput screening.

Ein robustes System mit einer hohen Anzahl einheitlich geformter und hochgeordneter Poren
bieten pordse Substrate auf Basis von Aluminium oder Silizium. Substrate aus Al,O3 mit
hexagonal angeordneten Poren mit Durchmessern von 50 nm < d <440 nm lassen sich durch
einen elektrochemischen Anodisierungsprozess in sauren wéssrigen Ldsungen praparieren
(Abb. 1.5, A und B).F" In Siliziumsubstrate lassen sich durch gezielte chemische
Atzprozesse hochgeordnete Porenstrukturen praktisch beliebiger Form und GroRe bilden
(Kapitel 3.2.7).1*%

Substrate aus Al,O3 wurden bereits erfolgreich eingesetzt, um durch elektrische Messungen
Gramicidin DY und das Kanalprotein outer membrane protein F (OmpF)*? in Igsungs-
mittelhaltigen poreniberspannenden Membranen zu untersuchen. Durch Spreiten von
Vesikeln konnte weiterhin die lichtgetriebene Protonenpumpe Bacteriorhodopsin (bR),[*!
sowie der Wasserkanal Aquaporin ZI*** funktionell in poreniiberspannende Membranen
rekonstituiert werden. Die Oberflache der Al,Oz-Substrate wurde dazu teilweise mit selbst-
organisierenden Monoschichten (self assembled monolayers, SAMs) bzw. Polymerschichten
funktionalisiert. Durch ihre optische Transparenz konnen porose Al,Os-Substrate auch mit
(fluoreszenz-)mikroskopischen Techniken untersucht werden (Abb. 1.5, C-E).[?839
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Abb. 1.5: A, B Elektronenmikroskopische Aufnahmen (scanning electron microscopy, SEM) eines pordsen
Al,O5-Substrates in der Seitenansicht (A) bzw. Aufsicht (B). Porendurchmesser d =70 nm. C Schematische
Darstellung des Farbstoffeinschluss (oben) unter einer poreniiberspannenden Membran (rot) in Poren mit
geschlossenen Bdden und die Freisetzung des Farbstoffs aus den Poren nach Zugabe des Membrandefekte
induzierenden Peptids Melittin (unten, nicht mafl3stabsgetreu). D, E Konfokalmikroskopische Aufnahmen der
Fluoreszenz des eingeschlossenen Farbstoffs vor (D) und nach (E) Zugabe von Melittin. Mal3stabsbalken 20 um.
Alle Abbildungen nach Carnarius.?

Porose Al,Os-Substrate eignen sich fur elektrische wie optische Messungen von Transport-
prozessen Uber poreniiberspannende Membranen, lassen sich mit offenen wie geschlossenen
Porenboden praparieren und liefern eine Vielzahl identisch geformter Poren in hexagonaler
Anordnung. Nachteile solcher porésen Substrate ist neben dem beschrankten Porendurchmes-
ser (maximal 420 nm) ihre mechanische Instabilitat. Ihre Handhabung erfordert ein hohes
MaR an Vorsicht, da die diinnen Substrate schnell brechen. In Hinblick auf vollautomatisierte
Prozesse flr biosensorische oder pharmazeutische Anwendungen waéren stabilere Substrate
besser geeignet. Eine individuelle Adressierung einzelner Poren durch Elektroden wurde
aufgrund der geringen Porendurchmesser bisher ebenfalls noch nicht realisiert.

Als eines der meistverwendeten Materialien zur Bildung pordser Substrate gelten wafer aus
Silizium-Einkristallen. Durch die (Weiter-)Entwicklung verschiedener Techniken lassen sich
Poren beliebiger Geometrie mit hoher Prazision in solche Substrate atzen (Kapitel 3.2.7).
Oxid- und Nitridschichten konnen kontrolliert in unterschiedlichen Dicken aufgebracht
werden und eignen sich fir chemische Modifikationen der Oberfldchenstruktur. Die Bildung
porenlberspannender Membranen auf pordsen Siliziumsubstraten konnte bereits vielfach
erfolgreich gezeigt und Membranen mit verschiedenen biophysikalischen Methoden
charakterisiert werden. Dabei wurden sowohl l6sungsmittelhaltige,*®*” als auch I8sungs-
mittelfreie poreniiberspannende Membranen durch Spreiten unilamellarer Vesikel &>
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Ausbreitung einer planaren Membran,®" oder direktes Auftragen durch eine mit einer
Lipidmonoschicht bedeckten Luftblase (bubble-collapse deposition) prapariert.t*®

Siliziumunterstitzte porentberspannende Membranen konnten weiterhin bereits zur
elektrischen wie optischen Untersuchung von Transportprozessen anhand von
Gramicidin,*"*®*5"" dem viralen Kanalprotein VpuP® und a-HLF**%% eingesetzt werden.
Besonders hervorzuheben sind Anwendungen goldbedeckter poréser Siliziumnitridsubstrate
fir Oberflachenplasmonenresonanz (surface plasmon resonance, SPR)-Messungen, mit denen
die Bindung eines Antikorpers an a-HL in porentiberspannende Membranen zeitaufgelost
verfolgt werden konnte (Abb. 1.6).1°%!
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Abb. 1.6: SPR-Messung an poreniiberspannenden Membranen auf pordsen Siliziumnitridsubstraten nach Im et
al.®¥ A Schematische Darstellung des Messaufbaus (nicht mafRstabsgetreu). Ein goldbedecktes, pordses
Siliziumnitridsubstrat (grin mit gold, Porendurchmesser d =200 nm) wird mit einer porenuberspannenden
Membran bedeckt (rot) und a-HL insertiert. Das Substrat wird auf Glas zwischen Kammern aus Polydimethyl-
siloxan (PDMS) fixiert, sodass Analyte mit Hilfe eines Mikrofluidik-Systems appliziert werden koénnen. B
Fotografische Aufnahme des Messaufbaus. C Eingefarbte SEM-Aufnahme eines goldbedeckten Siliziumnitrid-
substrates. D Zeitlich aufgeléste Bindung eines a-HL-Antikorpers an die mit a-HL versetzten poreniiberspan-
nenden Membranen, gemessen mittels SPR. Alle Abbildungen nach Im et al.>

Ganesan und Boxer gelang es, ein Membran-Interferometer zu konstruieren, mit welchem sie
neben der optischen Untersuchung eines gramicidininduzierten Na'/H*-Antiports auch die
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genaue Position und Form porenlberspannender Membranen bestimmen konnten
(Abb. 1.7).14

A oot sPEGsiane  1Dil JCy5-DNA =CF [ gramicidin
20 um Na*(upper)’ H+(upper)

A

RN,
LRI L
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Abb. 1.7: A Schematische Darstellung eines aus einer poreniiberspannenden Membran konstruierten Membran-
Interferometers nach Ganesan und Boxer (nicht maRstabsgetreu).l*” Ein pordses Substrat aus SiO, auf Silizium
wurde mit einer Schicht aus Gold bedeckt, welche mit Octadekanthiol (ODT) hydrophob funktionalisiert wurde.
Die Poreninnenwénde wurden mit Polyethylenglycol (PEG)-Silan ausgekleidet. Unterhalb der Membran, welche
mit fluoreszenzmarkiertem Lipid (rot) und DNA (violett) dotiert ist, ist im Poreninneren ein pH-sensitiver
Fluoreszenzfarbstoff eingeschlossen (griin). B-D Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen eines Bereiches von
vier membraniberspannten Poren. B Fluoreszenz des im Poreninneren eingeschlossenen Farbstoffs Carboxyfluo-
rescein (CF), C Fluoreszenz des Membranfarbstoffs Dil, D Fluoreszenz des mit Cy5 markierten DNA-Lipid-
Konjugats innerhalb der Membran. E Schematische Darstellung des gramicidininduzierten Na*/H*-Antiports
(nicht maRstabsgetreu). F Fluoreszenz-Interferenz-Kontrastmikroskopische Aufnahmen erlauben Rickschlisse
auf die Position und Form der porenuberspannenden Membran in Abhéngigkeit unterschiedlicher
Na*-Konzentrationen in der iiberstehenden Lésung.

Pordse Substrate auf Siliziumbasis eignen sich somit neben der Untersuchung von peptid- und
proteinvermittelten Transportprozessen uber Membranen durch elektrische und optische
Methoden ebenfalls flr die Anwendung speziellerer Methoden, wie SPR und Interferometrie.
Durch die Bildung von Poren beliebiger GroRe, Geometrie und ihrer symmetrischen
Anordnung auf dem Substrat sind prinzipiell vollautomatische Systeme zur Untersuchung von
Transportprozessen tber Membranen maglich. Ein limitierender Faktor fir die technische
Anwendung pordser Siliziumsubstrate in biosensorischen oder high throughput screening
Systemen, ist ihre optische Intransparenz. Um Prozesse innerhalb von Poren optisch verfolgen
zu konnen, missen die Poren aufgrund der beschrankten Eindringtiefe von Licht einen
gewissen Mindestdurchmesser aufweisen (Kapitel 3.5, Eindringtiefe). Bisher gelang die
Bildung porenuberspannender Membranen auf Substraten mit Porendurchmessern grofer
2,5 um nur durch Anwendung der painting-Technik. Dabei in der Membran verbleibendes
Losungsmittel beeinflusst die Struktur und Funktionalitdt membranstdndiger Proteine und
erschwert dadurch ihre Untersuchung./®Y Dies erklart, warum bisher nur relativ unempfind-
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liche Transmembranproteine, wie das als Monomer wasserlésliche a-HL untersucht worden
sind.

Poren mit Durchmessern kleiner 2,5 um erlauben durch Spreiten von (Proteo-)Liposomen die
Bildung I6sungsmittelfreier porentiberspannender Membranen. Da die Mengen an Protein,
welche z. B. mit Hilfe von Detergens in Liposomen und somit in poreniberspannenden
Membranen rekonstituiert werden kann, eher gering ist, lassen sich auf Substraten mit kleinen
Porendffnungen nur wenige hundert Proteine innerhalb der Porenflache einlagern. Besonders
fir eine Untersuchung langsamer Transportprozesse, wie dem Protonentransport durch
sogenannte Protonenpumpen (Raten im Bereich 100 s™) ergeben sich dadurch schlechte
Signal-zu-Rauschen (S/N)-Verhaltnisse, die zum Teil mit den momentan verfligbaren
Techniken nicht detektiert werden konnen. Optimal wéren demnach |6sungsmittelfreie
Membranen, welche Poren mit Durchmessern im Bereich von z. B. 10 um tberspannen und
so eine uneingeschrankte optische Untersuchung proteingesteuerter Transportprozesse bei
gutem S/N-Verhaltnis ermdglichen. Erste Ansétze hierzu préasentierten Sumitomo et al., die
durch Aufbringen eines dinnen (120 nm) und dadurch noch optisch transparenten, in die
Porenflache uberstehenden Stegbereichs aus SiO, eine Bildung Idsungsmittelfreier poren-
tiberspannender Membranen tiber Offnungen mit Durchmessern bis 8 um erméglichten.

Als letztes der flr die Untersuchung von Transportprozessen Uber freistehende Membranen
genutzten Systeme sollen nachfolgend Substrate aus Polymeren vorgestellt werden. Durch die
breite Vielfalt zur Verfugung stehender Polymere lassen sich hydrophile wie hydrophobe
Substrate unterschiedlicher Grof3e, Form und Flexibilitat bilden. Erste Anwendungen poroser
Polymerschichten zur Bildung porenuberspannender Membranen fanden Polycarbonat-
membranen, wie sie fur die Extrusion von Lipidvesikeln zum Einsatz kommen. Sie konnten
flr elektrische wie optische Untersuchungen des Transports durch a-HL-Kanéle verwendet
werden!®? bzw. zur elektrischen Untersuchung eines membranstandigen Glutamat
Rezeptors.!®®! Dabei konnten Porendurchmesser zwischen 0,8 und 70 pm realisiert werden.

Polymere wie PDMS, Polymethylmethacrylat (PMMA), ETFE, das Ublicherweise als
Fotolack verwendete SU-8 (ein Epoxidharz) oder Parylene sind die meistverwendeten
Substanzen fir die Bildung pordser Substrate. Oftmals werden mikrofluidisch zugangliche
Substrate aus Polymeren auf unterstiitzenden Materialien wie Glas prépariert. Durch
Anwendung moderner Mikroprint-Techniken und dem Einsatz hochentwickelter Fotolacke
und Fotomasken lassen sich komplexe Strukturen mit vielfaltigen Einsatzmoglichkeiten
praparieren.

An multipordsen Polymersubstraten mit porentiberspannenden Membranen lieBen sich
erfolgreich  elektrisch ~ Transportprozesse  vermittelt ~ durch  Gramicidin,®+®
Alamethicin, 6459 o_H 7" ynd dem Porin FomAI®® untersuchen. Dabei wurden z. T. mit
Mikrofluidik ausgestattete, hochgeordnete Multiporen-arrays eingesetzt, wie sie unter
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Abb. 1.8 schematisch dargestellt sind. In einzelnen Arbeiten wurde flr hier beschriebene
porenuberspannende Membranen auf Polymersubstraten Mdoglichkeiten zur Erhdéhung der
Stabilitat der Membranen prasentiert®” und Systeme fir sensitivere elektrische Messungen
des Transports durch Kanalproteine.!®*
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Abb. 1.8: A Schematische Darstellung eines arrays poreniberspannender Membranen zur elektrischen
Untersuchung des Transports einzelner DNA-Molekille (rote Fé&den) durch a-HL Molekiile (grin). B
Seitenansicht eines schematischen Mikrofluidik-Aufbaus zur Bildung porenliberspannender Membranen.
Einzelne Kompartimente sind mit wéssriger Losung gefillt (grau). Am Boden der Kompartimente befinden sich
die unter A dargestellten Offnungen, welche bei Durchfluss einer Losungsmittel-Lipid-Mischung durch einen
unterliegenden Kanal, gefolgt vom Spulen mit einer wéssrigen Lésung mit Membranen uberspannt werden
kénnen. C Mikroskopische Aufnahme regelmafRig angeordneter membraniberspannter Poren. Der dunklere
Bereich im Zentrum der Poren entspricht den Membranen, der hellere Rand im Porenbereich entspricht der
Plateau-Gibbs-Phasengrenze (Kapitel 4.1.1, Ausfrieren des Losungsmittels). D Zeitaufgeldstes Stromsignal einer
einzeln adressierten membranuberspannten Pore bei Insertion von a-HL. Abbildungen A und B nach Osaki et
al.,"™ C und D nach Le Pioufle et al.[!

Neben arrays offener Poren wurden auch Poren mit geschlossenen Bdden verwendet, um den
Transport in membraneingeschlossene Kompartimente optisch zu verfolgen. Ota et al.
entwickelten hierzu einen mit einer Vielzahl identischer Kammern bestiickten Mikrofluidik-
Kanal, in dessen Kammern sie einen Fluoreszenzfarbstoff unterhalb einer Membran
einschliessen und dessen Austritt durch a-HL-Kanale verfolgen konnten (Abb. 1.9).[/2
Mikrofluidisch adressierbare Systeme mit unter einer poreniberspannenden Membran
eingeschlossenen Kompartimenten wurden nicht nur fir die Untersuchung von Transport-
prozessen genutzt, sondern konnten ebenfalls als Femtoliter-Reaktoren fiir enzymatische
Reaktionen!™! und als Mikrotropfen fiir eine in vitro Proteinsynthese eingesetzt werden.[’"
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Abb. 1.9: A Schematische Darstellung der Bildung poreniiberspannender Membranen zum Einschluss eines
Fluoreszenzfarbstoffs (griin) in einzelnen Kompartimenten entlang eines Mikrofluidik-Kanals in einem Polymer-
substrat (linke Seite). Entsprechende fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen sind rechts dargestellt. Eine
waéssrige Losung eines Fluoreszenzfarbstoffs wird durch einen Kanal in einem PDMS-Substrat geflihrt (oben).
AnschlieBend wird mit einem Lipid-Lésungsmittelgemisch gesplilt und es bilden sich Lipidmonolagen an der
Grenzflache zu den einzelnen Mikrokammern (Mitte). Durch nachfolgendes Spilen mit wassriger Lésung
(diesmal ohne Fluorophor) bilden sich spontan Lipiddoppelschichten und Farbstoff kann stabil in einzelnen
Kammern eingeschlossen werden (unten). Eine durchlichtmikroskopische Aufnahme einer individuellen
membranbedeckten Kammer ist vergrofert dargestellt (unten rechts). B Durch Spiilen des Kanals mit einer
a-HL-haltigen wassrigen Losung kann dieses Protein in die porenlberspannenden Membranen insertieren, dort
heptamere Kanéle bilden und so zu einem Farbstoffaustritt aus den Kammern fiihren. C Die Fluoreszenz-
intensitat indvidueller Kammern kann zeitaufgeldst und in Abhéngigkeit der Proteinkonzentration verfolgt
werden. Abbildungen nach Ota et al."

Wie fir droplet interface bilayer Systeme (Abb. 1.4), wurden auch fir polymerbasierte arrays
poreniiberspannender Membranen konkrete biosensorische Anwendungen présentiert. Hervor-
zuheben sind der Einsatz eines solchen Aufbaus als hochempfindlicher Sensor zur Kokain-
detektion. Kawano et al. gelang es, mit einem Zeitaufwand von weniger als einer Minute
Kokain in Konzentrationen im Bereich des derzeitigen Detektionslimits fir konventionelle
Verfahren nachzuweisen.[’™ Sie nutzten dazu ein kokainbindendes DNA-Aptamer in
Kombination mit a-HL-haltigen poreniiberspannenden Membranen. Das Stromsignal bei
einem Transport des DNA-Aptamers durch a-HL-Poren unterschied sich dabei vom Signal,
welches bei Eintritt eines kokaingebundenen DNA-Aptamers in eine o-HL-Pore detektiert
wurde (Abb. 1.10).
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Abb. 1.10: A Schematische Darstellung der Nutzung poreniberspannender Membranen als Kokain-Sensor.
DNA-Aptamere passieren bei Anlegen einer elektrischen Spannung die Membran durch a-HL-Kanéle in den
Membranen. Bindet Kokain an ein DNA-Aptamer, so verandert sich dessen Struktur und es kann den o-HL-
Kanal nicht passieren. B Schematische Darstellung des Messaufbaus. Einzelne Poren sind in ein Parylenesubstrat
eingefiigt und ber Mikrofluidik-Kanale miteinander verbunden. C SEM-Aufnahme einer individuellen Pore am
Boden einer einzelnen Kammer, wie sie in B dargestellt ist. D Schematische Darstellung einer poreniiberspan-
nenden Membran mit integriertem a-HL (blau). E Stromsignal (oben) bei angelegter Transmembranspannung
(unten) von 100 bzw. 0 mV. Das Passieren einzelner DNA-Aptamere durch einen o-HL-Kanal ist durch
punktuelle Ausschldge gekennzeichnet. Bei Blockierung des Kanals mit kokainbindendem DNA-Aptamer fallt
das Stromsignal dauerhaft ab. F Auftragung der Wahrscheinlichkeit einer Kanalblockierung innerhalb von 30 s
in Gegenwart unterschiedlicher Substrate. Die Auftragung verdeutlicht die hohe Sensitivitat gegeniiber Kokain
(rot) im Vergleich zu kokainfreien Proben (blau) und dem Kokain-Analogon Aminobenztropin (ABT, gelb).
Schematische Darstellungen bis auf B nicht maRstabsgetreu. Abbildungen nach Kawano et al.l"!

Baaken et al. etablierten die Nutzung eines membranuberspannten Porenarrays, mit welchem
sie ionenleitfahigkeitsbasiert Einzelmolekiil-Massenspektrometrie an Mischungen von
Polyethylenglycolmolekiilen unterschiedlicher Lange durchfihren konnten.!”® Dies war durch
eine individuelle elektrische Kontaktierung jeder Pore eines 4-4 arrays bei gleichzeitiger
Insertion von a-HL in den porenuberspannenden Membranen moglich (Abb. 1.11).
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Abb. 1.11: A Fotografische Aufnahme eines 4-4 arrays von mit Elektroden individuell kontaktierten Poren auf
einem Glassubstrat. B Schematische Darstellung einer individuellen Pore aus SU-8 (blau) mit einer a-HL-
haltigen poreniiberspannenden Membran. Auf dem Boden der geschlossenen Pore ist eine Ag/AgCI-Elektrode
(grau) auf einer Gold- (gelb) und einer Chromschicht (griin) aufgebracht (Darstellung nicht mafistabsgetreu). C
Fotografische Aufnahme einer Kammer zur elektrischen Kontaktierung eines in A dargestellten Chips. D
Histogramm der normalisierten Reststromwerte bei Blockierung einzelner a-HL-Poren durch PEG-Molekiile
unterschiedlicher L&nge. Durch Auftragung dieser Stromwerte kénnen die PEG-Molekile in massenspektro-
metrischer Art voneinander getrennt detektiert werden. Abbildungen nach Baaken et al.l’®

Besonders am Beispiel der zuletzt vorgestellten multipordsen Substrate und ihrer Anwendung
flr sensorische Zwecke wird deutlich, dass porenuberspannende Membranen vielverspre-
chende Modellsysteme fir technische Anwendungen sind. Poren lassen sich in beliebiger
Form hochgeordnet in Substraten bilden, mit mikrofluidischen Systemen kombinieren und
erlauben so die Konstruktion vollautomatischer (Bio-)Sensoren und high throughput
screening Systeme. Arbeiten zur Verbesserung der Stabilitat porenliberspannender Membra-
nen und verbesserte Detektoren treiben die Entwicklung in diesem Gebiet weiter voran. Trotz
der groRen Fortschritte und vorgeschlagener moglicher Anwendungen solcher Systeme
wurden bisher nur eine Handvoll Proteine und Peptide funktionell in poreniiberspannende
Membranen rekonstituiert. Komplexere und empfindlichere Transmembranproteine bieten
oftmals interessante sensorische Anwendungen, brauchen aber neue und schonendere
Rekonstitutionsmethoden und Systeme, die diese erlauben. Dementsprechend bietet das
Gebiet mikro- und nanopordser membraniberspannter Substrate trotz der Entwicklung der
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letzten Jahre besonders in Bezug auf die Untersuchung von Transportprozessen durch
Membranproteine noch Raum fur Optimierungen.

1.2 Elektrochemische Gradienten

Eine Hauptfunktion von Transportproteinen in biologischen Membranen ist der Aufbau und
die Nutzung (elektro-)chemischer Gradienten. Voraussetzung fur den Aufbau stabiler
Gradienten, ist die Trennung zweier wassriger Kompartimente durch hochgradig impermeable
Membranen. Selektiver Transport von Stoffen durch membranstandige Proteine fiihrt zu deren
Anreicherung in einem der beiden Kompartimente und so zur Bildung eines Gradienten.
Solche Gradienten sind von grofl3er Bedeutung flr eine Vielzahl zelluléarer Prozesse, wie den
Aufbau von Aktionspotentialen fur die Reizweiterleitung, oder die Bildung von Adenosin-
triphosphat (ATP) in Mitochondrien.”""® Die nétige Energie fir einen aktiven Transport von
Stoffen (ber eine Membran beziehen Transportproteine z.B. aus Redox-Reaktionen
(Komplexe I, 111 und 1V der Atmungskette) oder aus der Hydrolyse von ATP (ATPasen). Eine
schematische Darstellung eines (elektro-)chemischen Gradienten ist in Abb. 1.12 aufgefihrt.

A B
C1- P 15 ¢

4

€2 P2 25 Py

Abb. 1.12: Schematische Darstellung des Aufbaus eines elektrochemischen Gradienten. A Zu Beginn liegt ein
chemisches Gleichgewicht zwischen beiden durch eine Lipidmembran (rot) getrennten Kompartimenten vor
(c1=¢Cy @1=¢,). Unter Verbrauch von Energie werden Teilchen (gelb) durch einen membranstdndigen
Transporter (blau) von Kompartiment 1 in Kompartiment 2 befordert. B Durch den aktiven Transport der
Teilchen wird ein Konzentrationsgradient tiber die Membran erzeugt (c;* < c,*). Sind die beférderten Teilchen
geladen, so ergibt sich zusétzlich ein elektrischer Gradient (¢, < ¢,°).

Die freie Enthalpie, welche in Form eines solchen Gradienten Uber einer Membran
gespeichert werden kann, ergibt sich geméal GI. 1.1:

16



1 Einleitung

AG=R-T-ln<z—:)+z-F-(<p1—cp2). Gl.11
Dabei ist R die universelle Gaskonstante (8,3145 J-mol™-K™), T die absolute Temperatur in K,
cn die Konzentration einer Teilchenart in Kompartiment n, z die Ladung der Teilchenart, F die
Faraday Konstante (96485 C-mol™) und ¢, das elektrische Potential des Kompartiments n. Bei
konstanter Temperatur von 36 °C ergibt sich beispielsweise unter der Annahme eines
pH-Gradienten von ApH = 1 Einheit und einem elektrischen Potential von Ag =180 mV ein
Wert von AG = 23,3 kJ-mol™ fiir die Anderung der freien Energie des Protonentransports iiber
die innere Mitochondrienmembran. Verschiedene Transportarten verandern den Wert der in
Form des Gradienten gespeicherten freien Energie in unterschiedlicher Weise. Ein gerichteter
Uniport einer lonensorte (z. B. durch eine Protonenpumpe wie bR, Kapitel 1.2.2) verandert
sowohl die Konzentration ¢ der transportierten lonensorte, als auch das elektrische Potential
@, welches von der Gesamtheit der vorliegenden lonen abhéngt. Ein ladungsneutraler Antiport
zweier lonensorten (z. B. durch Nigericin, Kapitel 1.2.1) verdndert die Konzentrationen ¢
beider transportierter lonensorten, das elektrische Potential ¢ beider Kompartimente bleibt
jedoch unveréndert.

1.2.1 Aufbau elektrochemischer Gradienten durch lonophore

Eine Klasse von Komponenten, die die Bildung elektrochemischer Gradienten beeinflussen
konnen, sind lonophore (fiir einen Uberblick siehe Pressmanl™). Der Begriff beschreibt
Molekiile mit moderater Molmasse (etwa 200 — 2000 g-mol™), welche mit metallischen
Kationen lipidlosliche Komplexe bilden und diese so uber Lipidmembranen transportieren
kénnen. Dabei wird zwischen neutralen lonophoren, wie Valinomycin oder synthetischen
Polyethern und lonophoren mit S&uregruppe, wie Nigericin oder Monensin unterschieden.
Die Struktur des K*-lonophors Valinomycin, sowie des K*/H*-Antiporters Nigericin sind in
Abb. 1.13 dargestellt. Gemeinsames Strukturmotiv der lonophor-Kationkomplexe ist die
Komplexierung des Zentralions durch flinf bis sechs Sauerstoffatome. Dadurch wird dessen
Ladung abgeschirmt und ein passiver Transport durch den hydrophoben Kern einer Lipid-
doppelschicht ermdglicht.
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Abb. 1.13: Struktur ausgewahlter lonophore. A Struktur von Valinomycin.® B Darstellung der Kristallstruktur
eines Valinomycin-Kaliumionenkomplexes. Kohlenstoff- (weiB), Sauerstoff- (grau) und Stickstoffatome
(schwarz) sind entsprechend eingefarbt. Wasserstoffbriicken sind durch gestrichelte Linien angedeutet.®™ C
Struktur von Nigericin (Natriumsalz).®? D Darstellung der Kristallstruktur eines Nigericin-Kaliumionen-
komplexes.®

Valinomycin (Abb. 1.13, A und B) ermdglicht einen passiven Durchtritt von Alkaliionen
durch Membranen mit einer hohen Spezifitat fiir Kaliumionen.® Dadurch kann es zum
Abbau von elektrischen Transmembranpotentialen eingesetzt werden, welche ihrerseits einer
Bildung von Konzentrationsgradienten hdufig entgegengerichtet sind (GI. 1.1). Beispiele fiir
Anwendungen von Valinomycin auf artifizielle Membranen finden sich dazu in Kombination
mit ATPasen,'®™ bRE®® und dem photosynthetischen Reaktionszentrum,® wo durch
Zugabe von Valinomycin der Aufbau von Protonengradienten ermdglicht wurde.

Im Gegensatz zum Uniporter Valinomycin vermittelt Nigericin (Abb. 1.13, C und D) einen
Antiport von Alkaliionen und Protonen tber Membranen mit hoher Spezifitat fur Kalium-
ionen. Nigericin bildet &hnlich wie Valinomycin mit Kaliumionen einen neutralen Komplex,
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der einen Transport Uber Membranen erlaubt. Nach Dissoziation des Komplexes an der

Membranoberflaiche kann das dann als negativ geladenes Anion vorliegende Nigericin

protoniert werden und in neutraler Form erneut durch die Membran diffundieren. Eine

schematische Darstellung des nigericininduzierten K*/H™-Antiports ist in Abb. 1.14
H+*

il
CEOST

Abb. 1.14: Schematische Darstellung des K*/H"-Antiports durch Nigericin durch eine Lipidmembran (rot) fiir
unterschiedliche Kaliumionenkonzentrationen beider membrangetrennter Kompartimente (cy(K") > ¢c,(K*)). Das
Nigericinanion (N°) komplexiert ein Kaliumion an der Grenzflache der Membran zu Kompartiment 1 und tritt als
neutraler Komplex (KN) durch die Membran. An der Grenzflache zu Kompartiment 2 wird das Kaliumion
freigesetzt und die anionische Form bildet sich zurlick. Nach Protonierung kann das neutrale Nigericin (HN)
erneut die Membran passieren, an der Grenzflache zu Kompartiment 1 deprotoniert werden und steht fur einen
weiteren Zyklus zur Verfligung. Bei dieser Transportform wird netto jeweils ein Kaliumion gegen ein Proton
ausgetauscht (ladungsneutraler Transport).

Neben dem ladungsneutralen Transport, bei welchem das Verhéltnis transportierter Kalium-
ionen und entgegengesetzt transportierter Protonen gleich eins ist, wurde bei Nigericin-
konzentrationen groRer 10°M ein Nettoladungstransport iiber Membranen beobachtet.
Erklart wird dieser durch die Bildung eines dimeren Nigericinkomplexes mit einem Kalium-
ion.[*"

Beispiele fiir den nigericininduzierten Aufbau von Protonengradienten aus Alkaliionen-
gradienten finden sich fiir biologische Zellen,®*%Y BLMs %% syb-mikrometergroRe
Vesikel® %8 ynd porentiberspannende Membranen.® Einzelne Studien beschreiben die
Selektivitat Nigericins gegeniiber verschiedenen Kationen,!®® eine effiziente Reinigung des
experimentellen Aufbaus, um stérende Reste von Nigericin zu entfernen®® und anhand
kinetischer Studien den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt des nigericininduzierten
Antiports.®

Neben Substanzen, die den passiven Transport von metallischen Kationen Gber Membranen
ermoglichen, werden insbesondere zum Abbau von Protonengradienten sogenannte
Entkoppler eingesetzt. Dabei handelt es sich um Protonophore, also Substanzen, welche in
protonierter und deprotonierter Form Membranen (berqueren und so einen Transport von

19



1 Einleitung

Protonen bewirken konnen. Beispiele dafir sind Carbonylcyanid-m-chlorphenylhydrazon
(CCCP) und Carbonylcyanid-p-(trifluormethoxy)phenylhydrazon (FCCP), deren Struktur in
Abb. 1.15 dargestellt sind. Aufgrund der geringen GrofRe und hydrophoben Struktur der
protonierten Form ist diese membrangéngig. Bei Vorliegen eines Protonengradienten kdnnen
beide Entkoppler auf der basischeren Seite der Membran deprotoniert werden, durch die
Delokalisierung der negativen Ladung die Membran durchdringen und auf der azideren Seite
der Membran protoniert werden. So kénnen Protonengradienten effizient abgebaut werden.

R’ cN R’ cN

i/
N=( N=4
R2 NH CN +H Rz =N CN

Abb. 1.15: Struktur der protonierten (links) und deprotonierten (rechts) Form der Entkoppler CCCP (R*=ClI,
R?=H) und FCCP (R'=H, R® = OCF;). Die negative Ladung der deprotonierte Form ist iiber das gesamte
Molekil delokalisiert.

CCCP und FCCP werden Ublicherweise eingesetzt, um durch andere lonophore oder Trans-
membranproteine gebildete Protonengradienten abzubauen oder ihre Bildung zu verhindern.
Sie werden in Experimenten Referenzproben beigemischt, um Messdaten eindeutig gebildeten
Protonengradienten zuordnen zu kénnen.

1.2.2 Lichtinduzierter Aufbau elektrochemischer Gradienten durch
Bacteriorhodopsin

lonophore vermitteln den passiven Transport von Stoffen (ber Membranen, also einen
Transport entlang eines Gradienten. Durch Antiporter lasst sich bei Abbau eines Gradienten
parallel ein anderer Gradient bilden, eine Bildung von Gradienten unabhéngig vom Transport
eines zweiten Stoffes ist jedoch nur méglich durch aktiven Transport einer Substanz. Beim
aktiven Transport kdnnen Substanzen auch entgegen eines Gradienten unter Verbrauch von
Energie tiber Membranen befdrdert werden.

Ein viel untersuchtes und weitgehend verstandenes Beispiel flr einen aktiven Transport ist die
Verschiebung von Protonen durch das Transmembranprotein Bacteriorhodopsin (bR). Als
Energiequelle fur den aktiven Transport von Protonen nutzt bR Licht. Die Struktur von bR
und dessen Photozyklus sind in Abb. 1.16 dargestellt. Das Protein besteht aus sieben
a-Helices, welche jeweils die Membran durchspannen. Als Cofaktor ist ein Retinal in Form
einer Schiffschen Base uber eine Lysin-Seitenkette kovalent an bR gebunden. Bei Belichtung
(Aabsmax = 568 nm) isomerisiert das im Grundzustand in all-trans Form vorliegende Retinal
und bildet eine 13-cis Form. Durch den erhdhten sterischen Anspruch verschieben sich in der
Folge die umliegenden Helices und eine Protonenubertragungskaskade resultiert in der
Freisetzung eines Protons auf der extrazelluldren Seite, in welcher sich der N-Terminus
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befindet. Auf der cytosolischen (C-terminalen) Seite wird ein Proton aufgenommen, das
Retinal wird zurlck in die all-trans Form Uberfuhrt und der Grundzustand wird wieder
erreicht. Effektiv wird so pro durchlaufenen Zyklus (ca. 15 ms) ein Proton in Richtung des
N-Terminus Uber die Membran transportiert. Eine ausflihrliche Darstellung des bR-Photo-
zyklus findet sich bei Lanyi.'**

bR all-trans hy
568 nm

S | S
~5 ms M /ILys ~4 ps
O all-trans K 13-cis

CH,

J
~5ms L
CH, CH, CH, b
A
CH, X, H
Lys )
N 13-cis
~5ms

13-cis

Abb. 1.16: Schematische Darstellung des Photozyklus und der Kristallstruktur (Zentrum; PDB 1D: 2NTU)!%!
von bR. Eine Membran ist schematisch angedeutet (grau), um die Lage des bR darin zu verdeutlichen. Die
Struktur des Cofaktors Retinal in jedem Intermediat ist jeweils dargestellt. Die farblichen Umrandungen deuten
Verschiebungen des Absorptionsmaximums des jeweiligen Intermediats an. Die Lebensdauer der Intermediate
bei Raumtemperatur ist an den entsprechenden Pfeilen angegeben. Photozyklus modifiziert nach Edman et al.

und Kawanabe et al.[1%21%

Anfang der 1970er Jahre gelang es Oesterhelt und Stoeckenius, bR in Form von Purpur-
membranfragmenten (PM-Fragmenten) aus halophilen Bakterien zu isolieren.** In
PM-Fragmenten liegt bR als einziges enthaltenes Protein in Form von Trimeren vor, welche
ein zweidimensionales, hexagonales Gitter bilden und rund 75 % der Membranmasse
ausmachen.'®! Die Fahigkeit von bR, bei Belichtung Protonen (ber Membranen zu

transportieren, wurde bereits vielfach in verschiedenen artifiziellen Membransystemen
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angewendet. Darunter die Untersuchung des bR-induzierten Protonentransports durch
elektrische Messungen an BLMs, %! an poreniiberspannenden Membranen,™¥, durch
elektrische oder optische Messungen an sub-mikrometergroBen Vesikeln®"1101%1 ynqg
mikrometergroBen Vesikeln, 18!

Bereits kurz nach seiner Entdeckung wurde eine Co-Rekonstitution von bR zusammen mit
FoF1-ATP Synthasen vorgeschlagen, um ein System zur Umwandlung von Lichtenergie in
chemische Energie in Form von ATP zu generieren. Neben weiteren potentiellen
Anwendungen (fiir eine Zusammenfassung siehe Lanyi™! und Orent*?%) ist die Anwendung
von bR fur Zwecke der Energieumwandlung, gekoppelt an ATPasen die am intensivsten
erforschte. Dementsprechend findet sich eine Vielzahl an Studien, welche die Co-Rekonsti-
tution von bR mit ATPasen in Lipidvesikeln beschreiben.[8888121-1301 Erote Ansitze, dieses
biologische System auf technische Anwendungen zu Ubertragen finden sich in Form einer
Einlagerung von Proteo-Vesikeln in eine Silica-Matrix!**}! und der Rekonstitution beider
Proteine in Polymerosomen statt Liposomen (Abb. 1.17).12%
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Abb. 1.17: A Schematische Darstellung der Energieumwandlung in einem Polymervesikel mit bR (griin) und
ATPase (blau) insertiert. Bei Belichtung transportiert bR Protonen (gelb) tGber die Polymermembran ins Vesikel-
innere und erzeugt so einen Protonengradienten. Die ATPase nutzt diesen Gradienten und erzeugt unter
Rucktransport der Protonen ins VesikelduRere ATP aus ADP und anorganischem Phosphat (Pi). B Zeitlicher
Verlauf der Menge des bei Belichtung (m) bzw. ohne Belichtung (o) einer Lésung von Proteo-Polymerosomen
(A) gebildeten ATP. Abbildungen nach Choi und Montemagno.**?

Eine weitere Eigenschaft von bR, welche es besonders interessant fir technische
Anwendungen macht, ist die Mdéglichkeit es durch gezielte Mutationen in seiner Funktion zu
manipulieren. Wahrend andere Proteine oftmals anféllig gegeniiber einem Austausch
einzelner Aminoséduren sind und ihre Struktur verandern oder ihre Funktionalitdt dadurch
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verlieren, weist bR eine hohe Stabilitdt und Toleranz gegeniiber Mutationen auf. Patil et al.
zeigten, dass sich durch Austausch einer Aminosaure (M163C) bR effektiv an Elektroden-
oberflachen binden l&sst und konnten dabei eine deutliche Erhéhung des Photostromsignals
nachweisen.™®! Durch Austausch der fiir den Protonenpumpmechanismus wichtigen
Aminoséure Aspartat-85 gegen die Aminosaure Threonin kann bR sogar von einer Protonen-
pumpe in eine Chloridionenpumpe umgewandelt werden.341%!
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Elektrochemische Gradienten (ber Membranen spielen eine wichtige Rolle bei zelluléren
Prozessen, wie dem Aufbau von Aktionspotentialen zur Reizweiterleitung, oder der Bildung
des universellen Energietragers ATP in Mitochondrien. Gebildet werden solche Gradienten
durch Membranproteine, welche unter Verbrauch von Energie einen aktiven Transport von
z. B. lonen Gber Membranen verrichten. Zur Untersuchung von Membranproteinen und dem
Aufbau elektrochemischer Gradienten werden haufig artifizielle Membransysteme eingesetzt.

Im Fokus dieser Arbeit steht die Entwicklung eines neuartigen Modellsystems auf Basis
freistehender Membranen auf mikropordsen Substraten. Dabei wird die Bildung poren-
uberspannender Membranen untersucht und optimiert. Poren mit geschlossenen Bbden bieten
pikolitergroRe Volumina, die einen gezielten Einschluss von wassriger Lésung mit definierter
Zusammensetzung erlauben. Durch Einschluss eines pH-sensitiven Farbstoffs soll ein assay
entwickelt werden, der die optische Untersuchung von in situ gebildeten elekrochemischen
Gradienten ermdglicht.

Zur Bildung von Gradienten wird neben niedermolekularen lonophoren das Membranprotein
Bacteriorhodopsin (bR), eine lichtgetriebene Protonenpumpe, eingesetzt. Hierzu soll eine
Strategie entwickelt werden, mit Hilfe derer bR funktionell in poreniberspannende
Membranen rekonstituiert werden kann. Aktuelle Modellsysteme erlauben nur begrenzt die
funktionelle Rekonstitution von Membranproteinen und beschranken sich héufig auf die
Untersuchung wasserldslicher Peptide und Proteine mit geringerer biologischer Relevanz.

Da der Transport durch Membranproteine oftmals sehr sensitiv an externe Reize (Licht,
Potentialdifferenz, Temperatur) gekoppelt ist, wird ein Einsatz solcher Proteine als
Biosensoren diskutiert. Weiterhin bilden Membranproteine den Grofteil pharmazeutischer
targets und es besteht ein grolRes Interesse an neuartigen Modellsystemen, welche ein
schnelles screening potentieller Wirkstoffe ermdglichen. Ein im Rahmen dieser Arbeit
entwickeltes Modellsystem soll auf mogliche Anwendungen in diesen Bereichen untersucht
und gegebenenfalls optimiert werden.
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3 Materialien und Methoden

3.1 Verwendete Substanzen

3.1.1 Lipide

In dieser Arbeit wurden unterschiedliche Phospholipide eingesetzt, um artifizielle Membranen
auszubilden. Sie unterscheiden sich in der Struktur der Seitenketten und der Struktur der
Kopfgruppe, was zu verschiedenen physikochemischen Eigenschaften der einzelnen Lipide
fuhrt. Im Folgenden sollen die Struktur und charakteristischen Merkmale der Lipide kurz
vorgestellt werden. Ihre allgemeine Struktur ist in Abb. 3.1 dargestellt. Eine genaue
Spezifizierung der Fettséurereste und der Kopfgruppe, sowie die molare Masse sind in
Tabelle 3.1 aufgefuhrt.

O o)
X i
R O/\S.(\O”_"'O\Ra
Rz\n/o H o)

O

Abb. 3.1: Allgemeine Strukturformel von Phospholipiden.

Phosphatidylcholine

Die folgenden Phosphatidylcholine sind synthetische Lipide, bestehend aus einem Glycerin-
grundgerist, an welches ein Phosphocholinrest und zwei Fettsduren (ber Esterbindungen
geknlpft sind.

1,2-Diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DPhPC) besitzt zwei Cys-Seitenketten, welche
Verzweigungen in Form von Methylgruppen aufweisen. Dadurch zeigt dieses Lipid in einem
Temperaturbereich von -120 bis +120 °C keinen Phaseniibergang.’**® Aus DPhPC aufgebaute
Membranen zeigen gute elektrisch isolierende Eigenschaften und eignen sich dadurch zum
Aufbau elektrochemischer Gradienten.®” AuBerdem kommt das Lipid natirlicherweise in
aus Halobacterium salinarum isolierten Purpurmembranen (PM) vor, weshalb es sich als
potentielles Matrixlipid zur Rekonstitution von Bacteriorhodopsin (bR) anbietet.’*®! Im
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Rahmen dieser Arbeit wurde DPhPC zur Ausbildung von Lipiddoppelschichten nach der
painting-Technik verwendet (Kapitel 3.2.9).

1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (POPC) weist eine gesattigte Ci¢-Seiten-
kette und eine an Position 9 (Z)-ungeséttigte C,g-Seitenkette auf. Das Lipid ist Bestandteil
vieler biologischer Membranen.™*® POPC wurde zur Elektroformation mikrometergroRer
unilamellarer Vesikel (giant unilamellar vesicles, GUVs) eingesetzt (Kapitel 3.2.5), da es im
Vergleich mit anderen Lipiden eine hohe Zahl sehr gro3er und stabiler Vesikel lieferte.

Neben POPC wurde auch 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DOPC) in ersten
Versuchen zur Bildung von GUVs eingesetzt, im weiteren Verlauf der Arbeit jedoch aufgrund
der hoheren Qualitat der erhaltenen Vesikel durch ersteres Lipid ersetzt. Es weist zwel
ungesattigte Cg-Seitenketten auf, die durch ihren erhdhten sterischen Anspruch die Fluiditét
von Membranen steigern, jedoch auch potentiell anféllig fur (photo-)chemische Reaktionen
sind.

1-Stearoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (SOPC) wurde ebenfalls zur Bildung von
GUVs eingesetzt. Es besitzt zwei Cig-Seitenketten, von denen eine an Position 9
(2)-ungesattigt ist. Seine Phasenumwandlungstemperatur betrdgt 6 °C, wodurch sowohl
Gelphase, als auch fliissig-kristalline Phase leicht experimentell zugangig sind.™*® SOPC
Vesikel wurden eingesetzt, um den Einfluss der Lipidphase auf das Spreitverhalten von
GUVs zu untersuchen (Kapitel 4.1.2).

Phosphatidsduren

Phosphatidsauren sind aufgebaut wie Phosphatidylcholine, allerdings besitzen sie als Kopf-
gruppe keinen Cholinrest, sondern Phosphomonoester, welche unter physiologischen
Bedingungen eine negative Gesamtladung tragen. Sie kommen nur in kleinen Mengen in
biologischen Membranen vor, werden aber in Modellmembranen haufig anteilig als negativ
geladene Lipide verwendet, um einen Ladungseinfluss zu untersuchen.[**!

In dieser Arbeit wurde 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphat (DPPA) in Kombination mit
DPhPC als Matrixlipid fir 16sungsmittelhaltige Membranen (painted membranes) eingesetzt
(Kapitel 3.2.9). Es besitzt zwei gesattigte Ci6-Seitenketten und die Phosphatgruppe besitzt
pKs-Werte von pKsi=3,5 und pKs,=28,0 (bestimmt in Monoschichten™?). Es wurde
eingesetzt, da PM-Fragmente ebenfalls einen erhdhten Anteil negativ geladener Lipide
aufweisen und DPPA sich somit gut als Modelllipid zur Nachbildung PM-fragmenthaltiger
Membranen eignet.'*! Des Weiteren soll der Einsatz negativ geladener Lipide eine Akkumu-
lation des wasserléslichen Farbstoffs Pyranin an der Membran, welcher bei physiologischen
Bedingungen dreifach negativ geladen vorliegt, verhindern.
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Phosphatidylserine

Eine weitere Spezies von unter physiologischen Bedingungen negativ geladenen Lipiden
bilden Phosphatidylserine. Sie teilen die Grundstruktur mit den Phosphatidylcholinen,
besitzen statt des Cholinrestes allerdings einen L-Serinrest, der mit der kopfstandigen
Phosphatgruppe verestert ist. Der pKs-Wert der Carboxygruppe betragt 3,6.4“ Auch diese
Lipide sind in vielen biologischen Membranen zu finden.!**]

Um GUVs zu préaparieren, wurde 1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serin (POPS)
anteilig als Matrixlipid eingesetzt. Es wurde bereits gezeigt, dass aus POPS in Kombination
mit anderen, neutralen Lipiden, GUVs in hoher Anzahl und GroRe durch Elektroformation
gebildet werden konnen.!**!

Phosphatidylethanolamine

Eine weitere Lipidspezies mit biologischer Relevanz bilden die Phosphatidylethanolamine.
Aufgebaut wie Phosphatidylcholine besitzen sie eine sterisch weniger anspruchsvolle
Kopfgruppe, da statt eines Cholinrestes mit drei Methylgruppen am terminalen Stickstoff ein
Ethanolaminrest vorliegt.

In dieser Arbeit wurde 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin (DOPE) verwendet,
um GUVs zu praparieren. Durch die relativ kleine Kopfgruppe und zwei sterisch anspruchs-
volle an Position 9 (Z)-ungeséttigte Cig-Seitenketten, induziert DOPE in Membranen eine
starke negative Kriimmung und kann so die Fusion DOPE-haltiger Vesikel begiinstigen.[**!
Ein Einsatz von DOPE sollte dementsprechend zu einem verbesserten Spreiten von GUVs auf
pordsen Substraten fiihren (Kapitel 4.1.2).

Funktionalisierte Lipide

Um Vesikel fur mikroskopische Untersuchungen auf einem planaren Substrat zu fixieren,
wurde ein mit Biotin funktionalisiertes Lipid anteilig in die Vesikel rekonstituiert. Dazu
wurde 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin-N-capronsaure-biotin  (Bio-Cap-
PE) verwendet, welches eine Phosphoethanolamin Grundstruktur besitzt, an dessen
Kopfgruppe tber eine Amidbindung 6-Aminocapronsaure gebunden ist, welche wiederum
uber eine Amidbindung mit einer Biotineinheit verknupft ist. Die starke Biotin-Avidin-
Wechselwirkung erlaubt die Fixierung der Vesikel Uber den Biotinrest auf mit Avidin
beschichteten Oberflachen (Kapitel 3.2.6).24!

Als weiteres funktionalisiertes Lipid wurde das Thiolipid 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-
phosphothioethanol (DPPTE) eingesetzt, welches aufgrund seiner Funktion n&her unter dem
Abschnitt 3.1.2 (Thiole) erlautert wird.
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Tabelle 3.1: Struktur der Seitenketten und Kopfgruppen, sowie molare Massen aller vorgestellten Lipide.

Lipid Seitenketten Kopfgruppe (R% M/g-mol™

DPhPC | YT YT 846,25
R -

POPC R%= NN N N NS 760,08
R'=
R*=

SOPC 788,13

Na R'=

DPPA 2 AMAM H 670,87
R f—

1_
Na R = W Q

) H, o 783,99
POPS | RI= Aoy, NHE
R'=
DOPE " /\/\/\/E/\/\/\/b/‘ JQ/\NHE 744,03
. 1_ o
NaBio- |R' = .

PO PS . | 1053,39
Cap-PE R% = S L s

R'=

DPPTE | o~ R~eh 730,99
R =

3.1.2 Thiole

Eine weitere wichtige Substanzklasse, welche in dieser Arbeit vermehrt Verwendung
gefunden hat, sind Thiole. Uber die enthaltene SH-Gruppe konnen Thiole an Goldoberflachen
chemisorbieren und dadurch quasi kovalent gebunden werden, wobei sich sogenannte selbst-
organisierende Monoschichten (self assembled monolayer, SAM) bilden. Je nach Charakter
des Restes kdnnen so hydrophil oder hydrophob funktionalisierte Oberflachen gebildet
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werden. Da im weiteren Verlauf der Arbeit gezeigt werden wird, dass eine geeignete
Funktionalisierung entscheidenden Einfluss auf das Spreitverhalten von GUVs und somit die
Bildung l6sungsmittelfreier Membranen hat, sollen die wichtigsten verwendeten Thiole im
Folgenden kurz vorgestellt werden. Strukturen und molare Massen der Thiole sind in
Tabelle 3.2 aufgefuhrt.

Hydrophobe Thiole

Cholesterylpolyethylenoxythiol (CPEO3)™"! besteht aus einem hydrophoben Cholesterin-
grundgerist, welches als Carbamidsaureester mit einem aus zwei Ethylenoxy-Einheiten
bestehenden spacer verbunden und schliellich an eine dritte C2-Einheit mit terminaler SH-
Gruppe gebunden ist. CPEO3 funktionalisierte Oberflachen wurden im Rahmen dieser Arbeit
verwendet, um ldsungsmittelhaltige Membranen durch Anwendung der painting-Technik
auszubilden (Kapitel 3.2.9). Neben CPEO3 wurden teilweise andere hydrophobe Thiole,
namentlich 1-Tetradekanthiol (TDT) und 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphothioethanol
(DPPTE, Tabelle 3.1), ein Lipid mit Thiolfunktionalitdt im Bereich der Kopfgruppe,
eingesetzt.

Hydrophile Thiole

Um hydrophil funktionalisierte Oberflachen fir die Préparation l6sungsmittelfreier
Membranen zu bilden, wurde hauptsachlich 11-Amino-1-undekanthiol eingesetzt. Dieses
Thiol besitzt als Rest eine terminale Aminofunktion, mit der es uber eine Cj;-Alkankette
verbunden ist. Der pKs-Wert der terminalen Aminofunktion eines 11-Amino-1-undekanthiol-
SAM wird von Campifia et al. auf 7,5 geschatzt, was bedeutet, dass rund 60 % bei pH-
Bedingungen, wie sie fur die meisten in dieser Arbeit verwendeten Puffer gelten (7,3),
protoniert und somit positiv geladen vorliegt.l**®! Weitere hydrophile Thiole die erganzend
Verwendung gefunden haben, sind die Carbonsdurederivate Mercaptoessigsaure, 3-Mercapto-
propionsdaure und 11-Carboxy-1-undekanthiol, welche bei Bildung von goldunterstitzten
Monolagen pKs-Werte von 6,1, 5,3 und 7,3 aufweisen und somit bei physiologischem pH
netto negativ geladen sind.*® AuBerdem wurden die Alkohole Mercaptoethanol und
Mercaptohexanol zur Oberflachenfunktionalisierung eingesetzt, welche ebenfalls hydrophile,
jedoch ungeladene Monolagen ausbilden.
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Tabelle 3.2: Struktur und molare Masse aller vorgestellten Thiole.

Thiol Struktur M/g-mol™
CPEO3 577,90
HS\/\O/\/O\/\NH o

1-Tetradekanthiol SH 230,45
11-Amino-1- ot SH
undekanthiol 3 239,85
(Hydrochlorid) cr
Mercaptoessig- 0] 92,12
saure HS\)LOH '
3-Mercaptopro- o] 106.14
pionséure HS/\)I\OH '
11-Carboxy-1- 0]
undekanthiol HO SH
2-Mercaptoethanol HS\/\OH 78,13
6-Mercapto-1-

HO 134,24

e Vava :

hexanol SH

3.1.3 Fluoreszenzfarbstoffe

Um artifizielle Membranen, sowie darin rekonstituierte Proteine fluoreszenzmikroskopisch
visualisieren zu konnen, wurden verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe eingesetzt. Dariber
hinaus wurde ein wasserldslicher, pH-sensitiver Farbstoff verwendet, um Protonengradienten
fluoreszenzmikroskopisch sichtbar zu machen und wassrige Kompartimente zu markieren.
Die Strukturen, sowie spektrale Eigenschaften und molare Massen der Farbstoffe sind in
Tabelle 3.3 zusammengefasst.
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Lipidgebundene Fluorophore

Im Rahmen dieser Arbeit wurde auf zwei spektral voneinander getrennte Fluoreszenz-
farbstoffe zurlickgegriffen, mit denen Membranen nach ihrer Praparation visualisiert werden
konnten. Zum einen wurde S-BODIPY® 500/510 C;, HPC (Bodipy PC) verwendet, ein
Phosphatidylcholin, welches an einer Seitenkette eine heterozyklische Fluoreszenzeinheit
tragt. Bodipy PC l&sst sich bei befriedigender Photostabilitat dennoch mit hoher Laserleistung
gut bleichen, weshalb es hauptséchlich fir fluorescence recovery after photobleaching
(FRAP-) Experimente eingesetzt wurde (Kapitel 3.5.1), um so die Mobilitdt der Lipide
innerhalb der Membranen zu untersuchen. Da es spektral mit dem wasserloslichen Farbstoff
Pyranin tberlappt, wurde fiir Experimente, in denen Lipidphase und wassrige Phase parallel
abgebildet werden sollten, auf den spektral weitgehend von Pyranin getrennten Farbstoff
Texas Red® DHPE zurtickgegriffen.

Texas Red DHPE besitzt zwar ebenfalls eine Phosphatidylcholin Grundstruktur, im
Gegensatz zu Bodipy PC ist die fluorophore Einheit jedoch Uber eine Sulfonamidbindung an
die Kopfgruppe gebunden. Es zeichnet sich durch eine sehr hohe Photostabilitat aus und
eignet sich daher gut fir Messungen, bei denen die Probe (ber einen langen Zeitraum
abgebildet wird, wie Zeitserien oder dreidimensionale Aufnahmen (z-stacks, Kapitel 3.5).

Fluoreszenzmarker fiir Proteine

Um membranstandige Proteine nach ihrer Rekonstitution fluoreszenzmikroskopisch abbilden
zu koénnen, wurden diese zuvor mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert (labeling). Als Marker
wurden dabei stets N-Hydroxysuccinimidester (NHS Ester) Derivate der Farbstoffe
eingesetzt, welche Ublicherweise kovalent durch einen nukleophilen Angriff terminaler
Amine (z. B. Lysin-Seitenketten) innerhalb des Proteins gebunden werden kdnnen
(Kapitel 3.2.2). Hierfir eingesetzte Farbstoffe sind Texas Red® NHS Ester
(e505 = 80000 Mt-cm 1500, der Cyanin-Farbstoff Cy3 NHS Ester
(es50 = 150000 M-cm™ 3y sowie Alexa Fluor® 488 NHS Ester (s495 = 72000 M*-cm™1%2),
Alle drei Fluorophore zeichnen sich durch eine sehr hohe Photostabilitat aus, besonders die
letzten beiden lassen sich bei hoher Laserleistung dennoch exzellent bleichen und eignen sich
somit zur Beobachtung des Diffusionsverhaltens des markierten Proteins mittels FRAP
(Kapitel 4.3.4).
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pH sensitive Fluorophore

Wesentlicher Teil dieser Arbeit war die Ausbildung elektrochemischer Gradienten Uber
Membranen und die Entwicklung einer visuellen Methode, um den Aufbau dieser Gradienten
qualitativ und wenn mdglich auch quantitativ verfolgen zu kénnen. Zu diesem Zweck wurde
der wasserldsliche und pH-sensitive Farbstoff 8-Hydroxypyren-1,3,6-Trisulfonséure (Pyranin)
eingesetzt. Durch die drei Sulfonatgruppen ist Pyranin sehr gut wasserloslich und praktisch
nicht membrangangig. Die Hydroxygruppe in 8-Position besitzt einen pKs-Wert von 7,2, was
einem unter physiologischen Bedingungen gut zuganglichem pH-Wert entspricht.*
Protonierung bzw. Deprotonierung der Hydroxygruppe fiihrt zu einer starken Verschiebung
des Absorptionsmaximums (Amax,protoniert = 404 NM,  Amax deprotoniert = 455 Nm), (Abb. 4.18, A).
Pyranin besitzt einen isosbestischen Punkt bei 415 nm. Ein Vorteil des Absorptionsverhaltens
von Pyranin ist, dass die Maxima der protonierten wie der deprotonierten Form genau im
Bereich gangiger Laserwellenldngen, wie sie standardméRig in kommerziellen Fluoreszenz-
mikroskopen vertrieben werden, liegen (z. B. 405nm Diodenlaser, 458 nm Argon-
lonenlaser). Im Rahmen dieser Arbeit wurde (blicherweise die deprotonierte Form des
Pyranins fluoreszenzmikroskopisch untersucht, da bei einer Anregung mit 405 nm ein sehr
starkes Photobleichen auftrat (Abb. 4.18, C).
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Tabelle 3.3:  Struktur, Absorptions- und Emmisionsmaxima, sowie molare Masse aller vorgestellten
Fluoreszenzfarbstoffe.

Farbstoff Struktur

Bodipy PC 500 510 881,92
Texas Red

584 607 1381,85
DHPE
Texas Red

582 600 816,94
NHS Ester
Cy3 NHS

555 570 590,15
Ester

503’0 SOE?NHJ'
H,N 2
Alexa Fluor O /
488 NHS S €O 493 | 517 | 643,41
Ester o =( & 2Lt
o o
N
U
058 C SOs 404/
Pyranin QQ@ 3Na" 513 | 524,39
HO S0, 455
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3.2 Praparative Methoden

3.2.1 Isolierung von Purpurmembranfragmenten aus Halobacterium salinarum

Kultivierung

BR wurde in Form von PM-Fragmenten nach einer optimierten Vorschrift des Instituts fur
Biochemie der Westfélischen Wilhelms-Universitat Minster aus Halobacterium salinarum
(Stamm S9) isoliert. Dabei wurden unterschiedliche Nadhrmedien getestet, deren Zusammen-
setzungen in Tabelle 3.4 aufgefiihrt sind. Zunachst wurde jeweils eine Vorkultur (30 mL) in
einem 100 mL Schiittelkolben angesetzt und fur 10-12 d bei 100 U-min™ und 37 °C lichtge-
schutzt inkubiert. Der Schuttelkolben wurde dabei mit einem Schaumstoffdeckel
verschlossen, um semi-anaerobe Bedingungen zu schaffen, da zu hohe Sauerstoffkonzentra-
tionen die bR-Biosynthese reprimieren.’®® Aus der Vorkultur wurden dann 6 mL in 500 mL
Medium tiberfiihrt und in einem 1 L Schiittelkolben fiir 10-14 d bei 100 U-min™ und 37 °C
lichtgeschditzt inkubiert.

Tabelle 3.4: Zusammensetzung der fur die Kultivierung der Halobakterien verwendeten Nahrmedien.

Normalmedium Medium 97

NaCl 250 g-L™* NaCl 250 g-L*
NaCitrat 3gLt NasCitrat 3gLt
KCI 2gL* KCI 2gL?
MgSO46 H,O 18,5¢g-L™ MgSO46 H,O 18,5¢g-L™
Pelztsr:;:h?r:, 3):2)“' 10gL* Hefeextrakt 10gL*
Casaminoséuren 759L"
FeSO,7 H,0 0,05¢g-L"
MnSO4H,0 0,02 ¢g-L*
pH 7,0 pH 7,4
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Fraktionierung der Zellmembranen

Die Kulturldsung wurde zunéchst fiir 15 min bei 3900 g und 4 °C zentrifugiert (4250 U-min™,
Allegra X-22R, SX 4255 Rotor, Beckman, Krefeld). Das Zellpellet wurde in 6 mL frisch
angesetzter Basalsalzlésung (250 g-L™* NaCl, 18,5 g-L™* MgSO4, 2 g-L™* KCI) resuspendiert
und mit einer Spatelspitze DNAse | (Grade Il, Roche, Mannheim) versetzt. Zur Lyse der
Zellen wurde die Losung mit Reinstwasser auf 50 mL aufgefullt und fir 2 h bei Raum-
temperatur inkubiert, bevor die Zellmembranfragmente fir 1 h bei 186000 g und 4 °C in der
Zentrifuge (43000 U-min, TI 70 Rotor, Beckman, Krefeld) sedimentiert wurden. Das so
erhaltene Pellet wurde in 1,5 mL Pufferlésung (50 mM TRIS, pH 7,5-8,0) aufgenommen und
durch Pottern resuspendiert. Zur Fraktionierung der Membranbestandteile per Dichte-
gradientenzentrifugation, wurde ein kontinuierlicher Sucrosegradient hergestellt. Dazu
wurden 16 mL einer 45 % (w/v) Losung und 18 mL einer 20 % (w/v) L6sung von Sucrose in
Reinstwasser in einem Gradientenmischer (Auftragsanfertigung, Glasgeratebau Ochs e. K.,
Bovenden) vermengt. Auf diese Losung wurden bis zu 2 mL Membransuspension aufgetragen
und die Probe anschlieBend fiir 14 h bei 80000 g und 15 °C zentrifugiert (16500 U-min™, SW
28 Rotor, Beckman, Krefeld). Dabei wurde darauf geachtet, den Rotor ungebremst
ausschwingen zu lassen. Es resultierten drei separierte farbige Banden (von oben nach unten,
siche auch Sumpert’®): orange-rot (membranstandige Pigmente wie Lycopin), gelb-braun
(Cytochrom b und monomeres bR) und violett (Purpurmembranen). Die violette Bande wurde
mit einer Pasteurpipette isoliert und zweimal mit Reinstwasser gewaschen. Dazu wurde je fur
1 h bei 186000 g und 4 °C zentrifugiert (43000 U-min™, TI 70 Rotor). SchlieBlich wurde das
erhaltene Pellet in wenig (1-3mL) 50 mM TRIS-Puffer (pH 7,5-8,0) oder Reinstwasser
aufgenommen und durch Pottern homogenisiert. Die bR-Konzentration in den isolierten PM-
Fragmenten wurde UV-Vis spektroskopisch bestimmt (s(bR)sss nm = 63000 M™2-cm™54 v/-
650 Spectrophotometer, Jasco, Gross-Umstadt) und die Suspension bei -21 °C lichtgeschiitzt
gelagert.

3.2.2 Fluoreszenzmarkierung von Bacteriorhodopsin

Um bR flr fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen zuganglich zu machen, wurde es
kovalent mit einem Fluoreszenzfarbstoff (dye) Gber NHS Ester markiert. NHS Ester werden
ublicherweise verwendet, um terminale Aminogruppen des Proteins zu markieren, insbeson-
dere den N-Terminus oder Lysin-Seitenketten. Im Fall von bR ist lediglich die e-Amino-
funktion der Aminoséaure Lysin-129 zugéanglich, weshalb jeweils nur ein Farbstoffmolekil an
ein bR-Molekiil gebunden werden kann.™®! Die Reaktion ist in GI. 3.1 dargestellt und besteht
aus einem nukleophilen Angriff der Aminogruppe an die Esterfunktionalitat des Farbstoffs.
Dabei wird unter Abspaltung des Hydroxysuccinimids eine stabile Amidbindung gebildet.
Die Reaktion wird bei leicht basischem pH durchgefuhrt (8,3), da zum einen die Amino-
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funktionen fiir den nukleophilen Angriff deprotoniert vorliegen miissen, was nur im basischen
Bereich in signifikantem Mafe der Fall ist (der pKs (e-NH,) von freiem Lysin betrégt etwa
10,3). Zum anderen darf der pH-Wert nicht zu hoch eingestellt werden, da Hydroxidionen
ebenfalls nukleophil am Farbstoffester angreifen und diesen so hydrolysieren konnen.
Weiterhin durfen keine anderen Substanzen mit primaren Aminogruppen (z. B. TRIS-Puffer)
vorliegen, da diese die Markierungsrate durch Konkurrenzreaktionen drastisch senken.

o) o)
T it Gl. 3.1
N - N 3.
Dye)l\o’ + H,NN-Lys —_— Dye)LI\II’LyS + HO
0O H o
Durchfiihrung

Eine grundsétzliche Vorschrift zur Durchfiihrung der Markierungsreaktion findet sich bei den
meisten kommerziellen Vertreibern entsprechender Farbstoffe und wurde hier modifiziert
eingesetzt.'>® Bei jeglichen Arbeiten mit bR oder Farbstoffen wurde darauf geachtet, die
Probe vor Belichtung zu schutzen. Zunachst wurde der entsprechende Farbstoff langsam
aufgetaut und in Gber Molsieb (4 A, Carl Roth, Karlsruhe) getrocknetem DMF bei einer
Konzentration von 10 mg:-mL™ geldst. Parallel wurden PM-Fragmente aufgetaut, Natrium-
hydrogencarbonat zugefiigt, sodass eine 0,1 M Ldésung mit pH 8,3 erhalten wurde und die
bR-Konzentration UV-Vis spektroskopisch bestimmt. Fir eine hohe Markierungsrate sollte
die Konzentration des zu markierenden bR zwischen 5 und 10 mg-mL™ liegen und ein fiinf-
bis sechsfacher molarer Uberschuss des Farbstoffs eingesetzt werden. Um die Lysin-Seiten-
ketten moglichst gut zuganglich zu machen, wurden die PM-Fragmente (je nach
Konzentration des bR 1-2,5 mL) in einen 5 mL Spitzkolben Gberflhrt und fur 2 min mit Hilfe
eines tip sonifiers (cycle 40 %, power 70 %, Bandelin electronic, Berlin) bei Eiskiihlung
beschallt. Nun wurde der Farbstoff gelost in DMF (ublicherweise 100 pL) unter Rihren
zugegeben. Die Reaktion wurde 1 h bei Raumtemperatur und mindestens fur weitere 3 h bei
4 °C gerdhrt. Zur Trennung der PM-Fragmente vom freien, nicht gebundenen Farbstoff,
wurde die Reaktionslésung fiir 20 min bei 80000 g und 4 °C zentrifugiert (30500 U-min™, TI
90 Rotor, Beckman, Krefeld). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet zweimal mit
0,1 M NaHCOg3-Losung gewaschen und einmal mit Reinstwasser. Dazu wurde je fir 20 min
bei 80000 g und 4 °C zentrifugiert (30500 U-min™, TI 90 Rotor). Das fluoreszenzmarkierte
Protein wurde in wenig Reinstwasser (1-2 mL) aufgenommen, in ein Eppendorf-Gefaf
uberflhrt und bei -21 °C gelagert.
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Bestimmung der Markierungsrate

Der Anteil fluoreszenzmarkierten Proteins, wie auch die bR-Konzentration, wurde nach der
Markierungsreaktion UV-Vis spektroskopisch bestimmt. Abh&ngig vom Fluorophor wurde
dazu folgendermafRen vorgegangen: Sind Fluorophor (Alexa Fluor 488) und bR spektral so
weit voneinander getrennt, dass die Farbstoffabsorption und das Absorptionsmaximums des
bR nicht Uberlappen, wurde zusatzlich ein Spektrum unmarkierter PM-Fragmente
aufgenommen und daraus Absorptionswerte bei Amaxpr UNA Amax rarbsoff @DQelesen. Die
Markierungsrate (degree of labeling, DOL) wurde dann gemaR Gl. 3.2 bestimmt:

EbR,Amax,Farbstoff i
EbR,Amax,bR

(EProbe,/lmax,Farbstoff - EProbe,/lmax,bR) " €pR Gl. 3.2

DOL =

)

EFarbstoff EProbe,Amax,bR

wobei Epope die Absorption der Protein-Farbstoff-Losung und Epr die Absorption der
Referenzlésung mit reinen PM-Fragmenten bei den jeweils im Index angegebenen Wellen-
langen (Absorptionsmaximum des bR bzw. des Farbstoffs) bezeichnet, sowie ¢ den molaren
dekadischen Extinktionskoeffizienten von bR bzw. dem Farbstoff fir die Wellenldnge des
jeweiligen Absorptionsmaximums.

Fur den Fall, dass Fluorophor (Texas Red, Cy3) und bR spektral stark tberlappen, wurde die
Losung mit 1-2 % (v/v) Natriumdodecylsulfat (SDS) versetzt, geschiittelt und 1 h inkubiert,
bevor ein Spektrum aufgenommen wurde. Dadurch verschiebt sich das Absorptionsmaximum
des bR zu niedrigeren Wellenlangen (Amax-pr = 392 nm) und kann so spektral von dem des
gekoppelten Fluorophors vollstandig getrennt werden, weshalb auf eine Korrektur, wie in
Gl. 3.2 verzichtet werden kann. Die Markierungsrate berechnet sich dann geméR Gl. 3.3:

DOL = EProbe,Amax,Farbstoff * EAmaxr,bR Gl. 3.3

)

EFarbstoff " EProbe,/lmaxl,bR

wobei Absorption E und molarer dekadischer Extinktionskoeffizient ¢ von bR bei
Amax- = 392 NM eingesetzt werden missen. exmaxsr Wurde experimentell zu 30460 M™*-cm™
bestimmt.

3.2.3 Praparation goldunterstiitzter l6sungsmittelhaltiger Membranen

Um bR auf seine Funktion, bei Belichtung Protonen zu pumpen, durch Messung von Photo-
stromen (Kapitel 3.3.1) zu testen, wurden bR-haltige Proben auf goldunterstiitzten painted
membranes angebunden. Solche Membranen werden durch Auftragen von Lipidlésungen in
organischem Ldsungsmittel (z. B. n-Dekan) auf selbstorganisierte Monoschichten und
anschlielendem Ausdiinnen des Losungsmittels generiert und weisen durch Spuren in der
Membran verbleibenden Losungsmittels exzellente Stabilitat und elektrisch isolierende Eigen-

39



3 Materialien und Methoden

schaften auf.™>"! Der Aufbau einer Messkammer, in welcher goldunterstiitzte I6sungsmittel-
haltige Membranen préapariert wurden, ist in Abb. 3.2 schematisch dargestellt.

Arbeitselektrode

\
O O

O O
/ Messkammer Pt_Gegk

Messtisch aus Plexiglas elektrode  peckglas

Dichtring
Kontakt

AL 7 v HIR

Abb. 3.2: Schematische Darstellung der Messkammer, in welcher goldunterstiitzte I6sungsmittelhaltige
Membranen préapariert wurden.™® Der gezeigte Aufbau diente fiir Impedanz- und Photostrommessungen
(Kapitel 3.3.1). Die Flache der Goldelektrode betragt 0,0452 cm?.

Durchfiihrung

Eine auf einem Deckglas aufgedampfte Goldelektrode wurde in Piranha-Lésung (konz.
H,S04, 30 % H,0,, 2:1 (v/v)) flr 1 min gereinigt und grindlich mit Reinstwasser und Ethanol
gespult. Im Argonplasma (5 min, PDC 32 G-2, Harrick, Ithaca, NY, USA) wurden letzte
Verunreinigungen entfernt und die Elektrode mit einem Dichtring (Kalrez® O-Ring, DuPont
Dow Elast., Newark, NJ, USA) abgedichtet und in eine Kunststoff-Kammer eingesetzt. Die
Kammer wurde mit 400 pL Thiollésung (0,1 M CPEQO3 in n-Propanol) gefillt, abgedichtet
und fir mindestens 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Elektrode wurde anschlieRend
mehrfach mit n-Propanol und Pufferlosung gespult und mit Pufferlésung aufgefullt. Die so
praparierte  CPEO3-Monoschicht wurde impedanzspektroskopisch vermessen (SI 1260,
Solartron Instruments, Farnborough, GB).2* Fiir die Bildung einer Doppelschicht wurde die
Monoschicht zunéchst im Stickstoffstrom trocken geblasen und fur 30 s mit 20 pL einer
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Losung von DPhPC (2 % (w/v)) und Octadecylamin (0,05 oder 0,1 % (w/v)) in n-Dekan
inkubiert. AnschlieRend wurde die Probe mehrfach mit Pufferlésung gespiilt, bis keine Spuren
organischen Lésungsmittels in Form von ,,Schlieren” mehr erkennbar waren, wobei darauf
geachtet wurde, die Elektrode stets benetzt zu lassen. Die Doppelschicht wurde schliellich
analog zur Monoschicht impedanzspektroskopisch vermessen.

3.2.4 Praparation unilamellarer Vesikel zur funktionellen Rekonstitution von
Bacteriorhodopsin

Prdparation von Vesikeln nach der reverse phase Methode

Bei der reverse phase Methode zur Préparation unilamellarer Vesikel wird ein Zweiphasen-
Gemisch aus Lipid in organischem Losungsmittel (Diethylether) und einer wassrigen Phase
durch Ultraschallbehandlung gemischt. Dabei bilden die Lipide inverse Mizellen, in denen die
unpolaren Seitenketten nach aulen und die Kopfgruppen nach innen zum eingeschlossenen,
wassrigen Medium weisen. Durch langsames Entfernen des Ldsungsmittels lagern sich die
Mizellen zusammen und bilden schlielich doppelschichtige Vesikel aus. Liegt dabei bR in
dem Gemisch vor, so wird es in die sich bildenden Liposomen inkorporiert.

Durchfiihrung

Reverse phase Vesikel wurden modifiziert nach einer Vorschrift von Rigaud et al.
prépariert.[87] Dazu wurde zunéchst ein Lipidfilm hergestellt, indem definierte Mengen der
gewiinschten Lipide und Fluorophore (0,2-2 mg) geldst in CHCI; in ein Reagenzglas
uberfuhrt, mit 200 uL CHCI3 aufgefillt und das Lésungsmittel bei 30 °C im Stickstoffstrom
fur 30 min und anschlieBend im Vakuum fir mindestens 3 h entfernt wurde. Die fertigen
Filme konnten bis zu ihrer Verwendung mit Parafilm versiegelt mehrere Wochen bei 4 °C
dunkel gelagert werden. Ein Film wurde mit 500 uL Diethylether versetzt, das Lipid durch
mehrfaches Pipettieren geldst und die Lésung in einen auf Eis gelagerten Spitzkolben
uberfuhrt. Es wurden 500 puL der gewinschten wassrigen Pufferlésung und optional PM-
Fragmente zugegeben. Die Probe wurde fiir 2 min mit Hilfe eines tip sonifiers (cycle 40 %,
power 70 %) beschallt, wodurch sich das bR aus den PM-Fragmenten Iéste und sich die Probe
von violett zu gelb verfarbte. Bei kontinuierlich reduziertem Druck wurde der Diethylether
langsam am Rotationsverdampfer entfernt, bis die Mischung eine gelartige Konsistenz
annahm. Dabei farbte sich die Suspension nach violett zurlick, was auf eine erfolgreiche
Inkorporation des bR in die Vesikel deutete. An diesem Punkt wurde Pufferlésung zugegeben,
um die gewinschte Endkonzentration einzustellen und restliches Losungsmittel bei
reduziertem Druck fur mindestens 15 min vollstandig entfernt. Bei der Zusammensetzung der
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Pufferlésung dirfen keine Calciumionen zugegen sein, da diese zu einem Verklumpen und
dadurch Ausfallen der PM-Fragmente fuhren kénnen (Abb. 4.31). Die Vesikelpopulation
konnte nun entweder durch 31-fache Extrusion durch eine Polycarbonatmembran mit
definierter Porengrofie in eine geringe Lamellaritdt und enge GroRenverteilung Uberfihrt
werden (Miniextruder LiposoFast, Avestin, Ottawa, Kanada), oder direkt in ein Eppendorf-
GefaR Gberfihrt und bei 4 °C lichtgeschutzt bis zur Weiterverwendung gelagert werden.

Rekonstitution von Bacteriorhodopsin in Vesikel durch Detergensentzug

Eine weitere, gdngige Methode, um Transmembranproteine in Liposomen zu rekonstituieren,
besteht in der Verwendung von Detergentien. Detergentien sind amphiphile Molekiile, welche
oberhalb einer sogenannten kritischen Mizellbildungskonzentration (critical micelle concen-
tration, CMC) in wassrigen Losungen Mizellen ausbilden. Abhangig von Parametern wie
Temperatur oder der Art der eingesetzten Detergentien, bilden diese mit vorgeformten
Liposomen bei steigender Detergenskonzentration zundchst detergensgeséttigte Liposomen,
bevor sich schliellich gemischte Mizellen bilden. Solch detergensgesattigte Liposomen
ermdglichen die spontane Inkorporation von Membranproteinen und kénnen anschlieRend
durch Entzug des Detergens per Dialyse oder Adsorption an BioBeads® in funktionelle
Proteoliposomen tiberfiihrt werden.’®™ Im Folgenden werden zwei Varianten der detergens-
mediierten Rekonstitution von bR in Lipidvesikeln vorgestellt:

1) Die Rekonstitution nach einer mofizierten Vorschrift von Girard et al. unter
Verwendung von Triton-X-100 als Detergens.™**"]

2) Die Rekonstitution nach einer Vorschrift von Bjorklund et al. unter Einsatz von
n-Octyl-B-D-glucopyranosid (n-OG) als Detergens.*'”

Durchfiihrung

1) Ein Lipidfilm (POPC/POPS/Texas Red DHPE, 89,8:10,0:0,2) wurde mit Pufferlésung
(2 mM MOPS, pH 7,3 (TRIS)) zu einer Konzentration von 4 mg-mL™ Lipid versetzt und fiir
30 min quellen gelassen. Die Probe wurde in flinf Minuten Abstdnden dreimal fur je 30 s in
einem Vortex-Schttler geschuttelt. Anschliefend wurde die Suspension fur zweimal 30 min
im Ultraschallbad behandelt (cycle 40 %, power 60 %). Die dadurch erhaltene, klare Lésung
wurde in ein Eppendorf-Gefal? tberfihrt, mit Triton-X-100 versetzt bis ein Detergens-zu-
Lipid-Verhaltnis von 2 (w/w) erreicht war und nach kréaftigem Durchmischen fiir 30 min bei
Raumtemperatur lichtgeschiitzt inkubiert. Flr die Rekonstitution von bR wurden iber Nacht
mit Triton-X-100 bei einem Detergens-zu-Protein-Verhaltnis von 5 (w/w) in Puffer (20 mM
HEPES, pH 6,8 (TRIS)) inkubierte PM-Fragmente zugegeben und die Probe fir 2 h bei
Raumtemperatur lichtgeschiitzt geschwenkt. Um im Anschluss das Detergens zu entfernen,
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wurden zweimal im Abstand von je einer Stunde 10 mg BioBeads pro mg Detergens zur
Probe zugefligt und weiter geschwenkt. Bei einer dritten Zugabe wurden 20 mg BioBeads pro
mg Detergens eingesetzt, fiir eine weitere Stunde geschwenkt, der Uberstand durch
vorsichtiges Pipettieren von den BioBeads abgetrennt und in ein Eppendorf-Gefal uberflhrt.
Die Vesikel wurden bei 4 °C lichtgeschutzt bis zu ihrer Verwendung gelagert.

2) Ein Lipidfilm (POPC/POPS, 9:1) wurde mit KCI-L6ésung (150 mM) auf eine Lipid-
konzentration von 5 mM aufgeftllt und fur 30 min quellen gelassen. Die Probe wurd dreimal
flr je 30 s in einem Vortex-Schittler geschuttelt mit funfminUtiger Ruhezeit zwischendurch.
Um die Multilamellaritat der gebildeten Vesikel zu reduzieren, wurde die Probe mehrmals
abwechselnd in fliissigem Stickstoff eingefroren und dann in einem 40 °C warmen Wasserbad
wieder aufgetaut (freeze-thaw), bis die Suspension klar wurde. Die so erhaltenen Vesikel
wurden 31 mal durch eine Polycarbonatmembran (nomineller Porendurchmesser 100 nm)
extrudiert, mit n-OG (29 uM) versetzt und fur 10 min inkubiert. AnschlieBend wurde eine
Losung von PM-Fragmenten in 1,5 % n-OG zu der Vesikellésung gegeben und dabei eine
finale bR-Konzentration von 1,5uM (etwa 0,03 mol%) eingestellt. Die Probe wurde
geschuttelt, fir 5 min inkubiert, zur Entfernung des Detergens 80 mg BioBeads pro mL
zugeflgt und fir 3 h geschwenkt. Nach einer weiteren Zugabe von 80 mg BioBeads pro mL
wurde die Probe fiir mindestens weitere 2 h geschwenkt und der Uberstand vorsichtig mit
einer Pipette abgezogen. Reste von Detergens wurden durch Filtration der Ldsung tber eine
G-25 Sephadex-Saule (GE Healthcare, Freiburg) entfernt und die erhaltenen Vesikel bei 4 °C
lichtgeschitzt bis zu ihrer Verwendung gelagert.

3.2.5 Praparation mikrometergrofder unilamellarer Vesikel

Im Rahmen dieser Arbeit wurden GUVs zum einen verwendet, um den Transport von
Protonen iber Membranen, induziert durch bR (Kapitelt 3.3.3) oder Nigericin (Kapitel 3.4.2),
zu untersuchen, zum anderen, um durch Spreiten solcher GUVs auf pordsen Substraten
poreniiberspannende Membranen zu generieren (Kapitel 3.2.11). Zur Préaparation von GUVs
wurde die Methode der Elektroformation (electro-swelling, e-swelling) nach Angelova et al.
eingesetzt™® modifiziert von Mathivet et al.**¥ Es wird ein Lipidfilm auf elektrisch leitende
Indium-Zinn-Oxid beschichtete Deckgléser aufgetragen, wéssrige Losung zugegeben und
durch Anlegen einer Wechselspannung ein alternierendes elektrisches Feld erzeugt, welches
die quellenden Lipidschichten in eine mikrometergroRe, sphérische Form Uberfuhrt. Je
nachdem, ob Protein dabei rekonstituiert werden sollte und welche lonenstérke die Losung bei
der Elektroformation haben sollte, wurde das Protokoll entsprechend angepasst, wie im
folgenden Teil beschrieben.
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Durchfiihrung

Indium-Zinn-Oxid beschichtete Deckgléaser (indium tin oxide, ITO, (In,O3)09'(SNO2)01,
Prézisions Glas & Optik GmbH, Iserlohn) wurden mit Ethanol und Reinstwasser sorgfaltig
gereinigt und eine L6sung von Lipid in Chloroform (3 mg:-mL™, je 25 pL pro Glas) wurde mit
einer Mikroliterspritze (Hamilton AG, Bonaduz, Schweiz) aufgetragen. Die Lipidlésung
wurde gleichméaRig tber die Glasflache verteilt und das Losungsmittel Gber Nacht im Vakuum
entfernt. Die Glaser wurden am Rand mit Kupferklebeband versehen (Abb. 3.3, A), bei jedem
zweiten Glas ein Silikonring um den lipidbedeckten Bereich aufgelegt und jeweils zweli
Glaser mit der beschichteten Seite nach innen zu einer Kammer zusammengefiigt (Abb. 3.3,
B, C). Die Kammern wurden durch Anlegen von Foldback-Klammern fixiert und der
Innenraum zwischen beiden Glasern mit filtrierter (Filterfeinheit 0,2 um) und entgaster
Sucroselésung (0,3 M) aufgefiillt. Uber das Kupferklebeband wurde die Kammer elektrisch
mit einem Frequenzgenerator (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) kontaktiert und
soweit nicht anders vermerkt eine sinusformige Wechselspannung von 3V (peak-to-peak)
und 5 Hz fir 2 h angelegt. AnschlieBend wurde die GUV-Suspension mittels Pipette aus der
Kammer in zwei Eppendorf-GeféaRRe Uberflhrt. Hierbei wurde darauf geachtet, eine 1000 pL
Pipette zu benutzen, da die entsprechenden Spitzen eine relativ groBe Offnung besitzen und
somit eventuell auftretende Scherkréfte auf die Vesikel minimiert werden. Weiterhin wurde
zunéchst nur die Halfte des in der Kammer befindlichen Volumens entnommen und in das
erste Eppendorf-Gefall berfiihrt. Die zweite Hélfte wurde mehrfach an den Glaswénden
entlang gespult, bevor sie in das zweite Eppendorf-GefaR uberfuhrt wurde, um noch nicht
abgeloste Vesikel mdglichst vollstdndig zu entfernen, was sich positiv auf die Anzahl der
isolierten Vesikel auswirkte. Die so erhaltenen GUV-Suspensionen wurden bis zu ihrer
Verwendung bei 4 °C lichtgeschiitzt gelagert.
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ITO-beschichtete

Kupferklebeband Glaschen

A

Silikonring

Lipidfilm

Abstandshalter

Abb. 3.3: Schematische Darstellung der Zusammensetzung zweier ITO-beschichteter Glaser zu einer Kammer
fir die GUV-Préaparation.™® A zeigt zwei ITO-beschichtete Deckglaser nach Auftragen eines Lipidfilms. Zur
elektrischen Kontaktierung wurde der am Rand jeden Glases aufgebrachte Abstandshalter aus Teflonfolie mit
Kupferklebeband beschichtet. B Aufsicht der Zusammensetzung zweier Glaser. Nach Einsetzen eines Silikon-
rings um den lipidbedeckten Bereich eines Glases wurden beide Gl&ser mit der beschichteten Seite nach innen
zusammengesetzt. C Seitenansicht der fertig zusammengesetzten Kammer. Der vom Silikonring eingeschlossene
Bereich kann mit Sucroseldsung geftllt werden. Zur zusatzlichen Stabilisierung wurden Foldback-Klammern
angebracht (hier nicht gezeigt).

Prdparation von Proteo-GUVs

Die Funktionalitdt von Membranproteinen wie bR kann negativ beeinflusst werden, wenn sie
dem in der GUV-Bildung beschriebenem Vakuum ausgesetzt und so dehydratisiert
werden.*®? Eine direkte Applikation von bR zusammen mit den Lipiden ist aufgrund des
Kontaktes mit organischem Losungsmittel, was zur Denaturierung des Proteins flihren wirde,
nicht moglich. Es wurden folgende Strategien angewendet, um bR mdglichst funktionell in
GUVs zu rekonstituieren:

1) Statt des Auftragens eines Lipidfilms auf die ITO-beschichteten Glaschen, wurde eine
Suspension vorgeformter Proteoliposomen aufgetragen, wie sie nach einer der in Kapitel 3.2.4
beschriebenen Methoden prapariert worden waren. Dazu wurden insgesamt etwa 200 pL einer
Suspension von Proteoliposomen (Lipidkonzentration soweit nicht anders vermerkt
1 mg-mL™?) als 2 uL Tropfen auf zwei beschichtete Glaser verteilt. Hiervon ausgehend wurde
nach verschiedenen Ansatzen partiell dehydratisiert:

1-1) Trocknen der Losung uber Nacht im Exsikkator tber geséattigter NaCl-
Losung.M”

1-2) Vor Auftragen der 2 pL-Tropfen wurde der Vesikelsuspension Glycerin
(1 % (v/v))®3 Sucrose (0,2 g pro g Lipid)1*®? oder Trehalose (20 mM)I™4 beigefiigt.
Die tropfenbedeckten Glaschen wurden dann unter Vakuum getrocknet.
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2) PM-Fragmente wurden mit Pufferlosung auf ein Volumen von 20 pL aufgefillt
(Endkonzentration bR ca. 2,5 mg-mL™) und fiir 1 min im Ultraschallbad behandelt. Nach
Trocknen der auf die Glaschen aufgebrachten Lipidfilme im Vakuum, wurden je 10 pL der
PM-Suspension gleichmé&Rig auf den vorgetrockneten Lipidfilmen zweier ITO-Gl&ser verteilt
und die Proben im Exsikkator iber geséattigter NaCl-Losung partiell dehydratisiert.

Die zugefugten Stoffe unter 1-2 sollen durch Bildung von Wasserstoffbriicken die Struktur
des Proteins bei der Dehydratisierung konservieren. Nach Trocknung der Probe Uber Nacht
wurde analog zur Vorgehensweise bei der Bildung proteinfreier GUVs die Kammer
zusammengesetzt, wéssrige Losung zugegeben und eine Sinusspannung angelegt.

Priparation von GUVs unter physiologischen Bedingungen

Der Prozess der Elektroformation toleriert nur geringe lonenstarken in der Rehydratations-
I6sung, typischerweise bis zu 10 mM monovalente lonen und sogar geringere Werte fiir
divalente lonen.™! Fiir fluoreszenzmikroskopische Studien zum Transport von Protonen {iber
Membranen wurde im Rahmen dieser Arbeit der dreifach negativ geladene Farbstoff Pyranin
bis zu 1 mM in GUVs eingeschlossen. Weiterhin sollten GUVs mit einer Fillung von
160 MM KCI und 10 MM MOPS gebildet werden, was in diesen Fallen eine Abweichung
vom Standard-Elektroformationsprotokoll erforderte. Um unter diesen Bedingungen dennoch
GUVs bilden zu kdénnen, wurde nach einer Vorschrift von Pott et al. vorgegangen, bei der im
Wesentlichen lediglich angelegte Spannung und Frequenz verandert wurden. ¢!

Durchfiihrung

Ausgehend von einem beliebigen der bisher oben beschriebenen Protokolle wird zu einer
zusammengesetzten Kammer aus zwei Glésern ein gewtinschter Hochsalzpuffer gegeben.
Statt einer Spannung von 3 V und 5 Hz wurde eine Startspannung von 50 mV (peak-to-peak)
bei einer Frequenz von 500 Hz angelegt. Die Spannung wurde innerhalb von 30 min langsam
auf 3V erhoht und die Probe unter diesen Bedingungen fiir mindestens 90 min belassen.
Anschlielend wurde die Frequenz von 500 Hz sukzessive innerhalb von 30 min auf 50 Hz
reduziert und die GUV-Suspension nach weiteren 30 min wie bereits oben beschrieben in
zwei Eppendorf-GefaRe Uberfihrt.

3.2.6 Fixierung von GUVs auf Siliziumwafern

Um GUVs Uber einen langeren Zeitraum fluoreszenzmikroskopisch untersuchen zu kénnen,
war es notwendig, diese auf einem Substrat zu immaobilisieren. Hierzu wurden Siliziumwafer
hydrophilisiert und in Avidin inkubiert. Durch die starke Avidin-Biotin-Wechselwirkung
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konnten Vesikel, welche mit dem Biotin-funktionalisierten Lipid Bio-Cap-PE (Kapitel 3.1.1)
dotiert worden waren, nach Zugabe auf dem Substrat fixiert werden.[***!

Durchfiihrung

Ein Siliziumwafer (Dicke: 625 pum, Orientierung: (100), Dotierung: p-Typ, Bor, Widerstand:
1-20 Q-cm, CrysTec, Berlin) mit einer Siliziumdioxidschicht von 100 nm Dicke, wurde
zuné&chst mit Hilfe eines Diamantschneiders in Stiicke mit Kantenldngen von 2 cm und 0,5 cm
geschnitten. Die Stlicke wurden mit Isopropanol und Reinstwasser gespilt und dann fir
20 min bei 70 °C in einem Gemisch aus Reinstwasser, wassriger Ammoniaklésung (25 %)
und Wasserstoffperoxidlosung (30 %) im Volumenverhaltnis von 5:1:1 inkubiert. Die Wafer-
Stlicke wurden erneut mit Reinstwasser gespult und in einer Messkammer aus Delrin oder
einer Plastikpetrischale fixiert. Die Kammern wurden mit einer Avidinlésung (50 nM) in
Puffer (100 mM NaCl, 20 mM TRIS, pH 7,4 (HCI)) aufgefullt, fir 1,5 h bei Raumtemperatur
inkubiert und anschliefend mit Puffer (wenn nicht anders vermerkt 160 mM KCI, 10 mM
MOPS, pH 7,3 (KOH)) gespult. Auf die mit Avidin funktionalisierten, pufferbedeckten Wafer
konnten schliellich mit Bio-Cap-PE dotierte GUVs gegeben werden. Fir die Untersuchung
des nigericininduzierten K*/H*-Antiports wurden GUVs (100 pL) der Zusammensetzung
DPhPC/DOPC/Bio-Cap-PE/Texas Red DHPE, 59,4:39,4:1:0,2 (Elektroformation (Hochfre-
quenz) in 320 mM Sucrose, 10 mM MOPS, 0,5 mM Pyranin, pH 7,3 (TRIS)) verwendet. Im
Fall des bR-induzierten, lichtgetriebenen Protonentransports besalen die GUVs (10 pL) eine
Zusammensetzung von POPC/Bio-Cap-PE/Texas Red DHPE, 98,8:1:0,2 (0,3 mol% bR,
rekonstituiert nach der reverse phase Methode nach Girard et al., Elektroformation (Hochfre-
guenz) in 320 mM Sucrose, 10 mM MOPS, 1 mM Pyranin, pH 7,3 (TRIS)). Nach kurzem
Absinken der GUVs konnte die Probe dann fluoreszenzmikroskopisch untersucht werden.

3.2.7 Praparation poroser Siliziumsubstrate

Porenlberspannende Membranen wurden durch Spreiten von Vesikeln oder Anwendung der
painting-Technik prapariert und elektrochemische Gradienten (iber diese aufgebaut. Hierbei
wurden neben Substraten von offenen Poren auf Siliziumnitridbasis mit Durchmessern von
450 bis 2000 nm (FluXXion, Eindhoven, Niederlande) vor allem Substrate von periodisch
angeordneten Poren mit geschlossenen Boden und Durchmessern bzw. Kantenlangen von 1
bis 8 um sowie Tiefen bis 12 um eingesetzt. Die Poren bieten ein abgeschlossenes Pikoliter-
Volumen, in welches wiassrige Losungen definierter Zusammensetzung durch Uberspannen
der Poren mittels einer Membran eingeschlossen werden kdnnen. Dies schafft die Voraus-
setzung, lonengradienten aufbauen zu kdnnen. Substrate mit runden Poren und geschlossenen
Porenbdden (Durchmesser von 3,5 bis 5,5 um, Porositaten von 10 bis 40 %) wurden von Dr.
Siegfried Steltenkamp (Micro System Technologies, Center of Advanced European Studies
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and Research, CAESAR, Bonn) erhalten. Rechteckige, Poren mit geschlossenen Porenbdden
(Durchmesser von 1 bis 8 um, Porositaten von 58 bis 65 %) wurden groRzligigerweise von
Dr. Stefan Schweizer (Institut fur Physik, Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg) zur
Verfugung gestellt. Die rechteckigen Poren wurden dabei durch photo-elektrochemisches
Atzen mit HF von (100)-orientierten Siliziumscheiben, welche photolithographisch vorstruk-
turiert worden waren, gefertigt.l**”! Die Fertigung runder, pordser Siliziumsubstrate, wie sie
von Dr. Siegfried Steltenkamp durchgefiihrt worden war, erfolgte nach &hnlichem Prinzip
(Bosch deep silicon etching)*? und soll aufgrund ihrer prominenten Bedeutung fiir diese
Arbeit im Folgenden kurz genauer erldutert werden (Abb. 3.4). Rasterelektronenmikrosko-
pische Aufnahmen der verwendeten Substrate sind in Abb. 3.5 dargestellt.

Durchfiihrung

Ein mit einer elektrisch isolierenden Schicht durchzogenes Siliziumsubstrat (Dicke der
bearbeiteten Schicht: 8 um, Dicke der unterliegenden, unbearbeiteten Schicht: 525 pm
silicon-on-insulator, SOI, Abb. 3.4, A) mit einer (100)-Orientierung wurde zun&chst einer
nassen thermischen Oxidation (wet thermal oxidation) unterzogen, um eine 1 um dicke
Siliziumdioxidschicht aufzutragen (Abb. 3.4, B). Siliziumdioxid- und unterliegende Silizium-
schicht wurden mittels UV-Lithographie (AZ1518, MicroChemicals GmbH, Ulm, Abb. 3.4, C
und D), Plasmadtzen (reactive ion etching, Abb. 3.4, E) und reaktivem lonentiefenétzen (deep
reactive ion etching, Abb. 3.4, F) strukturiert. Dabei wurde abwechselnd mit SF¢ geétzt
(65 sccm, tagen = 8'S, PAwen = 10 mTorr) und mit C4Fg passiviert (55 sccm, tpassivierung = 7,8 S,
Prassivierung = 10 mTorr). Eine dunne SiO»-Schicht zwischen Siliziumschicht und Isolator-
schicht bildete die Grenze des Atzprozesses. Nach Entfernung des Photolacks (Abb. 3.4, G)
wurde per thermischer Oxidation eine dinne Schicht Siliziumdioxid aufgebracht (500 nm),
welche anschlieBend durch nasses Atzen (wet etching, BHF, 35 °C) wieder entfernt wurde.
Dadurch konnte die Rauhigkeit der Porenwénde reduziert werden (Abb. 3.4, H). Um eine
hydrophile Oberflache zu generieren, wurde durch thermische Oxidation abschlieRend eine
dinne Siliziumdioxidschicht (500 nm) aufgetragen (Abb. 3.4, 1), und das Substrat in 25 mm?
grof3e Chips geschnitten. Ein weiterer Wafer wurde abschlieBend mit Siliziumnitrid (200 nm)
statt mit Siliziumdioxid beschichtet. Zum Schutz vor Transportschaden wurden die Substrate
mit einer diinnen Schicht Schutzlack versehen.
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Abb. 3.4: Schematische Darstellung des Fertigungsprozesses pordser Substrate mit runden, geschlossenen Poren
(nicht maRstabsgetreu). A zeigt einen SOI-Wafer, welcher zunéchst mit einer Oxidschicht (B) und anschlieRend
Photolack (C) bedeckt wird. D durch Photolithographie und anschlieBendem reaktiven lonenatzen (E) wird das
Substrat vorstrukturiert. F Reaktives lonentiefenatzen bis zur isolierenden SiO,-Schicht bildet tiefe Poren. G
Nach Entfernen des Photolacks werden durch Aufbringen und Abldsen einer SiO,-Schicht (H) die Poreninnen-
wande geglattet. 1 zeigt das fertige Substrat mit hydrophiler Oxidschicht. Fir eine bessere Ubersicht wurde in
den Abbildungen B bis | nur der oberer Teil des Substrates dargestellt.
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Abb. 3.5: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen verschiedener pordser Siliziumsubstrate. A zeigt offene
Poren mit einem Durchmesser von 2 pm (FluXXion, aus *®1), B zeigt geschlossene, rechteckige Poren mit einer
Kantenlange von 8 um und einer Tiefe von etwa 12 um (Dr. Schweizer, Halle). C (Aufsicht) und D
(Querschnitt) zeigen geschlossene, runde Poren mit einem Durchmesser von 4,5 um, einer Porositat von 30 %
und einer Tiefe von etwa 9 um (Dr. Steltenkamp, Bonn). Im Querschnitt lasst sich die im finalen Fertigungs-
schritt aufgebrachte SiO,-Schicht entlang der Porenwénde gut erkennen (hellgraue Kante). MaRstabsbalken je
2 um. Die Aufnahmen wurden mit einem Supra 55 VP SEM Instrument (Carl Zeiss, Jena) bei einer Beschleu-
nigungsspannung von 5 kV aufgenommen.

3.2.8 Funktionalisierung pordser Substrate

Um Membranen auf porésen Substraten auszubilden, wurden Lipidmischungen mittels
painting-Technik aufgetragen oder GUVs gespreitet. Fir eine erfolgreiche Bildung poren-
uberspannender Membranen spielte die Funktionalisierung der Substratoberflache eine
entscheidende Rolle. Es wurden unfunktionalisierte, plasmagereinigte Substrate verwendet,
sowie goldbeschichtete und durch Inkubation in entsprechender Thiolldsung hydrophob oder
hydrophil funktionalisierte Substrate genutzt. Die jeweiligen Prozeduren sollen nachfolgend
erlautert werden:

Unfunktionalisierte Substrate

GUVs wurden zum Teil auf unfunktionalisierten Poren mit offenen oder geschlossenen
Porenbtden gespreitet. Dabei wurden die Substrate mit Reinstwasser und Ethanol gespdlt, im
Stickstoffstrom getrocknet und anschlielend fur mindestens 5 min im Argon- oder Sauerstoff-
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plasma behandelt. Die Substrate wurden in Messkammern oder Plastikpetrischalen fixiert,
diese mit Pufferlosung aufgeflllt und bis zur weiteren Verwendung bei Raumtemperatur
abgedeckt gelagert.

Funktionalisierte Substrate

Im Rahmen der Spreitexperimente von GUVs auf pordsen Substraten, sowie beim Praparieren
I6sungsmittelhaltiger poreniiberspannender Membranen, wurden die Substrate zun&chst mit
einem geeigneten Thiol funktionalisiert. Daflr wurde auf die Substrate eine dinne
Goldschicht aufgetragen, was mittels Bedampfung (MED 020, Balzers AG, Liechtenstein)
oder Kathodenzerstdubung (Sputter Coater 108 auto, Cressington Scientific Instruments,
Watford, UK) erreicht werden konnte. Zundchst wurden die Substrate mit Reinstwasser und
Ethanol gesplt, im Stickstoffstrom getrocknet und fir mindestens 5 min im Argonplasma
gereinigt. Runde, geschlossene Poren mussten zuvor fur zweimal 15 min in Aceton im Ultra-
schallbad behandelt werden, um den Schutzlack zu entfernen. Beim Bedampfen der Substrate
wurde zunadchst im Hochvakuum eine diinne Chromschicht (2,5 nm) als Haftvermittler und
schliellich Gold (30 nm) aufgetragen. Bei der Kathodenzerstaubung wurde statt des Chroms
zunachst eine dinne Schicht Titan (2,5 nm) aufgetragen und anschlieBend Gold (30 bis
60 nm). Unmittelbar nach Aufbringen der Goldschicht wurden die Substrate in eine
n-propanolische Thiolldsung tberfuhrt und dort bei 4 °C fir mindestens 3 h inkubiert. Fur
eine hydrophobe Funktionalisierung wurden die Substrate in CPEO3-L6sung (0,2 mM), TDT-
Losung (0,2 mM) oder DPPTE-L6sung (0,5 mM) inkubiert. Flr eine hydrophile Funktio-
nalisierung wurden Losungen von Mercaptoethanol (in Ethanol), Mercaptohexanol,
Mercaptoessigsdure, Mercaptopropionsaure, 11-Carboxy-1-undekanthiol oder 11-Amino-
1-undekanthiol (je 1 mM) verwendet.

3.2.9 Praparation lésungsmittelhaltiger poreniiberspannender Membranen
(painting-Technik)

Eine zuverlassige Methode zur Préparation poreniberspannender Membranen, ist das
Auftragen eines Lipid-Lésungsmittelgemisches auf hydrophob funktionalisierten Substraten,
bekannt als painting-Technik.1*¢*5"1%81 Dags |_gsungsmittel sammelt sich nach einiger Zeit im
Randbereich der einzelnen poreniiberspannenden Membranen und bildet dort eine sogenannte
Plateau-Gibbs-Grenze.™ Dieser Prozess wird auch als Ausdiinnen der Membran bezeichnet.

Durchfiihrung

Hydrophob funktionalisierte Substrate (Kapitel 3.2.8) wurden aus der Thiollésung entfernt
und Uberschissiges Thiol durch grundliches Spuilen und anschlielender Inkubation in

51



3 Materialien und Methoden

n-Propanol entfernt. Inzwischen wurde eine Losung von Lipid in n-Dekan (20 mM) auf Eis
gekuhlt bereitgestellt und ein ausgedinnter Pinsel (da Vinci DEFET GmbH, Nurnberg) im
Ultraschallbad fiir je 15 min in Mucasollésung und zweimal in Reinstwasser gereinigt. Der
Pinsel wurde mit Ethanol gespult, in einem Becherglas mit Reinstwasser gelagert und
zwischen den einzelnen painting-Schritten darin gespult. Die Substrate wurden im Stickstoff-
strom getrocknet und zligig in einer Messkammer oder einer Plastikpetrischale fixiert. Um
eine vollstandige Benetzung hydrophob funktionalisierter Poren zu gewéhrleisten, wurde die
Oberflache der fixierten Substrate mit einem Tropfen n-Propanol bedeckt. Das Losungsmittel
verdrangt eingeschlossene Luft aus den Poren und hilft so, diese nachfolgend vollstandig mit
wassriger Pufferlosung zu fiillen. Die Kammern wurden mit 3 bis 5 mL filtrierter (Filter-
feinheit 0,2 um), entgaster Pufferlésung gefullt und diese anschlieend zehnmal gegen ein
gleiches Volumen frischer Losung ausgetauscht, um Reste von n-Propanol vollstandig zu
entfernen. Vor Aufpinseln der Lipidldsung wurde das Volumen in den Kammern auf 3 mL
reduziert. Proben, bei welchen Pyranin in die Poren eingeschlossen werden sollte, wurde an
dieser Stelle Pyranin (0,5 mM) beigemengt, der Farbstoff durch mehrfaches Pipettieren
gleichmé&Rig verteilt und die Proben fir mindestens 10 min inkubiert. Der Pinsel wurde
vorsichtig mit einem nichtfasernden Tuch getrocknet, in die Lipidlésung eingetaucht und die
Borsten benetzt. AnschlieBend wurde der Pinsel in die mit Pufferlosung gefullte Kammer
getaucht, an einer Seite des Substrates angesetzt und bei stdandigem Kontakt gleichmaRig zur
anderen Seite des Substrates gefuhrt. Der Pinsel wurde im mit Reinstwasser gefullten Becher-
glas gespiilt, das Substrat jeweils um 90 ° gedreht und die Prozedur des Aufpinselns zwei
weitere Male wiederholt. Ublicherweise geniigte dies, um eine annahernd vollstandige
Bedeckung des Substrates zu erreichen. Die erfolgreiche Ausbildung porenlberspannender
Membranen wurde fluoreszenzmikroskopisch uberpruft und die Proben bis zur weiteren
Verwendung bei 4 °C (Lagerung > 1 d) oder Raumtemperatur (Lagerung < 1 d) lichtgeschiitzt
aufbewahrt. Optional konnte die Pufferlésung in den Kammern nach Aufpinseln einer
Membran getauscht werden, um oberflachliche Spuren organischen Lo&sungsmittels zu
entfernen. Der Pinsel wurde schlief3lich griindlich mit Reinstwasser und Ethanol gespiilt.

3.2.10 Ausfrieren des remanenten Ldsungsmittels in poreniiberspannenden

painted membranes

Ein Teil des organischen Ldsungsmittels bleibt auch nach dem Ausdiinnen in der mittels
painting-Technik aufgebrachten Membran zuriick. Nach der painting-Technik praparierte
Membranen weisen zwar exzellente elektrisch isolierende Eigenschaften auf und eignen sich
dadurch fiir Einzelkanalmessungen,!” riickstandiges Losungsmittel kann bei Kontakt mit
membranstédndigen Proteinen deren Struktur und dadurch auch deren Funktionalitat jedoch
negativ beeinflussen.®™ Um den Anteil remanenten Losungsmittels nach der Praparation
porenlberspannender Membranen zu minimieren, wurde nach einer abgeanderten Vorschrift
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von Ding et al. vorgegangen.'"® Hierbei wird die Probe nach Auftragen des Lipid-Lésungs-
mittelgemisches flr 5 min bei -5 bis -20 °C inkubiert und dadurch tberschissiges Losungs-
mittel ausgefroren (solvent freeze-out), was in einer verringerten Dicke, Fluiditat und hoheren
Dichte der Membran resultierte. Erstmals beschrieben wurde die solvent freeze-out Methode
von White, welcher als Lésungsmittel allerdings n-Hexadekan eingesetzt hatte.l*"!

Durchfiihrung

Nach Auftragen des Lipid-Lésungsmittelgemisches auf hydrophob funktionalisierte Poren
gemal Kapitel 3.2.9, wurde das mit Pufferlosung bedeckte Substrat inklusive Kammer bzw.
Petrischale fur 15 min bei -21 °C im Eisfach inkubiert. Die Probe wurde anschlieRend licht-
geschiitzt auf Raumtemperatur erwérmt, bevor sie fluoreszenzmikroskopisch untersucht
werden konnte. So konnten thermisch bedingte Schwankungen der Fokusebene bei optischen
Untersuchungen vermieden werden.

3.2.11 Praparation lésungsmittelfreier poreniiberspannender Membranen durch
Spreiten von GUVs

Neben l6sungsmittelhaltigen, durch die painting-Technik praparierte Membranen, wurden
auch lésungsmittelfreie poreniiberspannende Membranen prépariert. Hierzu wurden sucrose-
gefiillte GUVs auf pordse Substrate gegeben. Durch die héhere Dichte der Sucrosefiillung im
Vergleich zur umgebenden, wéssrigen Pufferlésung, sanken die GUVs zligig auf die Substrat-
oberflache ab und spreiteten dort. Im Gegensatz zu gepainteten Membranen lassen sich durch
Spreiten von GUVs nur einzelne, definierte und meist kreisformige Bereiche (patches) der
pordsen Flache bedecken, statt einer durchgéngigen porentberspannenden Membran Uber die
gesamte Substratflache. Die Technik des Vesikelspreitens zur Ausbildung poreniiberspannen-
der Membranen konnte bereits fur diverse Systeme erfolgreich angewendet werden. 348172
Ein grofer Teil dieser Arbeit beschéaftigt sich mit dem Spreiten von GUVs auf pordsen
Substraten mit geschlossenen Porenbdden. Dabei wurden viele Parameter, wie Funktiona-
lisierung, Zusammensetzung der GUVs, Temperatur, Spreitpuffer, PorengroRe uvm. variiert,
um das Ergebnis zu optimieren. Dementsprechend gibt es keine einheitliche Vorschrift fur das
Spreiten von GUVs auf pordsen Substraten. Im Folgenden sollen daher eine

1) allgemeine Préparation beschrieben werden und eine

2) optimierte Préparation fir den Aufbau nigericininduzierter Protonengradienten
(Kapitel 3.4.3).
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Durchfiihrung

1) Ein pordses Substrat, funktionalisiert oder unfunktionalisiert nach Kapitel 3.2.8, wurde
in eine Plastikpetrischale oder Messkammer montiert. Funktionalisierte Substrate wurden
zuvor grundlich mit n-Propanol gespult und im Stickstoffstrom getrocknet, um Reste von
Thiol zu entfernen. Hydrophob funktionalisierte Substrate wurden mit einem Tropfen
n-Propanol bedeckt. Die fixierten Substrate wurden mit filtrierter (Filterfeinheit 0,2 um),
entgaster Pufferlésung tberschichtet (5 mL) und die Losung mehrfach gegen ein gleiches
Volumen frischer Losung ausgetauscht. Ein Volumen von 3 mL in der Kammer wurde
eingestellt und eine GUV-Suspension (Kapitel 3.2.5) mittels einer Pipette langsam (ber der
Substratoberflache in die Losung gegeben. Nach Inkubation fur wenige Minuten wurde die
Kammer mit Pufferldsung gespult, um nicht gespreitete GUVs zu entfernen. Die Probe konnte
nun fluoreszenzmikroskopisch auf membranbedeckte Bereiche untersucht werden.

2) Runde Poren mit geschlossenem Porenboden und einem Durchmesser von 4,5 oder
5,5 um wurden zunéchst mit 30 nm Gold bedampft und mit 11-Amino-1-undekanthiol
funktionalisiert. Das Substrat wurde mit n-Propanol gespult, im Stickstoffstrom getrocknet
und auf einem doppelseitigen Klebestreifen in einer Plastikpetrischale fixiert. Hydrophil
funktionalisierte Substrate lassen sich gut mit wéssrigen Losungen benetzen. Um einen
Einschluss von Luft in den Poren jedoch ausschliefen zu konnen, wurden die fixierten
Substrate mit einem Tropfen n-Propanol bedeckt. Die Petrischale wurde mit 5 mL filtrierter
(Filterfeinheit 0,2 um), entgaster Pufferlosung aufgefullt und diese zehnmal gegen ein
gleiches Volumen frischer Pufferlésung getauscht, um restliches n-Propanol méglichst
vollstandig zu entfernen. Um Pyranin in die Poren einzuschlieen, wurde das Volumen der
Kammer auf 3 mL reduziert und Pyranin (0,5 mM) zugegeben, welches gleichmaRig tber
dem Substrat verteilt wurde. Nach kurzer Inkubation bei Raumtemperatur, wurde mittels einer
Pipette vorsichtig etwas GUV-Suspension (10 pL, POPC/POPS, 9:1 mit 0,2 mol% Texas Red
DHPE) direkt tber der Substratoberflache in die Losung gegeben. Dabei wurde die Spitze der
Pipette abgeschnitten, um den Durchmesser der Offnung zu erhéhen und so eventuell
auftretende Scherkrafte flr die GUVs zu minimieren. Der Spreitvorgang war tblicherweise
nach 30 min abgeschlossen und die Probe wurde mit Pufferlésung vorsichtig gespilt, um
restliche Vesikel und nicht eingeschlossenes Pyranin zu entfernen.

3.2.12 Wiederverwertung goldbeschichteter Siliziumsubstrate

Nach Beendigung eines Experiments mit goldbeschichteten, porésen Substraten, konnten
diese fur eine Neubeschichtung regeneriert werden. Hierzu wurden die Substrate zundchst mit
Reinstwasser und Ethanol gespilt, im Stickstoffstrom getrocknet und mit Konigswasser
behandelt. Durch das darin gebildete Nitrosylchlorid sowie naszierendes Chlor, wird die
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Goldbeschichtung oxidiert und dadurch abgel6st. Beim Einsatz von Titan als Haftvermittler
wird dieses durch eine Passivierung nicht durch die Behandlung mit Konigswasser abgelost.
Die Siliziumsubstrate mit ihrer Siliziumdioxidbeschichtung sind aufgrund der deutlich
hoheren Stabilitat der Si-O-Bindung im Vergleich zur Si-Cl-Bindung ebenfalls inert
gegenuber einer Behandlung mit Konigswasser.

Durchfiihrung

Goldbeschichtete Substrate wurden mit Reinstwasser und Ethanol gespiilt und im Stickstoff-
strom getrocknet. Salzséure (37 %ig) und Salpetersdure (65 %ig) wurden in einem Volumen-
verhaltnis von 3:1 in einem Becherglas vermischt (Gesamtvolumen etwa 10 mL. Vorsicht! Es
bilden sich nitrose Gase. Unbedingt im Abzug arbeiten!). Die Substrate wurden mit der
goldbeschichteten Seite nach oben in das S&uregemisch getaucht und im Konigswasser
belassen, bis die Goldfarbung auf der Oberflache komplett verschwunden war, was typischer-
weise innerhalb von 15 min der Fall war. Die Substrate wurden aus der Lésung genommen,
direkt in ein mit Reinstwasser gefllltes Becherglas getaucht und anschlieRend mit Reinst-
wasser und Ethanol gespiilt. Nach Trocknung im Stickstoffstrom wurden die Substrate in
Petrischalen bis zur erneuten Verwendung gelagert. Das Konigswasser wurde auf Eis gekihlt,
unter Zugabe von Natronlauge (4 M) vorsichtig neutralisiert und konnte dann im Abfall-
behalter fiir wassrige Schwermetallldsungen entsorgt werden.

3.3 Messung der Protonenpumpaktivitit von Bacteriorhodopsin

Die lichtgetriebene Protonenpumpe bR wurde in Form von PM-Fragmenten isoliert
(Kapitel 3.2.1) und in Proteoliposomen rekonstituiert (Kapitel 3.2.4). Um die Funktionalitat
des Proteins zu untersuchen, wurden Photostrommessungen, Messungen des pH-Wertes
mittels pH-Elektrode und fluoreszenzspektroskopische Messungen der Intensitat eines pH-
sensitiven Farbstoffs durchgefiihrt.

3.3.1 Photostrommessungen an bR-haltigen Membranen

Als Grundlage fur die Messung bR-induzierter Photostrome dienten lésungsmittelhaltige
Membranen auf Goldelektroden (Kapitel 3.2.3). PM-Fragmente oder bR-haltige Vesikel
wurden auf den vorgeformten Membranen immobilisiert und diese, eingebaut in eine Mess-
kammer, in einen abgedunkelten Faraday-Kéafig eingebracht. Uber einen Lichtleiter (Opto
Sonderbedarf, Minchen) konnte das Licht einer 250 W Halogenlampe (KL 2500, Opto
Sonderbedarf, Miinchen) auf die Probe geleitet werden. Dabei passierte es einen Kantenfilter
(515 nm, AHF Analysetechnik, Tubingen), wodurch Wellenlangen zur Anregung des Proteins
selektiert werden konnten. Durch einen zwischengeschalteten mechanischen Blendverschluss
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(Voigtlander, Firth) konnte die Belichtung der Probe wéhrend der Messung gesteuert werden.
Das Photostromsignal wurde (ber einen Kontakt zur membranbedeckten Goldelektrode,
sowie einer in der Uberstehenden Losung befindlichen Platinelektrode an einen Strom-
Spannungswandler (428 Current Amplifier, Keithley, Germering) geleitet. Dort konnte es um
einen Faktor 10% bis 10" verstarkt, sowie durch ein Dampfungsglied mit einer Zeitkonstanten
von 100 ms gefiltert werden. Uber eine A/D-Wandlerkarte (National Instruments, Miinchen)
wurde das Signal an einen Computer Ubertragen und von dort aus die Messung Uber ein
Labview-Programm angesteuert. Ein schematischer Aufbau der Apparatur ist in Abb. 3.6
dargestellt.

abgedunkelter Faraday-Kéfig

Kantenfilter

|—| |'| Lichtleiter
@ L | Pt-Elektrode

Halogenlampe Shutter

Au-Elektrode PC mit A/D-Wandlerkarte

- Strom-Spannungs-
wandler

Messzelle

Abb. 3.6: Schematischer Aufbau einer Apparatur zur Messung von Photostrémen. "]

Durchfiihrung

Die in Kapitel 3.2.3 beschriebenen membranbedeckten Goldelektroden wurden in den
Kammern mit Pufferlésung (400 uL) Gberschichtet. Sollten PM-Fragmente auf ihre Aktivitat
getestet werden, so wurden diese zuvor bei einer Konzentration von 0,1 mg:-mL™ (bezogen
auf bR, Gesamtvolumen 400 pL) in Puffer geldst und fiir 2 min unter Eiskiihlung mit einem
tip sonifier (cycle 40 %, power 70 %) beschallt. Die Pufferlésung wurde bis auf einen kleinen
Uberstand aus den Kammern entfernt und PM-Fragmentsuspension (400 pL) bzw. bR-haltige
Vesikel (100 uL, 0,17 mg-mL™ bezogen auf die Lipidmasse mit 1 mol% bR) zugegeben.
Nach mindestens einstiindiger Inkubation im Dunkeln wurden die Proben vorsichtig mit
Pufferlésung gespult, auf ein Volumen von 1 mL aufgefullt und in einen Faraday-Kafig
platziert. Die membranbedeckte Goldelektrode wurde mit einer zweiten Goldelektrode
kontaktiert und eine Platinelektrode wurde als Gegenelektrode in die Losung getaucht. Am
Spannungswandler wurde der Verstarkungsfaktor auf 10° geregelt und der Lichtleiter
senkrecht und nachstmoglich tiber der Probe platziert. Uber das Labview-Programm wurde
die Messung gestartet, nach etwa 3 s durch manuelle Betdtigung des shutters die Probe
belichtet, durch erneutes Betétigen die Belichtung nach etwa 8s gestoppt und die
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Aufzeichnung nach insgesamt 10 bis 15 s beendet. Zwischen zwei Messungen wurden die
Proben jeweils fur mindestens 10 min dunkeladaptiert.

3.3.2 Messung der Protonenpumpaktivitit von in Vesikeln rekonstituiertem bR
mittels pH-Elektrode

Eine weitere Methode, um die Protonenpumpaktivitat von in Vesikeln rekonstituiertem bR zu
testen, ist die Messung des pH-Wertes einer proteoliposomenhaltigen wéssrigen Ldsung
mittels pH-Elektrode. Dabei wurde nach einer modifizierten Praktikumsvorschrift der TU
Darmstadt vorgegangen und bR-haltige Vesikel in einem kleinen Rundkolben mit wassriger
Losung versetzt.2™ In die Lasung wurde eine kleine pH-Elektrode eingetaucht (Mikro-pH-
Einstabmesskette Typ N 6000 A, SI-Analytics GmbH, Mainz), welche an ein pH-Meter (Pro
Lab 2000, SI-Analytics GmbH, Mainz) angeschlossen und Gber USB mit einem Computer
verbunden war. Uber die Software Multilab Pilot konnte der zeitliche Verlauf des pH-Wertes
der Vesikelsuspension digital aufgezeichnet werden. Die Probe wurde flr die Messung in
einem Faraday-Kafig abgedunkelt gertihrt. Aufgrund der hohen Hitzeentwicklung bei langerer
Belichtung mit der Halogenlampe, wurde zur Belichtung der Probe auf einen individuell
gefertigten LED-Ring (light-emitting diode-Ring, institutseigene Werkstatt, 10BC,
Universitat Gottingen), welcher Gber einen externen Schalter selektiv ein- und ausgeschaltet
werden konnte, zurlickgegriffen. Eine Skizze des Rings und eine Aufnahme bei
angeschalteten LEDs ist in Abb. 3.7 dargestellt.
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Abb. 3.7: A Schematische Darstellung des LED-Rings (Aufsicht). Der Ring (Innendurchmesser 4 cm) ist aus
Aluminium (grau) gefertig und insgesamt zehn LEDs (grin, dominante Wellenl&nge 568 nm, I, = 200 mcd,
L-53SGC, Kingbright, Taipei, Taiwan) sind dort in Reihe geschaltet eingesetzt. Uber einen Schalter ist der Ring
an einen Spannungswandler (Voltcraft DPS-4005 PFC, Conrad Electronic SE, Hirschau) angeschlossen, welcher
die Netzspannung in eine 30 V Gleichspannung mit einer Leistung von etwa 0,6 W umwandelt. B Schematische
Darstellung des LED-Rings in der Seitenansicht bei Belichtung einer in einer Petrischale (blau) fixierten Probe
(schwarz mit Goldoberflache). Die Dioden sind leicht geneigt in den Ring eingelassen, sodass ihre Strahlen in
der Mitte der im Ring platzierten Petrischale auf der Probe gebiindelt werden. Zur besseren Ubersichtlichkeit
wurde der restliche Halbkreis des Rings in dieser Querschnittansicht weggelassen. C Fotografische Aufnahme
des Rings bei Belichtung einer Probe. Der Aufbau wurde unter dem Objektiv eines konfokalen Fluoreszenz-
mikroskops, welches in der Mitte des Bildes zu erkennen ist, platziert. Darstellungen in A und B nicht mal3stabs-
getreu.

Durchfiihrung

Eine Suspension von Vesikeln, wie sie nach einer unter Kapitel 3.2.4 beschriebenen Methode
prapariert worden waren, wurde in einen 5 mL Rundkolben gegeben und mit wassriger
Losung soweit aufgeflllt, dass die Messeinheit der pH-Elektrode vollstandig eintauchen
konnte. Die Vesikelsuspension wurde dabei maximal um einen Faktor von flnf verdinnt. Ein
kleiner Magnetruhrstab aus Glas wurde in den Kolben gegeben und dieser in der Mitte eines
LED-Rings auf einem Magnetrihrer platziert. Der Aufbau fand dabei in einem abgedunkelten
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Faraday-Ké&fig statt. Die pH-Elektrode wurde in die Losung getaucht und der zeitliche Verlauf
des pH-Wertes aufgezeichnet. Ublicherweise verlief eine solche Messung (iber einen Zeit-
raum von 2 h und die Probe wurde mittels LED-Ring mehrfach fur einen jeweils mehrmi-
nltigen Zeitraum belichtet.

3.3.3 Messung der Protonenpumpaktivitit von in Vesikeln rekonstituiertem bR
durch Einschluss eines pH-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffs

Neben der Messung bR-induzierter Anderungen des pH-Wertes der umgebenden Lésung per
pH-Elektrode, wurde auch die pH-Wertanderung im Vesikelinneren adressiert. Hierfur
wurden GUVs in Anwesenheit des pH-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffs Pyranin préapariert,
sodass dieser im Vesikelinneren eingeschlossen wurde. Fixierung der GUVs auf planaren, mit
Avidin funktionalisierten Siliziumwafern erlaubte ihre fluoreszenzmikroskopische Untersu-
chung. Lichtinduzierte Anderungen des pH-Wertes konnten anschlieRend qualitativ durch
Anderungen der Pyraninintensitit im Vesikelinneren verfolgt werden.

Durchfiihrung

BR-haltige, mit Bio-Cap-PE funktionalisierte und pyraningefillte GUVs wurden auf avidin-
bedeckten, planaren Siliziumsubstraten immobilisiert (Kapitel 3.2.6). Die Substrate waren in
einer Petrischale oder einer Messkammer fixiert und diese mit Pufferldsung gefillt. Die Probe
wurde im konfokalen Laserrastermikroskop (LSM 710 Examiner, Carl Zeiss GmbH, Jena) in
den Probenhalter montiert. Um die Probe herum wurde der in Kapitel 3.3.2 beschriebene
LED-Ring platziert, oder die im Aufbau der Photostromapparatur erwahnte Halogenlampe mit
515 nm Kantenfilter und Lichtleiter (Kapitel 3.3.1) mit Hilfe eines Stativs mit Klemme auf
die Probe gerichtet. Eine dritte Mdglichkeit der Belichtung bestand in der Verwendung des
mikroskopinternen diodenlasergepumpten Festkorperlasers (diode-pumped solid state-Laser,
DPPS-Laser, 561 nm, 20 mW).

Eine Zeitserie der Pyraninfluoreszenz (Jex = 458 nm, Detektionsbereich 500 bis 580 nm) mit
Bildabstdanden von At <5 s ber typischerweise mehrere Minuten wurde aufgenommen und
die Probe zwischendurch fur einige Sekunden bis Minuten durch Einschalten des LED-Rings
oder der Halogenlampe belichtet. Der Intensitatsverlauf innerhalb eines manuell gesetzten
Bildausschnitts (region of interest, ROI) wurde mittels Software (ZEN 2008, Carl Zeiss, Jena
oder ImageJ, V. 1.41, http://rsb.info.nih.gov/ij/) ausgelesen.
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3.3.4 Messung der Protonenpumpaktivitit von in poreniiberspannenden
Membranen rekonstituiertem bR durch Einschluss eines pH-sensitiven
Fluoreszenzfarbstoffs

Nach erfolgreicher Bildung bR-haltiger, porenuberspannender Membranen auf funktiona-
lisierten Substraten mit geschlossenen Poren, konnte auch hier durch den Einschluss von
Pyranin die Protonenpumpaktivitat des bR getestet werden.

Durchfiihrung

Es wurden bR-haltige GUVs gemall Kapitel 3.2.11 in Anwesenheit von Pyranin
(Cpyranin = 0,5 mM) gespreitet. Uberstehendes Pyranin wurde durch mehrfaches Spiilen mit
Pufferlésung entfernt. Die Probe wurde wie in Kapitel 3.3.3 beschrieben in das Konfokal-
mikroskop eingesetzt und entweder durch Belichtung mit einer Halogenlampe, einem LED-
Ring oder dem mikroskopeigenen DPSS-Laser angeregt. Eine Zeitserie wurde analog zu der
Beschreibung unter Kapitel 3.3.3 aufgenommen und die Intensitat sogenannter ROIs mit dort
erwéhnter Software ausgelesen. Jede einzelne Pore im Bildausschnitt wurde individuell mit
einer eigenen ROI manuell versehen, sodass das Intensitatsprofil einer jeden Pore einzeln
ausgelesen werden konnte.

3.4 Untersuchung nigericininduzierter elektrochemischer
Gradienten

Neben der Verwendung des Membranproteins bR wurde auch der Kaliumionen-Protonen-
Antiporter Nigericin im Rahmen dieser Arbeit eingesetzt, um elektrochemische Gradienten zu
erzeugen. Gleiche Voraussetzung bei jedem untersuchten System war das Vorliegen eines
Kaliumionengradienten zwischen zwei waéssrigen, durch eine Lipidmembran voneinander
separierten Kompartimenten. Durch Zugabe von Nigericin wurde der K*-Gradient abgebaut,
wahrend gleichzeitig ein H'-Gradient mit entgegengesetztem Vorzeichen aufgebaut wurde.
Die Anreicherung von Protonen in einem der beiden Kompartimente konnte wie in
Kapitel 3.3.3 bzw. 3.3.4 beschrieben durch den Einschluss des pH-sensitiven Fluoreszenzfarb-
stoffs Pyranin untersucht werden. Dabei wurden Gradienten entlang der Membran sub-
mikrometergroRer Vesikel fluoreszenzspektrometrisch und solche entlang GUVs und poren-
uberspannender Membranen konfokalmikroskopisch untersucht.
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3.4.1 Fluoreszenzspektrometrische Untersuchung des nigericininduzierten
Protonen-Kaliumionen-Antiports an grofden unilamellaren Vesikeln

Der nigericininduzierte Antiport wurde zunéchst am Modellsystem sub-mikrometergroRer,
unilamellarer Lipidvesikel (large unilamellar vesicles, LUVs) nach einer abgeénderten
Vorschrift von Hell et al. getestet.®™™ Hierzu wurden LUVs in pyraninhaltiger Pufferldsung
prapariert und anschlieBend séulenchromatografisch vom restlichen freien Farbstoff
abgetrennt. In einer Kiivette wurden Vesikel in eine Pufferldsung gegeben. Die Probe wurde
in ein Fluorimeter eingesetzt, geruhrt und mit Hilfe eines Kaltethermostats konstant
temperiert. Der zeitliche Verlauf der Pyraninemission bei konstanter Wellenlange wurde
aufgezeichnet. Durch die Zugabe von Nigericin zu einem definierten Zeitpunkt wurde der
K*/H*-Antiport induziert. Mittels Variation der Pufferzusammensetzung im inneren der
Vesikel sowie der umgebenden Loésung konnte sowohl ein Influx als auch ein Efflux von
Protonen adressiert werden.

Durchfiihrung

Ein Lipidfilm (2 mg DPhPC) wurde durch Pipettieren einer entsprechenden Menge Lipids
gelost in Chloroform in ein Reagenzglas, anschlielendem Verblasen des Losungsmittels im
Stickstoffstrom und Trocknung im Vakuumtrockenschrank (3 h, 30 °C) prépariert. Fir das
Hervorrufen eines Intensitatsanstiegs wurde entgaste, filtrierte (Filterfeinheit 0,2 um) Puffer-
I6sung (320 mM Sucrose, 10 mM MOPS, 1 mM Pyranin, pH 7,3 (TRIS)) zugefiigt und eine
Lipidkonzentration von 4 mg:-mL™ eingestellt. Sollten Intensitatsabfélle untersucht werden,
wurde eine Pufferlésung anderer Zusammensetzung (160 mM KCI, 10 mM MOPS, 1 mM
Pyranin, pH 7,3 (KOH)) eingesetzt. Die Probe wurde fiir 20 min quellen gelassen, fir 1 min
kraftig geschittelt, weitere 10 min inkubiert und erneut kraftig geschuttelt (3 mal 30 s). Die
Vesikelsuspension wurde mit Hilfe eines Miniextruders 31 mal durch eine Polycarbonat-
membran (nomineller Porendurchmesser 1000 nm) gepresst. Freier Farbstoff wurde Uber eine
G-25 Sephadex-Saule abgetrennt. Hierzu wurde die Saule zuvor mit dem zum Vesikelinneren
komplementaren Puffer &quilibriert (Intensitatsanstieg: 160 mM KCI, 10 mM MOPS, pH 7,3
(KOH); Intensitatsabfall: 320 mM Sucrose, 10 mM MOPS, pH 7,3 (TRIS), je funffaches
Séulenvolumen), sodass direkt ein Kaliumionengradient zwischen Vesikelinnerem und
Umgebungslésung erzeugt wurde. Je nach Signalintensitat wurde die Vesikelsuspension
unverdinnt oder mit Umgebungspuffer verdinnt (1:1(v/v)) in eine Glaskuvette
(28F/Q/10/MS, Starna GmbH, Pfungstedt) Gberfiihrt und ein Magnetriihrstab beigefugt.
Eventuell freier Restfarbstoff kann durch Zugabe des Fluoreszenzldschers p-Xylol-
bispyridiniumbromid (DPX) geldscht werden, was aber Ublicherweise nach saulenchromato-
grafischer Abtrennung des freien Farbstoffs nicht nétig war. Die Kuvette wurde in einem
Fluoreszenzspektrometer (FP-6500 Spectrofluorimeter, Jasco, Gross-Umstadt) platziert, die
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Probentemperatur mittels Kaltethermostats (1162A, VWR International GmbH, Darmstadt)
auf 22 °C geregelt und die Suspension langsam gerthrt. Um den zeitlichen Verlauf der
Intensitat der Pyraninfluoreszenz aufzuzeichnen, wurde die Probe mit Licht einer Wellenlénge
von 458 nm bestrahlt und parallel in einem rechten Winkel die Emission bei einer
Wellenlénge von 515 nm detektiert. Nach einer definierten Zeit wurde Nigericin in Ethanol zu
der Probe gegeben und in der Folge verschiedene Entkoppler (Kapitel 1.2.1). Nach Ende der
Messung wurde die Glaskivette grindlich mit Reinstwasser und Ethanol gespiilt und im
Stickstoffstrom getrocknet.

3.4.2 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung des nigericininduzierten
Protonen-Kaliumionen-Antiports an GUVs

Pyraningefullte GUVs (Kapitel 3.2.5) wurden wie in Kapitel 3.2.6 beschrieben auf einem
planaren Siliziumwafer fixiert und die Intensitat der Pyraninfluoreszenz aus konfokal-
mikroskopischen Aufnahmen vor und nach Zugabe von Nigericin ausgelesen.

Durchfiihrung

Mit Bio-Cap-PE funktionalisierte GUVs (DPhPC/DOPC/Bio-Cap-PE/TR, 59,4:39,4:1:0,2)
wurden in pyranin- und sucrosehaltigem Puffer (320 mM Sucrose, 10 mM MOPS, 0,5 mM
Pyranin, pH 7,3 (TRIS)) unter Hochfrequenzbedingungen gebildet (Kapitel 3.2.5) und in KCI-
haltigem Puffer (160 mM KCI, 10 mM MOPS, pH 7,3 (KOH)) auf einem Siliziumwafer
immobilisiert (Kapitel 3.2.6). Die Probe wurde auf einem Probenhalter im konfokalen Laser-
rastermikroskop fixiert. In fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der immobilisierten
GUVs (ex = 458 nm, Detektionsbereich je 500 bis 580 nm) wurde die Intensitat der Pyranin-
fluoreszenz innerhalb der GUVs durch manuelle Zuordnung von ROIs ausgelesen. Darauf
wurde Nigericin (10 pL einer 1 mg-mL™ Lésung in Ethanol, finale Konzentration 2,7 uM)
zugegeben, erneut Aufnahmen gemacht und die Intensitdten manuell gelegter ROIs
ausgelesen. Weiterhin konnten GUVs vor ihrer Fixierung auf einem mit Avidin funktionali-
siertem Substrat mit Nigericin (finale Konzentration etwa 12,3 uM) Uber Nacht inkubiert
werden und anschlieend in KCI-haltigem Puffer immobilisiert werden. Dabei ausgelesene
Intensitdten konnten mit denen von GUVs, welche nicht mit Nigericin inkubiert worden
waren, verglichen werden.

3.4.3 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung des nigericininduzierten

Protonen-Kaliumionen-Antiports an poreniiberspannenden Membranen

Porenuberspannende Membranen wurden in Anwesenheit von Pyranin prépariert und die
Probe konfokalmikroskopisch auf Anderungen der Pyraninfluoreszenz untersucht. Wie bei
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den zuvor beschriebenen beiden Systemen, sollten auch hier Entkopplersubstanzen eingesetzt
werden, um zuvor aufgebaute Gradienten wieder abzubauen.

Durchfiihrung

Porenlberspannende Membranen wurden wie unter Punkt 2) in Kapitel 3.2.11 (I6sungsmittel-
frei) bzw. Kapitel 3.2.9 (l6sungsmittelhaltig) beschrieben auf Substraten mit geschlossenen
Poren prépariert und dabei der pH-sensitive Farbstoff Pyranin eingeschlossen. Dabei wurde
fir die Detektion eines Anstiegs der Pyraninfluoreszenz in kaliumionenfreiem Puffer
prapariert (10 mM MOPS, 0,5 mM Pyranin, pH 7,3 (TRIS), dazu bei painted membranes
320 mM Sucrose bzw. beim Spreiten von GUVs 107 mM CaCl,). Zur Detektion von
Intensitatsabfallen wurde in kaliumionenhaltigem Puffer prépariert (160 mM KCI, 10 mM
MOPS, 0,5 mM Pyranin, pH 7,3 (KOH)). Nach Entfernen nicht eingeschlossenen Farbstoffs
durch grundliches Spilen mit Pufferlésung (Zusammensetzung, in welcher auch prapariert
worden war, jedoch ohne Pyranin), wurde die Probe auf einem Probenhalter im konfokalen
Laserrastermikroskop platziert. Uberspannte Poren konnten durch Korrelation der
Fluoreszenz von Texas Red DHPE innerhalb der Uberspannenden Membran sowie von
Pyranin innerhalb der Poren von nicht Uberspannten Poren unterschieden werden. Nachdem
ein Bildausschnitt mit mehreren tberspannten Poren gefunden worden war, wurde die Probe
aus dem Probenhalter entfernt und fiir den Aufbau eines Kaliumionengradienten die Puffer-
I6sung mehrmals grindlich gegen eine Pufferlésung entgegengesetzter Zusammensetzung
getauscht (wurde in sucrose- bzw. calciumionenhaltigem Puffer prépariert, so wurde mit
160 mM KCI, 10 mM MOPS, pH 7,3 (KOH) gespdlt; wurde in kaliumionenhaltigem Puffer
prapariert, so wurde mit 320 mM Sucrose, 10 MM MOPS, pH 7,3 (TRIS) gespult). Alle
verwendeten Pufferlésungen wurden osmometrisch (Gefrierpunktosmometer Osmomat 030,
Gonotec GmbH, Berlin) vermessen, um Unterschiede in der Osmolalitdt und daraus
resultierende osmotische Driicke auf die poreniiberspannenden Membranen zu minimieren.
Nach dem Puffertausch wurde die Probe rasch wieder in den Probenhalter des Mikroskops
eingesetzt, wobei zusétzlich ein kleiner Magnetriihrer (Variomag Einzel-Magnetriihrsystem
MINI, H+P Labortechnik GmbH, Oberschleil3heim) unterhalb der Probe montiert und ein
Magnetruhrstab in die Petrischale neben das Siliziumsubstrat gegeben wurde. Ein Bereich mit
Uberspannten Poren wurde aufgenommen und der Fokus leicht aus der Ebene der Substrat-
oberflache ins Poreninnere verschoben, bis die Pyraninfluoreszenz mit maximaler Intensitét
detektiert werden konnte (Abb. 4.5, B). Unter moderatem Rihren wurde eine Zeitserie
aufgenommen, in deren Verlauf Nigericin, sowie Entkopplersubstanzen zugegeben wurden.
Der zeitliche Verlauf der Intensitat einzelner Poren wurde durch manuelles Einfligen von
ROIs ausgelesen. Die Pyraninfluoreszenz wurde bei einer Anregungswellenldnge von 458 nm
in einem Bereich von 500 bis 580 nm detektiert.
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Datenauswertung

Um gebildete Protonengradienten in Form von pH-Wertdnderungen im Poreninneren
quantifizieren zu kénnen, wurde der Verlauf der Intensitat des eingeschlossenen Pyranins in
einen pH-Verlauf umgerechnet. Der pH-Wert einer pyraninhaltigen Losung errechnet sich
gemal:

0
pH:sz_lg([[Pl;,L]_]_]L). Gl.3.4
Der pKs-Wert von Pyranin betragt 7,22, [Py]° entspricht der Gesamtkonzentration des
eingesetzten Pyranins (0,5 mM) und [Py’] der Konzentration der deprotonierten Form von
Pyranin. Eine lineare Proportionalitdt zwischen den gemessenen Intensitatswerten und der
Konzentration deprotonierten Pyranins wurde angenommen. Es wurde ein pH-Wert zu Beginn
der Messung von pH = 7,3 angenommen, da dieser dem pH-Wert der verwendeten Puffer-
I6sungen entspricht. Durch Einsetzen dieses Start-pH-Wertes in Gl. 3.4 und Auflésen nach
[Py], ergibt sich eine  Anfangskonzentration  deprotonierten  Pyranins  von
[Py](pH =7,3) =[Py li=0 =0,273 mM. Die Konzentration deprotonierten Pyranins im
Verlauf der Zeitserie [Py]; wurde fir jede Intensitdt I; durch Multiplikation mit dem
Quotienten aus [Py = o und zugehdriger Startintensitat I, bestimmt:

[Py~ 1o Gl. 35
I,

[Py~] =1~

Neben der pH-Differenz nach der nigericininduzierten Bildung eines Protonengradienten,
wurde die initiale Transportrate fiir Protonen Uber poreniiberspannende Membranen ermittelt.
Hierzu wurde die Initialsteigung der pH-Anstiege bzw. -Abfalle nach Nigericinzugabe mittels
linearer Anpassung bestimmt, analog zu bereits flir bR-induziertes Protonenpumpen
beschriebenen Systemen.[*® Unter Umstellung von Gl. 3.4 und Ersetzen der Konzentrationen
durch absolute Teilchenzahlen N, ergibt sich fur die Anzahl deprotonierter Pufferteilchen
innerhalb einer Pore:

[B]° Gl.36

NB) =V Ny T ooxpm -

[B]° entspricht dabei der Gesamtkonzentration der eingesetzten Pufferteilchen (Pyranin und
MOPS, 10,5 mM) in der Pore, Na der Avogadro-Konstanten (6,022-:10%% mol™) und V dem
Porenvolumen. Unter der Annahme, dass jedes in die Pore hinein gepumpte Proton mit einem
deprotonierten Basenteilchen reagiert, lassen sich Differenzen in der Zahl deprotonierter
Basenteilchen gleichsetzen mit der Differenz der Zahl an Protonen innerhalb einer Pore
(AN(B") = AN(H")). Anhand der zuvor bestimmten Initialsteigung (m in pH-s™) lasst sich die
Zahl an Protonen innerhalb einer Pore bei t=0s (pH=pH’=7,3)undt=15s (pH=7,3+m)
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errechnen. Die Differenz beider Werte, AN(H"), entspricht der Zahl der transportierten
Protonen pro Sekunde und wird beschrieben durch:

1 1 ) Gl. 3.7

=1 . . 0. —
AN(H*) =V - Ny - [B] (1+10(pKS—pH°) 1 + 10(PKs—pHO+m)

Da Poren mit unterschiedlichen Durchmessern verwendet wurden und sich dadurch
unterschiedliche Flachen der porentiberspannenden Membranen ergaben, wurde die Zahl der
(iber die Membran transportierten Protonen pro Sekunde durch die Porenflache in cm™ geteilt.
Die Transportrate wurde so auf die zum Ubertreten der Protonen verfiigbare Membranflache
normiert.

3.5 Fluoreszenzmikroskopie

Das gezielte Einsetzen von Fluoreszenzfarbstoffen im Rahmen dieser Arbeit ermdglichte die
Visualisierung von Strukturen im Mikrometerbereich und von elektrochemischen Gradienten.
Hierzu wurde das Prinzip der Fluoreszenz genutzt, also der Anregung von Fluorophoren
mittels elektromagnetischer Strahlung im Bereich des sichtbaren Lichts und deren rotverscho-
bener Emission von Strahlung, welche detektiert wurde. Eine Rotverschiebung kommt dabei
durch Prozesse wie innerer Konversion zu Stande und ermdglicht eine spektrale Trennung
von Anregungslicht und emittierter Strahlung. Kommerziell verfugbare Fluoreszenz-
mikroskope unterteilen sich klassischerweise in Weitfeld-Fluoreszenzmikroskope und hoch-
sowie superauflosende Fluoreszenzmikroskope.

Aufbau

Im Folgenden sollen Prinzip und Aufbau des konfokalen Laserrastermikroskops (confocal
laser scanning microscope, CLSM) naher beschrieben werden. Das Konfokalmikroskop
wurde bereits in den 1950er Jahren von Minsky entwickelt.2"® Eine schematische Darstellung
des Strahlengangs eines CLSM ist in Abb. 3.8 dargestellt. Dabei wird monochromatisches
Licht eines Lasers (grun) durch einen Kollimator auf einen dichroitischen Spiegel gelenkt und
von dort auf einen beweglichen Scanspiegel reflektiert. Der Scanspiegel ermdglicht ein
Abrastern der Probenoberflache. Das Licht trifft von dort auf ein Objektiv, durch welches es
auf die Probe fokussiert wird. Fluorophore werden durch das eintreffende Licht angeregt und
emittieren Licht einer groBeren Wellenldange (rot, gemeinsamer Weg von ein- und
austretender Strahlung ist in orange dargestellt). Dieses tritt durch den Strahlenteiler, ohne
reflektiert zu werden und wird mit Hilfe einer Linse so gebindelt, dass nur Licht, welches
innerhalb der fokalen Ebene emittiert wurde, durch die nachfolgende Lochblende treten kann.
Strahlung aus Ebenen ober- oder unterhalb der fokalen Ebene wird dort gestreut und kann
somit nicht zum Detektionssignal beitragen. Hinter der Lochblende durchlduft das Licht einen
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Emissionsfilter und wird schlieRlich durch einen Sekundérelektronenvervielfacher
(photomultiplier tube, PMT) detektiert.

Im Gegensatz zum CLSM besitzt ein klassisches Epifluoreszenzmikroskop, wie es ebenfalls
stellenweise im Rahmen dieser Arbeit eingesetzt wurde, keine Lochblende und keinen Scan-
spiegel. Die Probe wird hierbei durch eine Quecksilberdampflampe belichtet, aus deren
Spektrum Licht einer bestimmten Wellenlange zur Anregung gefiltert wird. Hauptnachteil
gegeniiber dem CLSM ist die Uberlagerung der Fluoreszenz mehrere Ebenen, die zum
detektierten Signal beitragen, woraus ein unschérferes Bild und eine geringere laterale wie
axiale Auflésung resultiert.

s Detektor
X 1d T
—] missionsfilter

Lochblende

Dichroitischer

Laser Spiegel

Kollimator

Scanspiegel

Objektiv

- Fokale Ebene

Abb. 3.8: Schematische Darstellung des Strahlengangs eines konfokalen Laserrastermikroskops (CLSM).
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Auflésungsvermégen

Das Auflosungsvermdgen eines konventionellen Fluoreszenzmikroskops héngt vom
Brechungsindex des Mediums (n), dem halben Offnungswinkel des Objektivs (), sowie der
Wellenlange des Lichts ab (1). Die ersten beiden Faktoren sind fur kommerziell vertriebene
Obijektive in Form der numerischen Apertur (NA) angegeben (Gl. 3.8).

NA =n-sina. Gl. 3.8

Laterale wie axiale Auflosungen von konventionellem Epifluoreszenz- sowie konfokalem
Laserrastermikroskop bei unterschiedlicher OffnungsgroRe der Lochblende (pinhole, PH) sind
in Tabelle 3.5 aufgeflhrt. Eine airy unit (AU) dient dabei der Normalisierung des PH-Durch-
messers und ist abhangig von numerischer Apertur und mittlerer Wellenlange (1) (GI. 3.9).

Le2-4 Gl.3.9

1AU =
NA

Die mittlere Wellenldnge wiederum kann naherungsweise als Quadratwurzel aus dem Produkt
von Anregungs- und Emissionswellenlange errechnet werden (Gl. 3.10).

_ Aom * A
Ta V2222 2% o Ao Ao - Gl.3.10

VA + Ao
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Tabelle 3.5: Laterales und axiales Auflésungsvermdgen von konventionellen sowie konfokalen Mikroskopen
unterschiedlicher pinhole GroBe nach S. Wilhelm, Firma Zeiss.'""! Neben der allgemeinen Formel wurden
jeweils die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Parameter fir die Membranfarbstoffe Bodipy PC und Texas
Red DHPE errechnet. Absorptions- und Emissionsmaxima wurden aus Tabelle 3.3 Gbernommen, NA betrug fir
das am konventionellen Mikroskop verwendete Objektiv 0,8, fiir das konfokale Mikroskop 1,0. Es wurde der
Brechungsindex von Wasser eingesetzt (1,33), da in wéssrigen Ldsungen gemessen wurde.

. Konfokales Konfokales
. Konventionelles : .
Auflésung d . Mikroskop Mikroskop
Mikroskop
(LAU<PH<®) (PH<0,25AU)
Oiacerar (theoretisch) 0,51 Agpp, 0,51+ Agy 0,37-1
NA NA NA
d /nm, Bodipy PC | Texas
e Py PC] 325 387 249 286 | 184 216
Red DHPE
daxial (theoretisch) n Adom 0,88 - Ay 0,641
NA2 (n—Vn? —NA?) | (n—nZ— NAZ)
Jaxiar /nM, Bodipy PC | Texas
1060 1261 948 1089 704 823
Red DHPE
Eindringtiefe

Ein weiterer interessanter Parameter in Hinblick auf hier durchgefiihrten Experimente, ist die
Tiefe, bis zu welcher in Poren befindlicher Farbstoff detektiert werden kann. Ausgehend von
einfachen geometrischen Uberlegungen, lasst sich die Eindringtiefe h des Lichtkegels als
Funktion des halben Offnungswinkels des Objektivs o und des Porendurchmessers d geman
Gl. 3.11 bestimmen:

d

— ] Gl.3.11
2-tana

Setzt man GI. 3.8 ein, so ergibt sich fur eine numerische Apertur von 1,0 und einem
Brechungsindex von 1,33 ein Zusammenhang von Eindringtiefe und Porendurchmesser von:

h= Gl. 3.12

2,28

Unter Berticksichtigung eines axialen Auflésungsvermdgens von etwa 1 um, sind Membran-
fluoreszenz und Fluoreszenz eines in den Poren eingeschlossenen Farbstoffs also ab einem
Porendurchmesser von d>2 um unterscheidbar. Einen Uberblick tber gemaR GI. 3.12
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berechneter Eindringtiefe und Durchmesser der géngigsten in dieser Arbeit verwendeten
Porengeometrien ist in Tabelle 3.6 dargestellt.

Tabelle 3.6: Gemal Gl. 3.12 berechnete Eindringtiefe fuir Poren verschiedener Durchmesser und Geometrien.

Porentyp, -durchmesser | Eindringtiefe (CLSM) h /um | Porentiefe /um

Runde Poren, 3,5 um 1,54 9

Runde Poren, 4,5 um 1,97 9

Runde Poren, 5,5 um 2,41 9

Eckige Poren, 8,0 um 4,96 (diagonal) 12
Durchfiihrung

Es wurde das Konfokalmikroskop LSM 710 mit der Software ZEN 2008 verwendet. Alle
Aufnahmen wurden mit einem Wasserimmersionsobjektiv (W Plan-Apochromat 63x/1.0
M27, Carl Zeiss GmbH, Jena) durchgefihrt. Das Gerat ist mit verschiedenen Lasern
ausgestattet, welche zur Anregung verschiedener Farbstoffe verwendet wurden. Ein Uberblick
hierzu findet sich in Tabelle 3.7.

Tabelle 3.7: Uberblick der zur Anregung der angegebenen Farbstoffe verwendeten Laser und des detektierten
Emissionsbereichs.

Laser Fluorophor Detekionsbereich
Diode (405 nm), 30 mW Pyranin (Protoniert) 500 — 580 nm
Ar-lonen (458 nm), 25 mW Pyranin (Deprotoniert) 500 — 580 nm

Ar-lonen (488 nm), 25 mW | Bodipy PC, Alexa Fluor 488 500 — 580 nm

DPSS (561 nm), 20 mW Texas Red, Cy3 600 — 700 nm

Die Bilder wurden mit einer Farbtiefe von 8 Bit aufgenommen und Aufnahmen, bei denen
weder stark photobleichende Fluorophore (Pyranin, protonierte Form), noch eine hohe
zeitliche Auflosung notig waren, wurden mit bis zu achtfach gemittelten Scanlinien durchge-
fihrt, um die Bildqualitat zu verbessern. Bei gleichzeitiger Aufnahme mehrerer Fluorophore
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in einem Bild, wurden die einzelnen Laserlinien nacheinander eingestrahlt und die Emission
dabei detektiert (track scanning). Wurden mehrere Fokusebenen nacheinander aufgenommen
(z-stack, Abb. 3.9, A), so wurden hierflir héchste und tiefste Ebene festgelegt und ein Abstand
in z-Richtung der Ebenen voneinander im Bereich des axialen Aufldsungsvermdgens (etwa
700 bis 900 nm) gewahlt. Dreidimensionale Anordnungen solcher gestapelten fokalen Ebenen
wurden in Ortho-Ansicht dargestellt (Abb. 3.9, B) Eine Nachbearbeitung der Bilder sowie das
Auslesen von Intensitdten manuell gelegter ROIs erfolgte mit Hilfe der Software ZEN 2008,
ZEN 2009 LE und der Software ImageJ.

A

V.Z

Abb. 3.9: Prinzip der Darstellung dreidimensionaler konfokalmikroskopischer Fluoreszenzaufnahmen. A zeigt
eine Folge von zehn Einzelbildern, welche denselben Bildausschnitt in X,y-Richtung zeigen. Zwischen den
Bildern wurde der Fokus in z-Richtung je um Az =1 um verandert (z-stack). B In der Ortho-Darstellung eines
z-stacks werden neben der x,y-Ebene auch die Fluoreszenz in x,z-Ebene (oben) und y,z-Ebene (rechts)
dargestellt. Die Auswahl der beiden z-Ebenen erfolgt dabei durch Verschieben zweier Linien (weil}) im
x,y-Ausschnitt. Zur besseren Ubersichtlichkeit wird die Substratoberflache hierbei als z = 0 definiert und ist in
den z-Ebenen durch eine weifle Linie gekennzeichnet.
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Bei Aufnahmen, welche nicht am Konfokalmikroskop gemacht worden waren, kam das
Auflicht-Fluoreszenzmikroskop Axiotech Vario (Carl Zeiss GmbH, Jena) zum Einsatz. Es ist
mit einem Wasserimmersionsobjektiv (Achroplan 40x/0.8 W) ausgestattet und wurde mit den
Filtersatzen 44 (BP 475/40, FT500, BP 530/50) sowie 45 (BP 560/40, FT585, BP 630/75,
beide Carl Zeiss GmbH, Jena) betrieben. Zur Bildnachbearbeitung und Bildanalyse wurde das
Programm AxioVision LE (V. 4.8, Carl Zeiss GmbH, Jena) eingesetzt.

3.5.1 Fluorescence Recovery After Photobleaching

Um die Mobilitat von Lipiden innerhalb 16sungsmittelfreier und 16sungsmittelhaltiger poren-
Uberspannender Membranen adressieren zu konnen, wurde die Fluoreszenz membran-
integrierter Farbstoffe innerhalb eines definierten Bereichs mit Hilfe eines starken Laserpulses
irreversibel geldscht. Sind die Bestandteile der Membran mobil, so steigt die Intensitit der
Fluoreszenz innerhalb des gebleichten Bereichs durch zweidimensionale Diffusion wieder an.
Gebleichte Molekiile werden aus dem Bereich heraus, ungebleichte, fluoreszierende Molekule
in den Bereich hinein transportiert. Dieses Experiment ist als fluorescence recovery after
photobleaching (FRAP) bekannt und wurde mit einem entsprechenden Modell zur Quantifi-
zierung der Lipidmobilitdt in Form eines Diffusionskoeffizienten D erstmals 1976 von
Axelrod beschrieben.'’® Ein beispielhafter Intensitatsverlauf einer gebleichten ROI ist in
Abb. 3.10 dargestellt. Die Intesitat einer ROl unmittelbar nach dem Bleichen als Anteil der
Ausgangsintensitdt wurde als lgeicn bezeichnet und ist nicht zu verwechseln mit dem
Parameter lo, welcher erst nach Korrektur um unspezifisches Photobleichen und Normierung
des Intensitatsverlaufs erhalten wurde.
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Abb. 3.10: A Intensitatsverlauf eines typischen fluorescence recovery after photobleaching (FRAP)
Experiments. Die Intensitat der ROI in einem Bild vor dem Bleichen (B, t < 0's, schwarzer Kreis) wird auf den
Wert 1 normiert (I;), die Intensitatswerte fiir die gebleichte ROl (B, t=0s) werden durch diejenigen einer
ungebleichten ROI (B, blauer Kreis) im jeweils selben Bild geteilt, um unspezifisches Hintergrundbleichen zu
berticksichtigen. Parameter wie I;, Ig, o und 71, sind an entsprechender Stelle eingezeichnet. Fir dieses Beispiel
ergibt sich ein mobiler Anteil von 90,2 %. B Schematische Darstellung einer zweidimensionalen fluoreszenz-
mikroskopischen Aufnahme wéhrend eines FRAP-Experiments. Die Intensitdt der Fluoreszenz (grun) wird in
zwei ROIs ausgelesen. Vor Bleichen einer der beiden ROIs (schwarz) bei t = 0 s, weisen beide ROIs die gleiche
Intensitat auf. Durch zweidimensionale Diffusion gebleichter Molekiile aus der ROI heraus bzw. ungebleichter
Molekdle in die ROI hinein, nimmt die Intensitét innerhalb der gebleichten ROI im Verlauf der Zeitserie zu. Die
Hintergrundintensitat (beriicksichtigt durch die in blau dargestellte ROI) nimmt im Verlauf des Experiments
durch unspezifisches Photobleichen leicht ab.
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Die Auswertung eines FRAP-Experiments erfolgte mit Hilfe der Software ZEN 2008. Dabei
wurden die Intensitatswerte einer ROl wie in Abb. 3.10 dargestellt normiert und angepasst
(Gl. 3.13).

—t

I(t) = Ig— I, -exp (T_1) . Gl. 3.13

Dabei ist I(t) der Intensitatswert zum Zeitpunkt t, Iz der Grenzwert fir unendlich grof3e t und
I, die Differenz zwischen den Intensitatswerten I(t=o0) (Ig) und I(t=0) (lp). Der Parameter T,
lasst sich gemaR Gl. 3.15 in die charakteristische Diffusionszeit 71, umrechnen, bei welcher
gilt:

I(t12) = 05Uz + o). Gl.3.14
7172 = In(0,5) - (=Ty) . Gl.3.15

Aus diesen Werten kann der mobile Anteil der Lipide (M) geméal Gl. 3.16 berechnet werden:

Gl. 3.16

Der Diffusionskoeffizient D errechnet sich aus der charakteristischen Diffusionszeit z1», und
dem Radius w des Bleichprofils gemaR:

2
w Gl. 3.17

B 4'7.-1/2.

Als Radius des kreisformigen gebleichten Bereichs (w) wurde der Radius der entsprechenden
ROI eingesetzt.

Durchfiihrung

FRAP-Experimente wurden durchgefuhrt an mit Bodipy PC markierte, poreniiberspannende
Membranen, an mit Alexa Fluor 488 markiertem bR, welches in poreniiberspannenden
Membranen zuvor rekonstituiert worden war und an in Poren eingeschlossenem Pyranin, um
zu testen, ob ein diffusionsbedingter Austausch von Pyranin zwischen benachbarten Poren
moglich war. Bodipy PC und Alexa Fluor 488 wurden mit einem Puls des Argon-lonenlasers
(488 nm, 100 % Power), Pyranin mit einem Puls des Diodenlasers (405 nm, 100 % Power)
gebleicht. Die Bleichdauer sollte dabei mdglichst < 10 % des Wertes von 71, betragen, da
sonst durch Diffusion von Fluorophormolekiilen wéhrend des Bleichvorgangs ein unscharfes
Bleichprofil erhalten wird, was zu einer fehlerhaften Quantifizierung der Mobilitat fiihrt.!"®
Um die Dauer des Bleichpulses mdoglichst kurz zu halten, dabei jedoch den Farbstoff
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innerhalb der ROI mdglichst vollstandig zu bleichen, wurde unter folgenden Bedingungen
gebleicht: Zoom bleach aktiviert, eine Wiederholung (iteration=1) und eine deutlich
niedrigere Rastergeschwindigkeit im Bereich der ROI als im Rest des Bildes (different scan
speed =1 his 2). So konnte bei Bleichzeiten von wenigen Sekunden ein Bleichgrad von
ublicherweise >50% realisiert werden. Zur Auswertung wurde eine zweite ROI
vergleichbarer GréRRe und Startintensitat wie die gebleichte ROl manuell in das Bild gefugt
und diese in der Software als Referenz gewahlt.

3.6 Rasterionenleitfihigkeitsmikroskopie

Mit der Rasterionenleitfahigkeitsmikroskopie (scanning ion conductance microscopy, SICM)
ist es moglich, Aussagen Uber die Benetzung geschlossener Poren, sowie die Topografie
porentberspannender Membranen zu treffen. Diese noch relativ junge Technik zéhlt zur
Familie der rastersondenmikroskopischen Techniken (scanning probe microscopy, SPM) und
wurde von Hansma et al. erstmals 1989 beschrieben.'”™ Seitdem wurde die Technik
weiterentwickelt (hopping mode!*®®, SICM an poreniiberspannenden Membranent-82y ynd
Geréte sind inzwischen kommerziell verfligbar. Das SICM misst lonenstréme, welche durch
eine Glaspipette mit feiner Offnung (einige zehn bis hundert Nanometer) flieBen. Die Strom-
starke ist dabei abhangig vom Abstand der Spitzen6ffnung zur Probenoberflache und wird
durch Korrektur der Pipettenposition mittels Piezomotoren konstant gehalten. Die dabei
notige Auslenkung der Piezomotoren kann in ein Hohenprofil der Probenoberflache
Ubertragen werden.

Aufbau und Funktionsprinzip

Eine schematische Darstellung eines SICM-Aufbaus ist in Abb. 3.11 dargestellt. Das
Funktionsprinzip des hier verwendete SICM (IChano scanning ion conductance microscope,
lonscope, Melbourn, UK) ist nachfolgend erldutert. Eine mit wassriger Pufferlésung gefllte
Petrischale oder entsprechend groRe Messkammer wird in einen Faraday-Kafig platziert. Eine
Ag/AgCl-Gegenelektrode wird in die Losung getaucht und eine zweite Ag/AgCI-Elektrode
wird in eine mit identischem Puffer geflllte Mikropipette eingefuhrt. Zwischen beiden
Elektroden wird ein Potential von Ublicherweise 200 mV angelegt. Der Stromfluss ist dabei
durch die Geometrie der Spitzen6ffnung und dem damit einhergehenden Widerstand von
typischerweise > 150 MQ limitiert und liegt im Nanoamperebereich. Eine ausfiihrliche
Beschreibung des Zusammenhangs von Spitzengeometrie und Pipettenwiderstand kann bei
Bocker gefunden werden. '8!
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Abb. 3.11: Schematischer Aufbau eines Rasterionenleitfadhigkeitsmikroskops (SICM). Zeichnung nicht
maRstabsgetreu.

Die Spitze kann durch Piezomotoren in z-Richtung bewegt werden. In x- und y-Richtung kann
sie durch Bewegung der Probe mittels zweier weiterer Piezomotoren adjustiert werden.
Nahert sich die Spitze mit ihrer Offnung einer nicht-leitenden Oberflache (z. B. einer Lipid-
membran oder einer Luftschicht), so wird das Volumen, aus welchem lonen aus der Lésung
durch die Spitzen6ffnung treten und zur Elektrode gelangen kénnen, reduziert und es sinkt
das Stromsignal (Abb. 3.12). Das Signal wird an einen Computer geleitet, an welchem ein
Grenzwert (setpoint) eingestellt werden kann, bis zu welchem das Stromsignal abfallen darf,
bevor die Annaherung der Pipette in z-Richtung gestoppt wird. Das hier beschriebene System
wurde im hopping mode betrieben, also mit in z-Richtung oszillierender Pipette (Abb. 3.12,
A). Zur Aufnahme eines Bildes wird die Pipette an die Probe angenahert und ein Ausschnitt
einer GréBe von bis zu 50-50 um abgerastert. Die Pipette oszilliert mit definierter Amplitude
(2-15 pm) Gber einen Bildpunkt, bis das Stromsignal aufgrund der Nahe zur Probenoberflache
unter den zuvor festgelegten Grenzwert fallt (99,7 bis 98 % des Maximalsignals), oder die
Tiefstauslenkung der Oszillation erreicht ist. Die zugehdrige z-Auslenkung des Piezomotors
wird als Hohe an diesem Bildpunkt registriert und die Pipette rastert den ndchsten Bildpunkt
ab.
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Abb. 3.12: Schematische Darstellung der Korrelation von Spitzen-Proben-Abstand (schwarz) und lonenstrom
(blau) sowie Amplitude des lonenstroms (rot) eines SICM im hopping mode."®! A Die Spitze oszilliert mit einer
definierten Amplitude in z-Richtung und wird dabei der Oberflache (grau) angendhert. Die Signalstarke des
lonenstroms oszilliert mit gleicher Frequenz und sinkt mit abnehmendem Spitzen-Proben-Abstand, wobei die
Amplitude des Signals zunimmt. B Gemessener lonenstrom und Amplitude in Abhangigkeit der z-Piezoausdeh-
nung. Mit steigender Piezoausdehnung (sinkendem Spitzen-Proben-Abstand) nimmt der detektierte lonenstrom
zundchst sehr langsam, dann schnell ab. Féllt er unter einen zuvor festgelegten Grenzwert, so wird das z-Piezo
zurlickgefahren, bis das lonenstromsignal das Ausgangsniveau erreicht. Die funktionelle Form des lonenstroms
und der Amplitude sind bis auf das VVorzeichen sehr ahnlich. Die Modulationsamplitude betragt 120 nm bei einer
Modulationsfrequenz von 800 Hz.

Auflésungsvermégen

Das Auflosungsvermdgen eines SICM wurde anhand Kleinster Strukturen, wie Membran-
proteinen, Nanokristallen von biotinyliertem BSA, oder auch von Antikdrpern experimentell
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bestimmt.l** Dabei ergaben sich Werte von diaera = 100 bis 200 nm (Durchmesser der
Pipettenspitze) und daxiar = 5 nm. Das axiale Auflésungsvermdgen ist also deutlich héher, als
das laterale, welches nach Donnermeyer wie auch bei anderen SPM-Techniken tblich, durch
den Durchmesser der Pipettenspitze limitiert ist. Es gilt zu beachten, dass diese Werte fir ein
Prototyp-SICM ermittelt wurden mit per Laser-Puller gezogenen Pipettenspitzen und einer
optimierten elektrischen Isolierung. Durch Verwendung eines filamentgeheitzten Mikro-
pipettenziehgerats lassen sich Pipetten mit weniger isotroper Spitzengeometrie ziehen, was
das Auflosungsvermdgen des in dieser Arbeit verwendeten Aufbaus negativ beeinflusst.
Strukturen mit axialen Dimensionen daxia < 50 nm lief3en sich praktisch nicht auflosen.

Durchfiihrung

Die Probe (Siliziumsubstrat fixiert in Petrischale oder entsprechend grofRer Messkammer)
wurde in einen Probenhalter im SICM platziert. Eine Messpipette wurde aus einer Glaskapil-
lare (Borsilikatglas, AuRendurchmesser 1,00 mm, Innendurchmesser 0,58 mm, Lange 80 mm,
mit Filament, NPI Electronic GmbH, Tamm) mit Hilfe eines Mikropipettenziehgerats (P-1000
puller, Sutter Instruments, Novato, CA, USA, Parameter: Heat: Ramp, Pull: 150, Velocity: 75,
Time: 250, Pressure: 500, Loops: 1, 2,5-2,5 mm Box Filament) gezogen und mit filtrierter,
entgaster Pufferldsung (160 mM KCI, 10 mM MOPS, pH 7,3 (KOH), Filterfeinheit 0,2 um)
blasenfrei geflllt. Eine Ag/AgCl-Elektrode wurde in die Pipette eingeflhrt, beides in das
Gerat montiert und elektrisch kontaktiert. Eine Spannung von 200 mV wurde am Gerét
eingestellt und Elektrode und Gegenelektrode in die Probenlésung getaucht. Wurde an diesem
Punkt kein Stromsignal im Nanoamperebereich angezeigt, so wurde die Pipette auf Luftblasen
untersucht und bei Bedarf eine neue gezogen. Eine Oszillationsamplitude zwischen 2 und
15 um wurde eingestellt, der Grenzwert (setpoint) auf 0,3 bis 2 % geregelt und die Pipetten-
spitze an die Substratoberflache mit 15 bis 20 nm's® angendhert. Ein Bildausschnitt
definierter GroRe wurde aufgenommen und nach Ende der Messung die Pipette aus der
Losung heraus in maximale z-Position gefahren. Die Bildnachbearbeitung sowie Bildanalyse
erfolgte mit Hilfe der Software ScanIC (V 1.0, lonscope, Melbourn, UK) und der Software
Gwyddion (V. 2.20, http://gwyddion.net/).

Die Elektroden wurden regelmé&Rig neu chloridiert. Hierzu wurden die alte Chloridschicht mit
Schmirgelpapier entfernt, die Elektrode mit Reinstwasser gespilt und zusammen mit einer
Platin-Gegenelektrode in eine 0,5 M KCI-L6ésung getaucht. Die Elektroden wurden an ein
Gleichspannungsnetzteil (PS280, Tektronix, Beaverton, OR, USA) angeschlossen und eine
Spannung von 0,5 V angelegt, welche langsam auf bis zu 3 VV erhéht wurde, wobei sich ein
schwarzer Niedeschlag auf den Elektroden bildete. Nach mehrmaligem Umpolen wurde die
fertig chloriderte Elektrode mit Reinstwasser gespult und ins SICM eingesetzt.
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4 Ergebnisse

4.1 Praparation wund Charakterisierung poreniiberspannender
Membranen

Voraussetzung fiir eine Kompartimentierung der Poreninnenrdume von Siliziumsubstraten
und damit der Mdglichkeit, elektrochemische Gradienten zwischen Porenvolumen und
Uberstehender Losung aufzubauen, ist die Separation beider Bereiche durch eine Lipid-
membran. Schrittweise wurden ausgehend von porésen Siliziumsubstraten Strategien
entwickelt, welche die Bildung porentiberspannender Membranen und den Einschluss von
Farbstoff im Poreninnenraum ermdglichten. Dabei wurde auf eine Praparation von lésungs-
mittelhaltigen Membranen mit Hilfe der painting-Technik, sowie auf die Bildung lésungs-
mittelfreier Membranen durch Vesikelspreiten zuriickgegriffen. Optische (zwei- und dreidi-
mensionale Konfokalmikroskopie) und sondenmikroskopische (Rasterionenleitfahigkeitsmi-
kroskopie) Methoden wurden zur Charakterisierung des Systems eingesetzt.

4.1.1 Losungsmittelhaltige poreniiberspannende Membranen (painted mem-
branes)

Siliziumsubstrate mit geschlossenen, mikrometergroen Poren (8:8:12 pm®, Abb. 3.5, B)
wurden eingesetzt, um mit Hilfe der painting-Technik poreniiberspannende Membranen zu
bilden. Hierzu wurde zundchst eine dinne Schicht aus Gold (30 bis 60 nm) auf den
Stegbereich der pordsen Siliziumsubstrate aufgebracht und durch Chemisorption eines Thiols
(Cholesterylpolyethylenoxythiol, CPEO3) eine hydrophobe, selbstorganisierende Monolage
(self assembled monolayer, SAM) gebildet. Auf CPEO3-funktionalisierten Substraten kann
durch Aufbringen eines Lipid-Lésungsmittelgemisches nach Ausdiinnen des Ldsungsmittels
eine planare Membran gebildet werden.[*®®) Auftragen einer kleinen Menge n-Propanols und
anschlieBendes Spulen mit Pufferlésung sollte eine vollstandige Benetzung der Poren mit
wassriger Losung bewirken. Eine Loésung von Lipid (DPhPC bzw. DPhPC/DPPA, 9:1) in
n-Dekan wurde mit Hilfe eines feinen Pinsels auf die funktionalisierte Substratoberflache
aufgetragen. Membranen aus DPhPC weisen hohe elektrische Widerstdnde auf und eignen
sich zur Messung von lonenstromen durch Kanalproteine auf Einzelkanalebene.*? In
Hinblick auf den Aufbau stabiler lonengradienten Giber Membranen wurde somit DPhPC zur
Bildung porentiberspannender Membranen verwendet. Das bei pH 7,3 negativ geladene Lipid
DPPA verhindert eine Akkumulation des wasserloslichen, dreifach negativ geladenen
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Fluoreszenzfarbstoffs Pyranin im Bereich der Membran. Die Markierung der Membran mit
dem Fluorophor Bodipy PC erlaubte die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der so
gebildeten porenuberspannenden painted membranes. Eine konfokalmikroskopische
Aufnahme mehrerer Ebenen in z-Richtung (z-stack, Kapitel 3.5) von einem lipidschicht-
uberspannten Bereich eines Substrates ist in Abb. 4.1, A dargestellt. Porenbereiche zeigen
eine helle, grine Fluoreszenz, was auf die erfolgreiche Ausbildung poreniberspannender
Lipidschichten hindeutet. Der Stegbereich dazwischen hebt sich durch eine dunklere
Fluoreszenz davon ab, da die Goldbeschichtung dort einen Teil der Fluoreszenz Ioscht. In
diesem Ausschnitt einer GroBe von etwa 94-94 pm? sind alle 64 sichtbaren Poren mit einer
Lipidschicht bedeckt. Typischerweise konnten bei Anwendung der painting-Technik sehr
grofl3e, zusammenhdangende Bereiche des Substrates mit poreniiberspannenden Lipidschichten
bedeckt werden, bis hin zu 100 %. Die Ortho-Darstellung erméglicht eine Aussage uber die
Verteilung der Fluoreszenz in z-Richtung. Hierbei zeigt sich, dass sich die Fluoreszenz nicht
ausschlieBlich auf die Ebene der Substratoberflache (z = 0) beschrankt, sondern Fluoreszenz
noch 2,6 um oberhalb der Substratoberflache, sowie bis zu 4,4 um innerhalb der Poren
detektierbar ist. Da das Auflosungsvermogen des Mikroskops etwa 1 pum in z-Richtung und
die Dicke einer Lipiddoppelschicht etwa 5 nm betragt, deutet die tiber einen weiten Bereich in
z-Richtung detektierbare Fluoreszenz nicht auf die Bildung einer definierten Membran hin.
Vielmehr ist ein vielfacher Uberschuss an Lésungsmittel vorhanden, so dass es sich um eine
dreidimensionale Lipid-Losungsmittelschicht handelt. Die hier abgebildete Aufnahme ist
beispielhaft flir grole Bereiche vieler Substrate, es finden sich jedoch auch Bereiche mit in
z-Richtung weniger breit oder weniger homogen verteilter Fluoreszenz (Abb. 4.2, E und F).
Daher stellt sich der Verlauf der Fluoreszenz von durch painting-Technik préaparierten poren-
uberspannenden Membranen auf kleine Bereiche bezogen als homogen, auf das gesamte
Substrat bezogen jedoch als heterogen dar.
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Abb. 4.1: A Ortho-Darstellung einer dreidimensionalen, konfokalmikroskopischen Aufnahme eines pordsen
Siliziumsubstrates (Porendimensionen: 8-8-12 um®) mit einer per painting-Technik praparierten poreniiberspan-
nenden Membran (DPhPC/DPPA/Bodipy PC, 89,8:10,0:0,2). Malistabsbalken 10 um, z-Dimension: 13,2 um (16
Einzelbilder). Die Substratoberflache ist definiert als z=0 um (weile Linie in x,z- und y,z-Ebene, Punkte bei
z>0 um liegen in der Lésung oberhalb der Substratoberflache, Punkte bei z <0 um liegen im Poreninneren
unterhalb der Substratoberflache. Pufferlésung: 160 mM KCI, 10 mM MOPS, pH 7,3 (KOH). B SICM-
Aufnahme und Héhenprofil einer poreniiberspannenden painted membrane (DPhPC/Bodipy PC, 99,5:0,5; Poren-
dimension wie in A). Pufferlésung: 100 mM KCI, 20 mM TRIS, 1 mM CacCl,, 0,5 mM Pyranin, pH 7,4 (HCI).

Rasterionenleitfahigkeitsmikroskopische Aufnahmen (scanning ion conductance microscopy,
SICM-Aufnahmen) von painted membranes unterstiitzen dieses Modell (Abb. 4.1, B) und
liefern dabei eine hohere Auflosung der Oberflachenstruktur in z-Richtung, als konfokal-
mikroskopische Aufnahmen (Kapitel 3.5 und 3.6, Aufldsungsvermdgen). Ein Ausschnitt von
40-40 um? (in Abb. 4.1, B nicht vollstandig abgebildet) zeigt eine Oberflache mit einer
maximalen Hohendifferenz von etwa 370 nm. Dabei sind keine porenférmigen Strukturen
erkennbar, sondern es ergibt sich eine planare Topografie. Ein Profil entlang der in rot
eingezeichneten Linie verdeutlicht diesen Befund und entspricht dem Verlauf der in Abb. 4.1,
A erkennbaren planaren Grenzschicht des fluoreszierenden Bereichs bei z = +2,6 um in x,z-
und y,z-Ebene. Insgesamt zeigten SICM-Aufnahmen in den meisten Féllen planare
Oberflachen mit Hohenunterschieden <50 nm entlang einer scan-Linie. In seltenen Fallen
konnten Poren- und Stegflache durch geringe Hohendifferenzen voneinander strukturell
unterschieden werden.

Mobilitdt der Lipide

Mittels fluorescence recovery after photobleaching (FRAP) Experimente wurde die Mobilitat
der Lipide innerhalb der poreniiberspannenden Losungsmittel-Lipidschicht adressiert. Der
daraus ermittelte mobile Anteil M innerhalb einer Lipidschicht kann Aufschluss dariber
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geben, ob ein Lipidaustausch zwischen benachbarten Poren mdglich ist. Weiterhin sollte
gepruft werden, ob durch FRAP-Experimente zwischen I6sungsmittelreichen und I6sungs-
mittelarmen Bereichen eines Substrates unterschieden werden kann. Hierzu wurde die
Fluoreszenz in einem definierten Bereich (region of interest, ROI) durch einen Laserpuls
hoher Intensitat irreversibel geloscht und der zeitliche Verlauf der Fluoreszenzintensitat in
diesem Bereich aufgenommen (Kapitel 3.5.1). Dabei ergab sich ein sehr inhomogenes Bild
fir verschiedene Bereiche bedeckter Poren. Exemplarisch sind die zeitlichen Verlaufe der
Fluoreszenzintensitat wahrend eines FRAP-Experiments, sowie die zugehdrigen fluoreszenz-
mikroskopischen Aufnahmen direkt nach dem Bleichen und am Ende der Zeitserie zweier
unterschiedlicher Stellen desselben Substrates in Abb. 4.2 dargestellt. Wéhrend Abb. 4.2, B
und C eine Stelle mit homogener Bodipy PC Fluoreszenz zeigen, lassen sich in Abb. 4.2, E
und F im Porenbereich teilweise Stellen verringerter Intensitat ausmachen. Diese Unter-
schiede in der Bodipy PC Fluoreszenz spiegeln sich in den Verladufen der FRAP-Experimente
wider. Abb. 4.2, A zeigt einen Abfall der Fluoreszenzintensitat nach dem Bleichen auf einen
Wert von 53 % der Ausgangsintensitat (im Folgenden als Igich bezeichnet). Die Intensitat im
gebleichten Bereich steigt rasch wieder an und ergibt einen mobilen Anteil von M =97 %. In
Abb. 4.2, D sinkt die Fluoreszenzintensitdt nach dem Bleichen bei dhnlicher Laserleistung
und Bleichdauer auf 26 % der Initialintensitat ab und steigt im Folgenden nur sehr langsam
und in geringem Mal3e wieder an. Es ergibt sich ein mobiler Anteil von M = 21 %.
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Abb. 4.2: FRAP-Experimente an I6sungsmittelhaltigen poreniiberspannenden Membranen. A und D zeigen den
zeitlichen Verlauf der Bodipy PC Fluoreszenzintensitat je zweier ROIs (rot entspricht der nicht gebleichten
Referenz; schwarz entspricht dem gebleichten Bereich, in den Fluoreszenzbildern weil3 dargestellt). Beide Zeit-
serien wurden an unterschiedlichen Stellen derselben Probe (Abb. 4.1, A) aufgenommen. Fur A ergibt sich ein
mobiler Anteil von M = 97 %, flr D betragt der Wert M = 21 %. B und C, sowie E und F zeigen die zugehdrigen
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen bei t=0s (B, E, direkt nach dem Bleichen) und bei t=60s (C, F).
Lipidzusammensetzung DPhPC/DPPA/Bodipy PC, 89,8:10:0,2, Pufferlésung: 160 mM KCI, 10 mM MOPS,
pH 7,3 (KOH). MaRstabsbalken 10 um.

Diese Inhomogenitat in Bezug auf die Mobilitat der Lipide fand sich in allen betrachteten
Proben, die mittels painting-Technik prapariert worden waren. Entweder wiesen die
Membranen einen hohen mobilen Anteil auf und die Fluoreszenz innerhalb der gebleichten
ROI konnte nur um rund die Halfte des Ausgangswertes reduziert werden, oder die
Fluoreszenz innerhalb der ROI zeigte kaum einen Anstieg und somit einen sehr geringen
mobilen Anteil, wobei sich der Fluorophor deutlich starker bleichen lieR. Zusammenfassend
wurden fir die FRAP-Experimente mobile Anteile von M=65+40% (Mmax =97 %,
Mmin =7 %) erhalten. Nach dem Bleichen ergaben sich Fluoreszenzintensitaten von
Igleich =44 £ 19 % (Igjeichmax = 73 %, lgleichmin = 24 %) der Ausgangsintensitat. Die hohe
Inhomogenitat der Lipidmobilitdt wird starken Schwankungen im lokalen Gehalt von
Losungsmittel entlang des Substrates zugeordnet.
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Ausfrieren des Losungsmittels

Das Aufbringen von Lipid gel6st in n-Dekan auf hydrophob funktionalisierten porésen
Substrate resultierte wie oben gezeigt in einem porentiberspannenden Lipid-Losungsmittel-
gemisch mit inhomogener Ausbreitung in z-Richtung und uneinheitlicher Lipidmobilitat. Um
den Losungsmittelgehalt zu reduzieren und so die Struktur der Lipidschicht homogener zu
gestalten, wurde remanentes Losungsmittel ausgefroren.*”® Hierzu wurde die fertig
praparierte Probe fur wenige Minuten bei -21°C gelagert ohne dabei einzufrieren
(Kapitel 3.2.10). Nach Erwédrmen der Probe auf Raumtemperatur, wurde diese erneut
konfokalmikroskopisch und mittels SICM untersucht, wobei sich signifikante Unterschiede
im Vegleich zur unbehandelten Probe ergaben (Abb. 4.3). Wie in Abb. 4.3, A zu erkennen,
sind auch nach dem Prozess des Losungsmittelausfrierens alle Poren im gezeigten Bildaus-
schnitt Gberspannt (grine Fluoreszenz). Allerdings ist die Fluoreszenz innerhalb der einzelnen
Poren ungleichmaRiger verteilt, als dies vor dem Ausfrieren des Losungsmittels der Fall war
(Abb. 4.1, A). Im Zentrum einzelner Poren ist die Fluoreszenz schwacher ausgeprégt, als am
Porenrand. Bei Betrachtung der Fluoreszenzverteilung in z-Richtung wird deutlich, dass die
poreniberspannenden Membranen im Zentrum der Poren dinner erscheinen, als im Rand-
bereich der Poren. Die Fluoreszenz erstreckt sich im Porenzentrum bis zu z = -1,8 um tief in
die Poren hinein, am Rand bis zu z=-3,5 um tief ins Poreninnere. Diese Werte liegen
deutlich unterhalb derjenigen fir poreniberspannende painted membranes vor dem
Ausfrieren des Losungsmittels (Uberall bis z = -4,4 um). Auch die Fluoreszenz oberhalb der
Substratebene verringerte sich von z=+2,6 um vor Ausfrieren auf z=+0pum nach
Ausfrieren des Losungsmittels. Es ist also keine Fluoreszenz mehr oberhalb der Substrat-
oberflache detektierbar. Nach dem Ausfrieren des Ldsungsmittels ergaben sich insgesamt
(N =136) fiir die Bodipy PC Fluoreszenz Ausdehnungen von 0 bis -2,6 um fir den Gberspan-
nenden Bereich in der Mitte der Pore und von 0 bis -4,4 um fir den Porenrandbereich, was
auf eine Abnahme des Gehalts remanenten Losungsmittels hinweist.

Eine Veranderung der Topografie des Lipid-Losungsmittelgemisches im pordsen Bereich der
Substrate wird durch SICM-Aufnahmen bestatigt (Abb. 4.3, B). Konnte vor Ausfrieren des
Losungsmittels nur in Einzelféllen die pordse Struktur des Substrates abgebildet werden
(Abb. 4.1, B), so ergab sich danach ein Bild, in dem deutlich zwischen hoherliegendem
Stegbereich (hell) und tiefer im Poreninneren liegendem membraniberspannten Bereich
(dunkel) unterschieden werden konnte. Das Profil entlang der in rot eingezeichneten Linie
zeigt, dass die Poren erst in einer Tiefe von z=-(3,1+0,3) um die Poren (berspannen.
Insgesamt ergab sich nach Ausfrieren eine Membrantiefe in Uberspannten Poren von
z=-(1,60 £ 1,14) um (N = 103). Dieser Wert weist eine recht groRe Standardabweichung auf,
innerhalb einer Probe variierten die Tiefen der Membranen jedoch stets nur um bis zu 15 %.
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Abb. 4.3: A Ortho-Darstellung einer dreidimensionalen, konfokalmikroskopischen Aufnahme eines pordsen
Siliziumsubstrates (8:8:12 um®) mit einer mit Hilfer der painting-Technik praparierten poreniiberspannenden
Membran nach Ausfrieren des Ldsungsmittels (DPhPC/DPPA/Bodipy PC, 89,8:10,0:0,2). Malstabsbalken
10 pm, z-Dimension: 7,9 um (10 Einzelbilder). Pufferlésung: 160 mM KCI, 10 mM MOPS, pH 7,3 (KOH). B
SICM-Aufnahme und Héhenprofil einer poreniiberspannenden painted membrane nach Ausfrieren des Losungs-
mittels (DPhPC/Bodipy PC, 99,5:0,5; Porendimension wie in A). Pufferlgsung: 100 mM KCI, 20 mM TRIS,
1 mM CaCl,, 0,5 mM Pyranin, pH 7,4 (HCI). Poreniiberspannende Membranen bedecken die Poren in einer
Tiefe vonz = -(3,1 £ 0,3) pm.

Z/ um

Nachdem Unterschiede in der axialen Verteilung der Membranfluoreszenz und in der mittels
SICM ermittelten Topografie der Uberspannten Poren nach Ausfrieren des Ldsungsmittels
festgestellt worden waren, wurde auch die Mobilitat der Lipide innerhalb tieftemperatur-
behandelter Proben untersucht (Abb. 4.4). Der Intensitatsverlauf der FRAP-Experimente nach
Losungsmittelausfrieren war einheitlicher, als bei solchen Proben, welche keinem solvent
freeze-out unterzogen worden waren. Dies spiegelt sich in den ermittelten Werten von
M=85+20% (Mmax =98 %, Mnin=41%) fur den mobilen Anteil und Igjeich =51 £ 8 %
(Iteich,max = 67 %, lgieichmin = 45 %) flr die Intensitdt nach dem Bleichen bezogen auf die
Ausgangsintensitat wider. Wahrend der mobile Anteil und die Intensitat nach dem Bleichen
leicht stiegen, verringerten sich die Fehler beider Werte drastisch. Eine Zusammenfassung der
Ergebnisse fur die Charakterisierung porenuberspannender painted membranes vor und nach
dem Ausfrieren des Losungsmittels ist in Tabelle 4.1 aufgefuhrt.
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Abb. 4.4: A Intensitatsverlauf eines FRAP-Experiments an einem pordsen Siliziumsubstrat (8:8-12 pm?®) mit
einer per painting-Technik praparierten poreniiberspannenden Membran nach Ausfrieren des Ldsungsmittels
(DPhPC/DPPA/Bodipy PC, 89,8:10,0:0,2). Pufferldsung: 160 mM KCI, 10 mM MOPS, pH 7,3 (KOH). B und C
zeigen die zugehdrigen Fluoreszenzaufhahmen bei t = 0 s (unmittelbar nach dem Bleichen) und t = 59,1 s (Ende
der Zeitserie). MaRstabsbalken 10 um. Gebleicht wurde der in weil} eingezeichnete Bereich, dessen Intensitéts-
verlauf in A in normierter Form aufgetragen ist. Es ergibt sich ein mobiler Anteil von M =94 %.

Tabelle 4.1: Vergleich der Ausdehnung der Membranfluoreszenz in Porenmitte und Porenrand in z-Richtung
(AZporenmittes AZporenrand), der Tiefe, in welcher Membranen eine Pore iberspannen (z), sowie des mobilen Anteils
(M) und der Intensitdt nach Bleichen in Bezug auf die Ausgangsintensitat (lgicn) je mit Maximal- und
Minimalwerten. Die Werte wurden ermittelt fir porentberspannende Membranen prépariert nach der painting-
Technik vor und nach Ausfrieren des Lésungsmittels. Die angegebenen Fehler entsprechen jeweils der Standard-
abweichung. Die Anzahl der berticksichtigten Experimente bzw. Aufnahmen ist als N angegeben.

\or solvent freeze-out Nach solvent freeze-out
CLSM:
AZporenmitte /1AM +0 bis -2,6
+2,6 bis -4,4

AZporenrand [HM +0 bis -4,4
SICM: N=6 N =2 (9 Poren) N =20 (103 Poren)
Z lym < 0,05 0,22 £ 0,03 1,60+1,14
FRAP: N=6 N=7

M /% (Muax, Mmin) 65 + 40 (97, 7) 85 + 20 (98, 41)
Igieich /% (Igieich.max» IBIeich, min) 44 £ 19 (73, 24) 51 + 8 (67, 45)
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Farbstoffeinschluss

Nachdem erste Ergebnisse gezeigt hatten, dass sich durch Auftragen eines Lipid-Ldsungs-
mittelgemisches porentiberspannende Membranen erzeugen lieBen und durch Ausfrieren der
Gehalt remanenten Losungsmittels reduziert werden konnte, wurde untersucht, ob sich diese
Membranen zur Abgrenzung eines wassrigen Volumens im Poreninneren gegeniber der
Uberstehenden L6sung eignen. Hierzu wurde der wasserlésliche, pH-sensitive Fluoreszenz-
farbstoff Pyranin in den Poren eingeschlossen und die Membranen nach Tausch der tberste-
henden Pufferlésung gegen pyraninfreien Puffer auf ihre Dichtigkeit getestet. Um die
Pyraninfluoreszenz spektral von der Membranfluoreszenz abheben zu kénnen, wurde statt des
im gleichen Bereich emittierenden Bodipy PC im Folgenden der Fluorophor Texas Red
DHPE zur Markierung der Membran eingesetzt. In Abb. 4.5, A ist eine konfokalmikrosko-
pische Aufnahme poreniiberspannender Membranen dargestellt, welche in Gegenwart von
Pyranin mit Hilfe der painting-Technik gebildet worden waren. Dabei l&sst sich erkennen,
dass sich die grine Fluoreszenz des wasserloslichen Farbstoffs Pyranin nach Bildung der
Membranen und anschlieBendem Spiilen nur auf das Volumen im Poreninneren beschrénkt.
Die Ortho-Darstellung zeigt, dass der Farbstoff Texas Red DHPE im Gegensatz zum bisher
verwendeten Bodipy PC (Abb. 4.3, A) nur am Porenrand detektiert werden kann, wahrend der
Bereich in der Porenmitte unmarkiert erscheint. Dass die abgebildeten Poren dennoch mit
einer Membran uberspannt sind, l&sst sich aus der Tatsache ableiten, dass der wasserlosliche
Farbstoff Pyranin auch nach wiederholtem Spilen der Uberstehenden Pufferlésung noch in
den Poren detektiert werden kann.

In Abb. 4.5, B ist die Verteilung der Membranfluoreszenz (rot), sowie der Pyraninfluoreszenz
(griin) in z-Richtung exemplarisch fiir eine der Poren dargestellt. Die Intensitat der membran-
stdndigen Texas Red DHPE Fluoreszenz ist etwa Faktor sechs geringer, als die der
Pyraninfluoreszenz, da die Intensitét tiber die gesamte Porenflache ausgelesen wurde, sich die
Texas Red DHPE Fluoreszenz jedoch wie in Abb. 4.5, A zu erkennen im Wesentlichen auf
den Randbereich der Poren beschrankt. Dennoch l&sst sich mit hohem Bestimmtheitsmaf
(R? = 0,989) eine Gauss-Funktion anpassen, welche ein Maximum bei z = -0,87 pm und eine
Halbwertsbreite (full width at half maximum, FWHM) von FWHM = 2,7 um aufweist. Die
Membranfluoreszenz beschrénkt sich demnach auf einen in z-Richtung rund 2,7 um weiten
Bereich mit Zentrum bei -0,87 um unterhalb der Substratoberflache. Die Pyraninfluoreszenz
wird Uber einen weiteren Bereich in z-Richtung detektiert. Der Maximalwert fur die Intensitat
der Pyraninfluoreszenz liegt etwa bei z=-3,0 um. Im Gegensatz zur Texas Red DHPE
Fluoreszenz wurde an die Verteilung der Pyraninfluoreszenz keine Gauss-Funktion angepasst.
Eine Abnahme der Fluoreszenzintensitat in groRerer Porentiefe ist aufgrund der limitierten
Eindringtiefe des Lichtes (Tabelle 3.6) zu erwarten. Das Maximum der Pyraninfluoreszenz
fallt in z-Richtung auf einen Bereich rund 2 um unterhalb des Maximums der Texas Red
DHPE Fluoreszenz. Pyranin wird demnach nur im Poreninneren unterhalb der porentiberspan-
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nenden Membran detektiert. Das hohe Bestimmtheitsmal} der angepassten Gauss-Funktion bei
einem Unterschied der Maxima beider Fluoreszenzsignale von Az = 2,1 um erlaubt eine klare
Differenzierung zwischen Membranfluoreszenz und der Fluoreszenz eingeschlossenen
Farbstoffs. Es lasst sich weiterhin feststellen, dass die Pyraninfluoreszenz tiber einen grof3eren
Bereich in z-Richtung detektiert werden kann, als diejenige der mit Texas Red DHPE
markierten Membran. Einmal eingeschlossen, konnte die Pyraninfluoreszenz tiber Tage ohne
merklichen Intensitétsabfall im Poreninneren beobachtet werden.

Der Verlauf der Fluoreszenzintensitaten in z-Richtung entlang einer einzelnen pyranin-
gefiillten und membranlberspannten Pore ist in Abb.4.5, C dargestellt. Eine Ortho-
Darstellung in y-z-Ebene einer konfokalmikroskopischen Aufnahme und die mal3stabsgetreue
Darstellung des Verlaufs der Pyranin- und Texas Red DHPE Fluoreszenzintensitét in einer
ROI innerhalb der Porenflache verdeutlichen den Einschluss von Pyranin unter der poren-
Uberspannenden Membran im Poreninneren.

Um zu berpriifen, ob die einzelnen Poren des Substrates durch die Bildung poreniberspan-
nender painted membranes und anschliefendem Ausfrieren des Losungsmittels voneinander
abgetrennt werden konnten, wurde der eingeschlossene Farbstoff in einer Pore durch einen
starken Laserpuls gebleicht. Bei einer Verbindung zwischen dem Volumen der Pore und
demjenigen umliegender Poren wirde ein Austausch zwischen gebleichtem und umliegendem
ungebleichten Farbstoff mdglich sein. Dadurch wirde die Fluoreszenzintensitat im Innern der
gebleichten Pore im Verlauf einer Zeitserie wieder ansteigen. In Abb. 4.5, D ist der zeitliche
Verlauf der Pyraninintensitét einer gebleichten Pore im Rahmen eines solchen Experiments
dargestellt. Die Fluoreszenz wurde auf den Wert der Ausgangsintensitat normiert. Nach
laserinduziertem Lodschen der Pyraninfluoreszenz einer Einzelpore blieb der Intensitatswert
uber einen Zeitraum von 31 min unverandert. Eine konfokalmikroskopische Aufnahme der
Probe vor dem Bleichen (t =0 min) und am Ende der Zeitserie (t = 31 min) ist oberhalb des
zeitlichen Verlaufs in Abb. 4.5, D abgebildet. Der gebleichte Bereich ist dabei durch einen
weilRen Kreis markiert. Aufgrund dieses Befundes kann davon ausgegangen werden, dass die
waéssrigen Kompartimente innerhalb Gberspannter Poren radumlich voneinander isoliert sind.
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Abb. 4.5: A Ortho-Darstellung einer dreidimensionalen, konfokalmikroskopischen Aufnahme eines pordsen
Siliziumsubstrates (8-8-12 um®) mit einer per painting-Technik préparierten poreniiberspannenden Membran
nach Ausfrieren des Ldsungsmittels (DPhPC/DPPA/Texas Red DHPE, 89,8:10,0:0,2, rot). Malstabsbalken
10 um, z-Dimension: 18,1 um (23 Einzelbilder). Pufferlésung: 160 mM KCI, 10 mM MOPS, 0,5 mM Pyranin
(gran), pH 7,3 (KOH). B Intensitatsverlauf der Texas Red DHPE Fluoreszenz der Membran (rot, rechte Achse)
und der Pyraninfluoreszenz unterhalb der Membran (grin, linke Achse) einer uberspannten Pore. An den Verlauf
der Texas Red DHPE Fluoreszenz ist eine Gauss-Funktion angepasst worden, wobei sich ein Maximum bei
z =-0,87 um und eine Halbwertsbreite von FWHM = 2,7 um ergab. C Ortho-Darstellung in y-z-Ebene einer drei-
dimensionalen, konfokalmikroskopischen Aufnahme einer einzelnen Pore (PorenmalRe, Membranzusammen-
setzung und Pufferlosung wie in A). Unterhalb der Fluoreszenzaufnahme ist der Verlauf von Pyranin- (griin) und
Texas Red DHPE (rot, mit angepasster Gauss-Funktion) Intensitat innerhalb der durch ein weil3 gestricheltes
Rechteck markierten ROI dargestellt (siehe B). Fiir eine bessere Ubersichtlichkeit wurde auf eine Darstellung der
y-Achsen verzichtet. Die Skalierung der z-Achse gilt ebenfalls fiir die Fluoreszenzaufnahme. D Verlauf der
Fluoreszenzintensitdt von in einer Pore eingeschlossenem Pyranin nach Bleichen (Agjeicn =405 nm, 100 %
Laserleistung). Die entsprechenden Fluoreszenzaufnahmen vor dem Bleichen (t=0 min) und am Ende der
Zeitserie (t =31 min) sind Uber dem Verlauf eingefugt. Die gebleichte ROI ist in weifl dargestellt, Malstabs-
balken 10 um. Die Probe ist dieselbe, wie in A.
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4.1.2 Losungsmittelfreie poreniiberspannende Membranen

Um eine volistandig l6sungsmittelfreie Préparation von Membranen und dadurch eine
funktionelle Rekonstitution l6sungsmittelempfindlicher, membranstandiger Proteine zu
ermdglichen, wurde ein Protokoll entwickelt zur Bildung porenliberspannender Membranen
durch Spreiten mikrometergroRRer unilamellarer Vesikel (GUVs). Dazu wurden verschiedene
Typen der Funktionalisierung pordser Substrate und das Spreitverhalten von GUVs darauf
untersucht. Im Rahmen dieser Arbeit wurden hauptsachlich Experimente an Poren mit
geschlossenen Bdden (h=9um) und Porendurchmessern im  Bereich von
3,5um <d <55 pum durchgefiihrt. Um hier entwickelte Protokolle mit Ergebnissen fir
por0dse Substrate anderer Geometrie besser vergleichen zu kénnen, wurden teilweise auch
Substrate mit offenen Poren ohne Bdden mit Durchmessern von d = 2 um verwendet.

Grofsenverteilung der GUVs

Fur alle im Folgenden beschriebenen Funktionalisierungen wurden GUVs gespreitet, um
I6sungsmittelfreie planare Membranen zu bilden. GUVs wurden durch Elektroformation
rehydratisierter Lipidfilme gebildet (Kapitel 3.2.5). Dabei bildeten sich Vesikel mit einer
mehreren zehn Mikrometer breiten GroRRenverteilung. Um die GrolRe der gebildeten GUVs
mit der Porengrofie der Substrate vergleichen zu kénnen, wurden GUVs auf einem planaren
Siliziumwafer fixiert (Kapitel 3.2.6) und ihr Durchmesser anhand konfokalmikroskopischer
Aufnahmen bestimmt. Eine Verteilung der ermittelten Vesikeldurchmesser ist in Abb. 4.6
aufgefuhrt.
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Abb. 4.6: Verteilung der Durchmesser von GUVs (DPhPC/DOPC/Bio-Cap-PE/Texas Red DHPE,
59,4:39,4:1,0:0,2). Die GUVs wurden unter Hochsalzbedingungen prépariert (Pufferlésung: 320 mM Sucrose,
10 mM MOPS, 0,5 mM Pyranin, pH 7,3 (TRIS)) und auf einem mit Avidin funktionalisierten planaren Silizium-
substrat immobilisiert. Pufferlésung: 160 mM KCI, 10 mM MOPS, pH 7,3 (KOH). Die Gesamtzahl der
vermessenen GUVs betrdagt N = 91. Vesikel mit Durchmessern d < 2,5 um wurden nicht bertcksichtigt.

Der Mittelwert aller gemessenen Durchmesser betragt d = 10,3 um. GUVs mit Durchmessern
d < 2,5 um wurden nicht bertcksichtigt. Die pordsen Substrate, auf denen GUVs gespreitet
wurden, wiesen Poren mit geschlossenen Bdden und Durchmessern von d =3,5, 4,5 und
5,5 um auf. Aus der GroRenverteilung der GUVs geht hervor, dass 78 % der GUVs einen
Durchmesser d > 5,5 um besitzen. Fir 4,5 pum sind es bereits 87 % und fir 3,5 um 98 % aller
GUVs. Damit weist der Grofteil der mittels Elektroformation gebildeten GUVs einen
groleren Durchmesser auf, als die durch Spreiten zu berspannenden Poren, was fuir Poren
mit Durchmessern bis 200 nm als Voraussetzung zur Bildung porenlberspannender
Membranen bestimmt wurde.

Spreiten auf unfunktionalisierten porésen Substraten

Fir die Praparation l6sungsmittelhaltiger porenuberspannender Membranen ist eine
hydrophobe Funktionalisierung der Substratoberflache in Form von auf einer Goldschicht
chemisorbiertem CPEO3 verwendet worden. Losungsmittelfreie Membranen, welche durch
Vesikelspreiten generiert werden konnen, stellen eine Alternative zu diesem System dar und
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wurden bereits auf einer Vielzahl von Substraten erzeugt. So konnten Vesikel sowohl auf
hydrophob  funktionalisierten!*®¥ als  auch auf hydrophil  funktionalisierten
Oberflachen*®! und sogar auf vollig unfunktionalisiertem Siliziumdioxid 8”188 gespreitet
werden. Dementsprechend wurde zundchst auf unfunktionalisierten, geschlossenen Silizium-
substraten gespreitet (runde Poren, Porendurchmesser 3,5 bis 5,5 um, Porositat 10 bis 40 %),
welche mit einer Schicht aus Siliziumdioxid (500 nm) bedeckt waren. Eine dreidimensionale,
konfokalmikroskopische Aufnahme eines Substrates nach Zugabe von GUVs und
anschlieBendem Spilen ist in Abb. 4.7, A dargestellt. Da die Stegbereiche des Substrates
nicht mit Gold funktionalisiert wurden, wird die Fluoreszenz dort nicht geléscht und kann
detektiert werden. Ein groRer Teil des abgebildeten Substrates ist mit einer Lipidmembran
bedeckt, wie die rote Texas Red DHPE Fluoreszenz zeigt. Im Randbereich einzelner Poren ist
die Intensitat der Texas Red DHPE Fluoreszenz deutlich erhoht, innerhalb der Porenflache
fallt die Intensitat jedoch auf den flr unbedeckte Bereiche detektierten Wert ab. Die x,z- und
y,z-Ebenen weisen eine Texas Red DHPE Fluoreszenz entlang der Porenrander fiir Bereiche
von -4 um < z <0 um auf. Auch hier ist keine Fluoreszenz im Zentrum der Poren erkennbar,
welche auf eine Uberspannung durch eine Membran hinweisen wiirde. Vielmehr scheinen die
Poren durch die beim Spreiten der Vesikel gebildete Membran ausgekleidet und diese in
ihrem Verlauf der Kontur der Substratoberflache zu folgen. Diese Interpretation wird auch
durch die Tatsache unterstiitzt, dass nach Zugabe von Pyranin (0,5 mM) nach Spreiten der
Vesikel dieses innerhalb der Poren mit gleicher Intensitat wie oberhalb der Substratoberflache
detektiert werden konnte. In der Aufsicht in x,y-Ebene wurde die Pyraninfluoreszenz fiir eine
bessere Ubersichtlichkeit nicht dargestellt, in den beiden z-Ebenen ist jedoch zu erkennen,
dass sich Pyranin gleichmalig in den Poren wie in der Uberstehenden Lésung verteilt.

SICM-Aufnahmen unfunktionalisierter Poren nach dem Spreiten von GUVs zeigten eine
Tiefe der Poren von 8 um (Abb. 4.7, B). Uberspannte Poren wiesen bei Anwendung der
painting-Technik nach Ausfrieren des Losungsmittels Tiefen der Membran in den Poren von
z=-(1,60 £ 1,14) um auf mit maximalen Tiefen von -5,1 um (Kapitel 4.1.1). Demnach lieRen
sich keine Uberspannten Poren nach Spreiten von GUVs auf unfunktionalisierten Substraten
mittels SICM abbilden. Die Tatsache, dass sich unfunktionalisierte Substrate mit hydrophiler
SiO,-Oberflache problemlos mittels SICM abbilden lieBen, unterstitzt die Hypothese der
Auskleidung der Poren durch eine Membran. Unbedeckte Substrate mit Siliziumdioxidober-
flache lieRen sich nur sehr schlecht mittels SICM abbilden, was auf starke Wechselwirkungen
zwischen der aus Borsilikatglas bestehenden Spitze der Messsonde und der mit SiO,-Gruppen
bedeckten Oberflache zurickzufuhren ist. Dies &uferte sich dadurch, dass bereits nach
wenigen Sekunden wahrend der Messung die Spitze beschadigt wurde und das Stromsignal
uber einen Wert von 20 nA (entspricht dem Maximum bei den gewéhlten Verstarkungs-
einstellungen) anstieg, was zu einem Abbruch der Messung und einem Austausch der Spitze
fuhrte.
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Als weitere Methode zur Charakterisierung unfunktionalisierter Siliziumsubstrate mit
geschlossenen Poren nach dem Spreiten von GUVs, wurden FRAP-Experimente durchgefihrt
(Abb. 4.7, C-E). Abb. 4.7 D und E zeigen die Fluoreszenz einer mit Bodipy PC dotierten
Membran direkt nach dem Bleichen eines kreisformigen Bereiches (weifl, D) und nach
t=120s (E). Die Aufnahme unmittelbar nach dem Bleichen der ROI zeigt, dass sich der
planare Stegbereich stérker bleichen lasst, als der runde Randbereich der vier zum Teil
gebleichten Poren. Eine Auftragung der normierten Intensitat der ROl (C) ergibt einen
mobilen Anteil von M =89 %, was vergleichbar ist mit porenuberspannenden painted
membranes nach Ausfrieren des Losungsmittels (Tabelle 4.1). Die Lipide sind demnach auch
auf unfunktionalisierten Substraten in I6sungsmittelfreien Membranen mobil. Fir die
charakteristische Diffusionszeit ergibt sich fiir den in C gezeigten Verlauf ein Wert von
712 = 20,8 s. In einem FRAP-Experiment an derselben Probe, jedoch auf dem unpordsen,
planaren Randbereich des Substrates, wurden Werte von M =87 % und 7, = 10,6 s erhalten
fir eine ROI gleicher GroRe. Die Lipide diffundieren dort also schneller bei praktisch
gleichem mobilen Anteil. Dieses Diffusionsverhalten wird im Rahmen einer dreidimensio-
nalen Diffusion entlang der Porenkanten néher unter Kapitel 5.1.2 diskutiert.
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Abb. 4.7: A Ortho-Darstellung einer dreidimensionalen, konfokalmikroskopischen Aufnahme eines pordsen
Siliziumsubstrates (d =5,5um, h=9pum) nach Spreiten von GUVs (POPC/POPS/Texas Red DHPE,
89,8:10,0:0,2, rot). Malstabsbalken 10 pum, z-Dimension: 9,0 um (10 Einzelbilder). Pufferlosung: 107 mM
CaCly, 10 mM MOPS, pH 7,3 (TRIS). Nach Spreiten der GUVs und Spulen mit angegebener Pufferldsung,
wurde Pyranin (griin, 0,5 mM) zugegeben. Zur besseren Ubersichtlichkeit wurde die Pyraninfluoreszenz in der
Aufsicht (x,y-Ebene) ausgeblendet. B SICM-Aufnahme und Héhenprofil eines pordsen Siliziumsubstrates
(d =4,5 um, h =9 um) nach Spreiten von GUVs (POPC/POPS/Texas Red DHPE, 89,8:10,0:0,2). Pufferldsung:
107 mM CacCl,, 10 mM MOPS, pH 7,3 (TRIS). Alle abgebildeten Poren weisen eine Tiefe von 8 um auf. Dunkel
erscheinende Stellen am Porenrand sind ein Messartefakt und vermutlich auf eine anisotrope Spitzengeometrie
zuriickzufiihren. C FRAP-Experiment an einem pordsen Siliziumsubstrat (d = 3,5 um, h =9 um) nach Spreiten
von GUVs (DPhPC/DPPA/Bodipy PC, 89,5:10,0:0,5). Pufferlésung: 100 mM KCI, 20 mM TRIS, 7,5 mM
CacCl,, pH 7,4 (HCI). D und E zeigen die zugehdrigen Fluoreszenzaufnahmen bei t = 0 s (unmittelbar nach dem
Bleichen) und t =120 s (Ende der Zeitserie). Malstabsbalken 10 um. Gebleicht wurde der in weil’ eingezeich-
nete Bereich, dessen Intensitatsverlauf auch in C in normierter Form aufgetragen ist. Es ergibt sich ein mobiler
Anteil von M =89 %. Alle gezeigten Substrate wurden vor Zugabe der GUVs fur mindestens 5 min im
Sauerstoffplasma behandelt.
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Spreiten auf hydrophob funktionalisierten porésen Substraten

Neben unfunktionalisierten Substraten wurden GUVs auch auf hydrophob funktionalisierten
pordsen Substrate gespreitet (Kapitel 3.2.8). Orth et al. beschreiben die Bildung poren-
uberspannender Membranen durch Spreiten von GUVs auf hydrophob (mit CPEO3)
funktionalisierten Substraten mit offenen Poren bis 2 um Durchmesser.*"? Im Rahmen dieser
Arbeit wurde untersucht, inwiefern Membranen durch Spreiten von GUVs auf Poren mit
geschlossenen Boden bis 5,5 um Durchmesser und hydrophober Stegfunktionalisierung
gebildet werden kdnnen. Experimente an porésen Substraten mit Geometrien, wie sie von
Orth eingesetzt wurden, sollten denjenigen fiir geschlossene Poren vergleichend gegeniiber-
gestellt werden, um experimentelle Befunde vergleichen und richtig deuten zu kénnen.

Dabei wurden gemdR Kapitel 3.2.11 vorgegangen. Zundchst wurden die Poren nicht mit
n-Propanol benetzt, bevor die Messkammer mit Pufferlésung aufgefillt wurde. Dadurch
konnten bei Poren mit und ohne Porenbdden weite Bereiche der Substratoberflache mit
poreniiberspannenden Lipidschichten bedeckt werden (Abb. 4.8, A). Der hohe Grad der
Belegung und die einheitliche Fluoreszenz Uber weite Teile des pordsen Bereichs dhneln
derjenigen, wie sie flr poreniberspannende painted membranes erhalten worden war
(Kapitel 4.1.1). Die z-stack Aufnahme zeigt, dass die Membranfluoreszenz bis zu z =-1,8 ym
tief in den Poren detektiert werden kann. Dieser Wert stimmt gut mit dem flr l6sungs-
mittelhaltige porentiberspannende Membranen nach Ausfrieren des Losungsmittels erhaltenen
Wert von z =-2,6 um Uberein (Abb. 4.3, A). Aufféllig ist jedoch, dass keinerlei Pyranin-
fluoreszenz im Poreninneren detektiert werden konnte. Dies traf fur alle Falle zu, in denen
eine porenuberspannende Membran fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen werden konnte.
FRAP-Experimente an so préaparierten, mit Bodipy PC dotierten Membranen auf
geschlossenen Poren (rechteckige Geometrie, 2,6:3,3 um?, etwa 4 um tief) lieferten einen
mobilen Anteil von M =88 % (N = 3) und zeigten so, dass die Lipide innerhalb der Membran
mobil waren. Die Tatsache, dass kein Farbstoff (selbst vor Austausch der Uberstehenden
Pufferlosung) im Poreninneren detektiert werden konnte, wurde naher untersucht, indem
pordse Substrate vor Zugabe von GUVs per SICM abgebildet wurden. Eine Aufnahme von
offenen Poren vor Zugabe von GUVs ist in Abb. 4.8, B dargestellt. Die Porenstruktur lasst
sich deutlich erkennen, ein entsprechendes Hohenprofil zeigt eine Tiefe der leitenden Puffer-
I6sung in den Poren von nur etwa z =-120 nm. Da diese Aufnahme vor Zugabe von GUVs
erfolgte und fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen keine Fluoreszenz im Porenbereich
zeigten, kann es sich bei der in dieser Tiefe detektierten Grenzschicht um keine Membran
handeln. Statt dessen kann die nicht-leitende Schicht Luft sein, welche aufgrund der
hydrophoben Funktionalisierung der Poren im Poreninneren eingeschlossen wurde. Dies
wirde auch erklaren, warum keine Pyraninfluoreszenz unterhalb der Membran detektierbar
ist. Hohenprofile mit Grenzflachen in den Poren bei Tiefen von wenigen hundert Nanometern
fanden sich bei allen untersuchten Substraten wieder.
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Abb. 4.8: A Ortho-Darstellung einer dreidimensionalen, konfokalmikroskopischen Aufnahme eines porésen
Siliziumsubstrates (2,6-3,3-4 um®) nach Spreiten von GUVs (POPC/Texas Red DHPE, 99,8:0,2, rot; prapariert in
100 mM KCI, 100 mM Sucrose, 20 mM TRIS, 1 mM CaCl,, pH 7,4 (HCI) nach Hochfrequenz-Methode).
Malstabsbalken 5 pum, z-Dimension: 5,7 um (30 Einzelbilder). Pufferlésung: 100 mM KCI, 100 mM Glucose,
20 mM TRIS, 1 mM CaCl,, 0,2 mM Pyranin (griin), pH 7,4 (HCI). B SICM-Aufnahme und Héhenprofil eines
pordsen Siliziumsubstrates (d = 2,0 um, offene Poren) nach Spreiten von GUVs (DPhPC/DOPC/Texas Red
DHPE, 59,9:40,0:0,1; prapariert in 2 mM KCI, 1 mM MOPS, pH 7,4 (TRIS)). Pufferlésung: 2 mM KCI, 1 mM
MOPS, pH 7,4 (TRIS). Alle abgebildeten Poren weisen eine Tiefe von ca. 120 nm auf. Die Proben aus A und B
wurden vor Zugabe der GUVs nicht mit n-Propanol benetzt. C Ortho-Darstellung einer dreidimensionalen,
konfokalmikroskopischen Aufnahme eines porésen Siliziumsubstrates (2,6-3,3-4 um®) nach Spreiten von GUVs
(DPhPC/DOPC/Texas Red DHPE, 59,9:40,0:0,1, rot; prapariert in 2 mM KCI, 1 mM MOPS, pH 7,4 (TRIS)).
Malstabsbalken 5 pm, z-Dimension: 5,5 um (8 Einzelbilder). Pufferlésung: 2 mM KCI, 1 mM MOPS, 0,5 mM
Pyranin (grin), pH7,4 (TRIS). D SICM-Aufnahme und Hdéhenprofil eines pordsen Siliziumsubstrates
(d = 2,0 um, offene Poren) nach Spreiten von GUVs (DPhPC/DOPC/Texas Red DHPE, 59,9:40,0:0,1; prapariert
in 2 mM KCI, 1 mM MOPS, pH 7,4 (TRIS)). Pufferlésung: 100 mM KCI, 20 mM TRIS, 1 mM CacCl,, pH 7,4
(TRIS). Alle abgebildeten Poren weisen eine Tiefe von 12 um auf (maximale Auslenkung der Pipettenspitze in
z-Richtung). Die Proben aus C und D wurden vor Zugabe der GUVs mit n-Propanol benetzt.
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Vergleichsexperimente an Substraten mit offenen Poren ohne Bdden (d =2 um), analog zu
denen, wie sie von Orth et al. in ihrer Studie eingesetzt wurden,:”? wiesen ebenso
Grenzflachen in wenigen hundert Nanometer Tiefe auf, wie Poren mit geschlossenen Bbden
(d = 3,5-5,5 um). Es ist demnach davon auszugehen, dass ohne entsprechende Benetzung der
Poren mit n-Propanol vor Zugabe der wassrigen Pufferlosung sowohl in Poren mit offenen als
auch mit geschlossenen Bdden bei hydrophober Funktionalisierung Luft im Poreninneren
eingeschlossen wird.

Ein anderes Bild ergab sich, wenn die hydrophob funktionalisierten Poren vor Zugabe einer
pyraninhaltigen Pufferloésung mit n-Propanol benetzt worden waren. Ein z-stack so
praparierter Poren nach Zugabe von GUVs ist in Abb. 4.8, C gezeigt. Wéhrend keine Texas
Red DHPE Fluoreszenz (Membranfarbstoff) zu erkennen ist, weisen alle Poren eine Pyranin-
fluoreszenz bis zu einer Tiefe von z = -2,3 pm auf. Konnte der wasserldsliche Farbstoff in den
Poren detektiert werden, so lieR sich durch GUV-Zugabe keine poreniuberspannende
Membran ausbilden. In SICM-Aufnahmen von mit n-Propanol benetzten und puffergefillten
Substraten konnte keine Grenzschicht zwischen Stegbereich und Porenboden (bzw. fiir offene
Poren der maximalen Piezoauslenkung in z-Richtung) detektiert werden. Eine Aufnahme
offener Poren ist in Abb. 4.8, D gezeigt. Die Poren heben sich deutlich vom Stegbereich ab
und bis zu einer Tiefe von z =-12 um, was hier der maximalen z-Auslenkung der Pipetten-
spitze entspricht, wird keine Grenzschicht in Form von Luft oder einer Membran detektiert.

Waren Poren einmal mit n-Propanol benetzt und anschlieBend mit Pufferldsung gefillt
worden, so lieBen sich durch Aufbringen von Luft mittels einer Pipette sehr einfach grole
Teile des Substrates erneut mit Luft fullen. Nach Blasenerzeugung in der berstehenden
Pufferlosung waren geschlossene Poren nicht langer mit Fluoreszenzfarbstoff gefullt und
anschlieRend applizierte GUVs spreiteten sofort unter Bildung poreniberspannender Lipid-
mono- oder doppelschichten (eine ndhere Diskussion der Struktur der porenlberspannenden
Lipidschichten folgt unter Kapitel 5.1.2).

Zusammengefasst zeigten hydrophob funktionalisierte, pordse Substrate Lufteinschlisse.
Diese erlaubten die Bildung porenuberspannender Lipidschichten mit mobilen Lipiden,
jedoch keinen Farbstoffeinschluss im Poreninneren. Lufteinschlisse lieRen sich durch
Benetzung der Poren mit n-Propanol vermeiden. Dann war der Einschluss wasserloslichen
Farbstoffs moglich, es bildeten sich jedoch keine Lipidschichten bei Zugabe von GUVs aus.

Vergleichsexperimente an offenen Poren mit Durchmessern bis 2 pm wiesen ohne Benetzung
der Poren mit n-Propanol und anschlieBendem Spilen mit wéssriger Pufferlésung ebenso
Lufteinschlisse auf, wie Poren mit geschlossenen Bdden. Fir offene Poren auf Siliziumbasis
mit Durchmessern von bis zu 2 um konnten nach erfolgreicher Benetzung der hydrophob
funktionalisierten Poren durch Optimierung der Goldbeschichtung schlieRlich poreniiberspan-
nende Membranen prapariert werden. Gleisner und Kuhlmann konnten durch elektronen-
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mikroskopische Aufnahmen beschichteter Substrate zeigen, dass die aufgebrachte
Goldschicht die Poreninnenwande zum Teil auskleidete und die Bildung poreniberspan-
nender Membranen verhinderte.®® Durch Aufbringen einer durchgdngigen, homogenen
Goldschicht von etwa 30 nm Dicke konnte die Goldbeschichtung der Poreninnenwande
unterbunden und so die Bildung porentberspannender Membranen durch Spreiten von GUVs
forciert werden.*”? Der Einfluss der Goldbeschichtung des Stegbereichs auf die Bildung
porenuberspannender Membranen wird néher im Kapitel 5.1.2 (Spreiten auf hydrophob
funktionalisierten Substraten) diskutiert. Eine konfokalmikroskopische Aufnahme eines
CPEO3 funktionalisierten, mit Pufferlésung benetzten Substrates mit offenen Poren nach
Zugabe von GUVs ist in Abb. 4.9, A und B gezeigt. Das Substrat wurde in Aufnahme A
leicht schrag fixiert, sodass im linken Teil des Bildes (Zfoka > 0 m) GUVs mit vollem Durch-
messer abgebildet sind und im rechten, tiefer gelegenen Teil des Bildes (zfoka = 0 pm) die
Substratoberflache abgebildet ist. Im linken Teil des Bildes bedecken GUVs einen Groliteil
der Substratoberflache. Im rechten Teil bilden die GUVs kleine Kontaktflachen zum Substrat
(ringféormige Fluoreszenzmuster). Nach wenigen Minuten wurde die Probe vorsichtig mit
Pufferlésung gespiilt, woraufhin sich zeigte, dass Teile des Substrates mit einer poren-
uberspannenden Membran bedeckt waren (Abb. 4.9, B).

Eine hydrophobe Funktionalisierung poréser Substrate mit geschlossenen Porenbdden wies
nach Zugabe von GUVs gleicher Zusammensetzung vergleichbar grofle Kontaktflachen der
Vesikel zum Substrat auf (Abb. 4.9, C und D). Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen
zeigen GUVs in vergleichbarer Anzahl und GroRe auf dem Substrat (C). Die Kontaktflachen
sind durch ringférmige Fluoreszenzmuster in Abbildung D zu erkennen. Trotz dieser
analogen Beobachtungen, lie} sich in keinem Fall nach Spulen der Substrate eine poren-
uberspannende Membran, wie sie fir offen Poren hdufig gefunden werden konnten,
nachweisen.
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Abb. 4.9: A, B Konfokalmikroskopische Aufhahmen eines pordsen Siliziumsubstrates (offene Poren, d =2 um,
funktionalisiert mit CPEO3 nach optimierter Goldbeschichtung) nach Zugabe von GUVs (POPC/Texas Red
DHPE, 99,8:0,2, rot). Pufferlésung: 107 mM CaCl,, 10 mM MOPS, pH 7,3 (TRIS). A zeigt die Substrat-
oberflache unmittelbar nach Zugabe von 10 uL GUV-Suspension. B zeigt das Substrat nach Spllen mit Puffer-
lI6sung (160 mM KCI, 10 mM MOPS, pH 7,3 (KOH)). C, D Weitfeldfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen
eines pordsen Siliziumsubstrates (geschlossene Poren, d = 3,5 um, h =9 um, funktionalisiert wie das Substrat
aus A, B) nach Zugabe von GUVs (POPC/Texas Red DHPE, 99,8:0,2). Pufferldsung: 107 mM CaCl,, 10 mM
MOPS, pH 7,3 (TRIS). C zeigt einen Bereich oberhalb der Substratoberflache (z >0 um), D zeigt denselben
Ausschnitt mit der Substratoberflache im Fokus (z = 0 um). MaRstabsbalken jeweils 10 pum.

Um auf den fur einen Farbstoffeinschluss notwendigen Poren mit geschlossenen Béden
dennoch l6sungsmittelfreie poreniiberspannende Membranen ausbilden zu kénnen, wurden
neben der Goldbeschichtung weitere Parameter variiert und optimiert:

Es wurde auf neuen, wie auf gemaR Kapitel 3.2.12 wiederverwerteten Substraten gespreitet.
Die hydrophobe Funktionalisierung der Substratoberflache wurde adressiert, indem statt
CPEO3 1-Tetradekanthiol (TDT) und 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphothioethanol
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(DPPTE) zur hydrophoben Funktionalisierung der Substrate eingesetzt wurde. Spreit-
temperatur und Spreitdauer sind zwei weitere Parameter, welche die Bildung planarer
Membranen aus GUVs beeinflussen kdnnen. Beim Spreiten der GUVs wurden die Substrate
bei Temperaturen zwischen 4 °C und 40 °C flr 1 h bis zu Tagen inkubiert, um ein Spreiten zu
forcieren. Weiterhin wurde die Fusogenitét der Vesikel erhdht, um die spharische Form der
GUVs zu destabilisieren und ein Spreiten zu bewirken. Aufgrund seiner fusogenen Wirkung
wurde CaCl, bei Zugabe der GUVs zugefiigt in Konzentrationen von 1 mM bis 107 mM.[*8]
Neben CaCl, wurde als fusogen wirkende Komponente auch DOPE fir die Bildung von
GUVs verwendet. GUVs mit einem Anteil von 10 mol% DOPE wurden per Elektroformation
gebildet und auf hydrophob funktionalisierte Substrate gegeben. Auch membranstéandige
Proteine kénnen zur Destabilisierung von GUVs und dadurch zu einem verbesserten Spreiten
beitragen, weshalb bR anteilig (1 mol%) in GUVs rekonstituiert (Kapitel 3.2.5) und diese auf
Substrate gegeben wurden. Neben dem Einsatz fusogen wirkender Komponenten wurde auch
die Lipidphase der GUVs adressiert. Hierzu wurden GUVs aus dem Lipid SOPC gebildet und
oberhalb der Phasenumwandlungstemperatur (20 °C) sowie unterhalb der Phasen-
umwandlungstemperatur (4 °C) auf pordsen Substraten gespreitet. Ein weiterer Faktor,
welcher das Spreitverhalten von GUVs auf funktionalisierten Substraten beeinflussen kann,
ist eine chemische Umwandlung oder Zersetzung beteiligter Komponenten. Ungeséttigte
Lipide konnen in Gegenwart von Sauerstoff zu Peroxiden reagieren und dabei gespalten
werden oder miteinander polymerisieren.'*****! Oxidierbare Komponenten (CPEO3, DOPC)
wurden NMR-spektroskopisch auf strukturelle Anderungen nach mehrwochiger Lagerung
gelost in Chloroform bei -18 °C untersucht. *H- sowie **C-Spektren unterschieden sich jedoch
bei frisch angesetzten und gelagerten Lésungen nicht. Um eine ausreichende Bedeckung der
Substratoberflache mit GUVs sicherzustellen, wurde die Menge der zugegebenen GUV-
Suspension variiert (10 bis 200 puL). Der Belegungsgrad und die Zahl der Defektstellen des
SAM auf der Substratoberflache wurde durch Anderung der Temperatur und der Dauer, bei
welcher die Substrate in der Thiollésung inkubiert wurden (4 °C bis 25°C, 1h bis >
3 Monate) adressiert. Eine dichte Belegung mit hydrophoben Cholesterylresten sollte durch
die erhohte attraktive Wechselwirkung mit den GUVs deren Spreiten forcieren. Auerdem
wurde die Osmolaritat des Vesikelinneren und des umgebenden Spreitpuffers variiert und
GUVs unter isoosmolaren, leicht und stark hypoosmolaren Bedingungen auf pordsen
Substraten inkubiert. Durch Applizieren osmotischer Driicke auf die GUVs sollten diese
destabilisiert und dadurch die Bildung planarer Membranen initiiert werden. Unter
Berticksichtigung der unterschiedlichen Stabilitat freistehender Membranen in Abhangigkeit
vom Porendurchmesser,'® wurden diese bei den porésen Substraten zwische 3,5 und 8 pm
variiert. Um die Wechselwirkung zwischen GUVs und hydrophober Funktionalisierung zu
erhdhen und so ein Spreiten der Vesikel bewirken zu kdnnen, wurde der Anteil der Stegflache
erhoht in Form der Porositat (10 % bis 65 %). Das Oberflaichenmaterial (SiO, und SizN,)
wurde variiert, um die Wechselwirkung zwischen GUVs und Poreninnenwanden zu
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modulieren und so dessen Einfluss auf die Bildung porentiberspannender Membranen zu
untersuchen. Alle genannten Variationen flhrten zu keinem Spreiterfolg und nicht zur
Bildung porenliberspannender Membranen.

Bei Zugabe von GUVs zu einem Substrat wurden konfokalmikroskopische Aufnahmen in
kurzen zeitlichen Abstdnden gemacht, um den Spreitprozess zeitaufgelost untersuchen zu
kdnnen. Zwei dieser Zeitserien sind in Abb. 4.10 und Abb. 4.11 dargestellt. Abb. 4.10 zeigt
einen Ausschnitt des zeitlichen Verlaufs der Membranfluoreszenz eines GUV von etwa
25 pum Durchmesser. Nachdem der GUV nach Zugabe auf die Substratoberflache absinkt, ist
er dort lateral fiir einige Zeit beweglich. Dann wird er an der Substratoberflache angebunden
und in der fokalen Ebene der Substratoberflache bildet sich eine durch ringférmige
Fluoreszenz erkennbare Kontaktflache aus (hier nicht gezeigt, siehe Abb. 4.9, A und D). Der
Durchmesser des GUV nimmt Uber einen Zeitraum von 15 s kontinuierlich ab, bis seine
Fluoreszenz in der fokussierten Ebene vollstandig verschwunden ist (t > 14 s).

Abb. 4.10: Ausschnitt einer Zeitserie konfokalmikroskopischer Aufnahmen eines GUV (DOPC/DOPS/Texas
Red DHPE, 89,8:10,0:0,2, rot) auf der Oberflaiche eines mit CPEO3 funktionalisierten pordsen
Siliziumsubstrates (2,6:-3,3-4 um®). Pufferlésung: 100 mM KCI, 20 mM TRIS, 1 mM CaCl,, pH 7,4 (HCI). Die
ersten finf Bilder zeigen eine Ebene oberhalb der Substratoberflache, in welcher der angebundenen GUV bei
t = 0 s seinen maximalen Durchmesser hat (z >0 um), im Bild bei t = 31 s wurde auf die Substrateben fokussiert
(z =0 pm). Innerhalb von 15 s nach Absinken und Anbinden auf dem Substrat schrumpft der gezeigte GUV, bis
letztlich nur noch wenig hell fluoreszierende punktformige Materie auf dem Stegbereich zurtickbleibt.
Malistabsbalken 5 pm.
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Bei Fokussierung der Substratoberflache zeigten sich keinerlei membraniberspannte Poren.
Es sind lediglich wenige hell fluoreszierende punktférmige Ablagerungen auf dem
Stegbereich zu erkennen.

Abb. 4.11 zeigt eine Zeitserie eines solchen Vorgangs mit Fokus auf der Substratebene,
sodass statt der zeitlichen Entwicklung der Fluoreszenz an der breitesten Stelle des GUV hier
die Fluoreszenz der Kontaktflache zwischen GUV und Substrat aufgezeichnet wird. Der
abgebildete GUV hat mit 10 um einen geringeren Durchmesser, als der in Abb. 4.10
dargestellte GUV. Auch lasst sich keine langsame Reduzierung der fluoreszierenden Kontakt-
flache erkennen. Vielmehr verschwindet die Membranfluoreszenz innerhalb von 2 s nachdem
im Bereich der Kontaktflache zum Substrat ein dunkler Defekt in der Fluoreszenz beobachtet
werden konnte (weiler Pfeil, t = 2 s). Dieses Verhalten abgesunkener GUVs konnte vielfach
auf hydrophob funktionalisierten Substraten mit geschlossenen Porenbdden beobachtet
werden. Bei Zugabe einer die Substratoberflache komplett fullenden Menge GUVs mit
Durchmessern bis 80 um sanken diese zwar auf die Substratoberflache ab, nach wenigen
Minuten waren jedoch auf weiten Teilen des Substrates nur noch GUVs mit Durchmessern
von 5 bis 10 um auszumachen. Wurden GUVs in Pufferlésungen mit hoherer Osmolaritét
gespreitet (hypoosmotische Bedingungen), konnte auch ein lokales Reissen der Vesikel-
membran und ein Austreten eingeschlossener kleiner Vesikel und Lésung beobachtet werden,
wobei der GUV (ber einen Zeitraum von 2 min langsam schrumpfte. Auf mit CPEO3
funktionalisierten Substraten konnte weiterhin beobachtet werden, dass GUVs nach Absinken
auf die Substratoberflache eine Kontaktflache zum Substrat hin ausbildeten, sich aber
innerhalb weniger Sekunden wieder von diesem lésten und sich lateral weiter (ber das
Substrat bewegten.

Zusammengefasst konnte kein Spreiten von GUVs auf hydrophob funktionalisierten pordsen
Substraten mit geschlossenen Porenbtden beobachtet werden, welches zur Bildung poren-
uberspannender Membranen gefiihrt hatte. Trotz gleicher Kontaktflichen wie bei offenen
Poren, welche nach Optimierung der Goldbeschichtung erfolgreich mit einer Membran
uberspannt werden konnten, blieb nach Spreiten auf geschlossenen Poren keine detektierbare
Fluoreszenz zuriick.
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Abb. 4.11: Ausschnitt einer Zeitserie konfokalmikroskopischer Aufnahmen eines GUV (DOPC/DOPS/Texas
Red DHPE, 89,8:10,0:0,2, rot) auf der Oberflache eines mit CPEO3 funktionalisierten pordsen Silizium-
substrates (2,6-3,3-4 um®). Pufferlésung: 100 mM KCI, 20 mM TRIS, 1 mM CaCl,, pH 7,4 (HCI). Das erste Bild
zeigt eine Ebene oberhalb der Substratoberflache, in welcher der angebundenen GUV bei t=0s seinen
maximalen Durchmesser hat (z>0 um), die weiteren finf Bilder wurden auf die Substrateben fokussiert
(z =0 um). Wahrend GUV und Substrat bei t=1s eine gemeinsame Kontaktflache ausbilden (ringférmige
Muster), zeigt die Fluoreszenz in diesem Bereich bei t = 2 s einen punktformigen dunklen Bereich (weiler Pfeil).
Innerhalb von 2 s verschwindet die Fluoreszenz im Bereich der Kontaktflache schlieRlich und es bleibt keinerlei
detektierbare Fluoreszenz an dieser Stelle zuriick. Mal3stabsbalken 5 um.

Spreiten auf hydrophil funktionalisierten porédsen Substraten

Da ein Spreiten von GUVs auf hydrophob funktionalisierten pordsen Substraten zu keiner
Bildung poreniiberspannender Membranen bei gleichzeitigem Farbstoffeinschluss im Poren-
inneren fuhrte, wurde der Charakter der Substratfunktionalisierung von hydrophob zu
hydrophil geéndert. Beispiele fiir die Ausbildung von Membranen auf hydrophil funktiona-
lisierten, offenporigen Substraten mit Porendurchmessern bis d = 2,5 pm finden sich bei
Kocun und Heinemann.®*! Dort konnte gezeigt werden, dass poreniiberspannende
Membranen auf hydrophil funktionalisierten Substraten geringere Membranspannungen
aufweisen, als solche, die auf mit hydrophoben Monoschichten funktionalisierten Substraten
gespreitet worden waren.’® Eine Verringerung der Membranspannung kénnte ein Faktor sein,
welcher die Bildung stabiler poreniiberspannender Membranen durch Spreiten von GUVs
favorisiert.
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Beim Spreiten von GUVs auf hydrophil funktionalisierten Substraten wurde nach einem
Ansatz von Heinemann et al. vorgegangen, bei welchem porése Oberflachen mit unter
physiologischen Bedingungen positiv geladenen Aminosilanen funktionalisiert und darauf mit
negativ geladenen Lipiden dotierte GUVs gespreitet wurden.™"! Statt in wassriger Lésung
Aminosilane kovalent an Si-OH-terminierte Substrate zu binden (Silane zersetzen sich rasch
in wassrigen Losungen), wurde ein Ansatz verfolgt, bei welchem eine diinne Goldschicht auf
pordse Substrate aufgebracht und hydrophile Thiole chemisorbiert wurden. Zur Funktiona-
lisierung pordser Substrate mit runden Poren und geschlossenen Bdden wurden die Thiole
Mercaptoessigsaure, 11-Carboxy-1-undekanthiol, 3-Mercaptopropionsdure und 11-Amino-
1-undekanthiol eingesetzt, von denen die ersten drei unter physiologischen Bedingungen
negativ geladen und das vierte positiv geladen vorliegen. Zum Spreiten wurden GUVs der
Zusammensetzungen DPhPC/DPPA, 9:1, POPC/POPS, 9:1, POPC/POPS, 8:2, POPC/POPS,
95:5 und POPC/ODA, 9:1 getestet (jeweils mit einem Anteil von 0,2 mol% Texas Red
DHPE). Die ersten vier aufgefihrten Mischungen enthalten unter physiologischen
Bedingungen negativ geladene Lipide, die letzte Mischung positiv geladenes Octadecylamin
(ODA). Eine tabellarische Darstellung der getesteten Kombinationen ist in Tabelle 4.2
aufgeflihrt. Eine Phasenseparation innerhalb der GUVs wurde fur keine der aufgefiihrten
Lipidmischungen beobachtet, es sei jedoch darauf hingewiesen, dass DPPA eine Phasen-
umwandlungstemperatur von T, = 67 °clt%2 ynd POPS einen Wert von T, = 13 °C aufweist,
wobei ein Uberschuss metallischer Kationen die Phasenumwandlungstemperatur dramatisch
erhdhen konnen.!**® Eine genauere Charakterisierung des Einfluss von DPPA und POPS auf
porenuberspannende Membranen wurde nicht im Rahmen dieser Arbeit behandelt.

Von allen getesteten Varianten lieferte die Kombination 11-Amino-1-undekanthiol
funktionalisierter Substrate mit GUVs der Zusammensetzung POPC/POPS, 9:1 die hdchste
Anzahl poreniiberspannender Membranen nach kirzester Inkubationszeit. Eine Zeitserie des
Spreitprozesses eines entsprechenden GUV auf einem mit 11-Amino-1-undekanthiol
funktionalisierten pordsen Substrat ist in Abb. 4.12 dargestellt.
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Tabelle 4.2: Darstellung der Kombinationen aus Oberflachenfunktionalisierung der pordsen Substrate und
Lipidzusammensetzung der GUVs, welche in Spreitexperimenten untersucht wurden. Es wurden jeweils runde
Poren mit Durchmessern von 3,5-5,5 um mit geschlossenen Bdden (h =9 um) in den angegebenen Thiol-
I6sungen inkubiert (c =1 mM in n-Propanol). GUVs wurden mit den angegebenen Lipidzusammensetzungen
und jeweils 0,2 mol% Texas Red DHPE in 0,3 M Sucrose mittels Elektroformation gebildet. 10 pL GUV-
Suspension wurden jeweils zum Spreiten auf ein funktionalisiertes Substrat gegeben. Puffer: 160 mM KCI,
10 mM MOPS, pH 7,3 (KOH). Getestete Kombinationen sind durch ein Symbol in der jeweiligen Spalte gekenn-
zeichnet. Dabei wird unterschieden zwischen einer Bildung poreniiberspannender Membranen (+) und keiner
Bildung poreniiberspannender Membranen (-) nach Zugabe von GUVs.

11-Carboxy- 3-Mercapto- Mercaptoessig- 11-Amino-
1-undekanthiol propionsaure saure 1-undekanthiol

DPhPC/DPPA, 9:1

POPC/POPS, 8:2

POPC/POPS, 9:1

POPC/POPS, 95:5

POPC/ODA, 9:1

GUVs bildeten nach dem Absinken auf die Substratoberflache innerhalb weniger Sekunden
grolRe Kontaktflachen aus. Behielten GUVs nach Absinken auf hydrophob funktionalisierten
Substraten ihre sphérische Form und bildeten kleine Kontaktflachen (Abb. 4.10), so flachten
die Vesikel auf hydrophil funktionalisierten Substraten rasch ab, sodass Substratoberflache
und die Stelle des GUV mit gréRtem Durchmesser in eine fokale Ebene fielen (t = 0's). Uber
den exakten Abstand zwischen Vesikelboden und Substratoberflaiche kann anhand der
Fluoreszenzaufnahmen keine sichere Aussage getroffen werden. Die bekannten ringférmigen
Muster an der Kontaktflache zwischen GUV und Substrat lassen sich jedoch erst nach
Ausbildung eines Defektes (unten links, t =13 s) beobachten. Der Defekt wachst innerhalb
von 24 s kreisformig an und die zuvor im Stegbereich hell zu erkennende Fluoreszenz
verschwindet. Nach Ende des Spreitvorgangs bleibt am Rand der urspringlichen Kontakt-
flache zwischen GUV und Substrat ein schmaler Bereich heller Fluoreszenz auf dem
Stegbereich zurtick. Die Poren, welche innerhalb der zu Beginn bedeckten Flache lagen,
weisen eine etwas hohere Fluoreszenzintensitat auf, als umliegende, nicht bedeckte Poren.
Eine genauere fluoreszenzmikroskopische Charakterisierung der potentiell membran-
uberspannten Poren lief3 sich erst nach Entfernung Gberschissiger GUVs und Kleiner auf dem
Substrat gebundener Vesikel durch Spilen durchfiihren.
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Abb. 4.12: Ausschnitt einer Zeitserie fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen des Spreitvorgangs eines GUV
(POPC/POPS/Texas Red DHPE, 89,8:10,0:0,2) auf der Oberflaiche eines mit 11-Amino-1-undekanthiol
funktionalisierten pordsen Siliziumsubstrates (d =5,5 um, h =9 um). Pufferlésung: 160 mM KCI, 10 mM
MOPS, pH 7,3 (KOH). MaRstabsbalken 10 pm.

Bei dem Versuch, GUVs (POPC/POPS, 9:1) auf mit 11-Amino-1-undekanthiol funktio-
nalisierten pordsen Substraten in einer Pufferlosung anderer Zusammensetzung als unter
Abb. 4.12 angegeben zu spreiten, konnten zum Teil keine porenuberspannenden Membranen
gebildet und kein Vesikelspreiten beobachtet werden. Um den Einfluss der Pufferzu-
sammensetzung zu Uberprifen und fir Spreitzwecke zu optimieren, wurden die funktiona-
lisierten Substrate in verschiedenen Pufferlésungen mit GUVs aus derselben Suspension
versetzt und das Verhalten der GUVs auf der Substratoberflache beobachtet. Die Ergebnisse
dieser Studie sind in Tabelle 4.3 gezeigt.

Demnach lassen sich Osmolaritétsunterschiede zwischen dem Innenvolumen der GUVs und
der Umgebungslosung, ihre Dichte, der pH-Wert der Umgebungsldsung, das Vorliegen von
Chloridionen, Kaliumionen, MOPS, TRIS und Zuckern als limitierende Faktoren flr das
Spreiten von GUVs auf den beschriebenen Substraten ausschlieBen. Vielmehr spreiten mit
negativ geladenen Lipiden dotierte GUVs nur auf positiv geladenen porésen Oberflachen,
wenn metallische Kationen vorliegen. In Bezug auf Vollstandigkeit und Geschwindigkeit des
Spreitprozesses wurde dabei beobachtet, dass einwertige Kationen ein Spreiten weniger gut
forcieren, als zweiwertige Kationen (Na* < K* << Ca?*). In Anwesenheit von Na* wurden nur
kleine Kontaktflaichen zwischen GUVs und Substratoberflaiche beobachtet. Erst nach
einstundiger Inkubation wurden nach Spilen der Probe einige Zehn membraniberspannte
Poren gefunden (Tabelle 4.3, ja, langsam). In kaliumionenhaltiger Losung bildeten sich nach
dem Absinken der GUVs auf die Substratoberflache groRere Kontaktflachen und es kam zu
einer Verformung der GUVs von einer sphérischen Kugelform zu einer abgeflachten
Halbkugel. In einem Zeitraum von Minuten konnte ein Spreiten der angebundenen GUVs und
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die Bildung poreniiberspannender Membranen beobachtet werden. In Gegenwart von Ca*
bildeten sich instantan bei Kontakt der GUVs mit der Oberflache des Substrates Kontakt-
flachen in GroRe der GUV-Durchmesser aus. Haufig konnte binnen Sekunden ein Spreiten
der GUVs beobachtet werden. Dabei bildeten sich (ber die gesamte Substratflache verteilt
mehrere Dutzend patches mit porentiberspannenden Membranen (Tabelle 4.3, ja, vollstandig
und schnell). Ausgehend von diesem Resultat wurden zur Préparation poreniberspannender
Membranen auf hydrophil funktionalisierten Substraten im Folgenden stets calciumionen-
oder kaliumionenhaltige Pufferlosung verwendet.

Tabelle 4.3: Studie zum Einfluss der Zusammensetzung der Pufferlésung auf das Spreitverhalten von GUVs
(POPC/POPS/Texas Red DHPE, 89,8:10,0:0,2, formiert in 0,3 M Sucroselésung) auf porsen Substraten

(geschlossene Porenbdden, d =4,5 und 5,5 um, h=9 um) mit hydrophiler Funktionalisierung (11-Amino-
1-undekanthiol).

> Bildung planarer Membranen
Zusammensetzung der Pufferldésung

durch Spreiten von GUVs

160 mM KCI, 10 mM MOPS, pH 7,3 (KOH) ja

320 mM Sucrose, 10 mM MOPS, pH 7,3 (TRIS) nein

300 mM Glucose, 10 mM MOPS, pH 7,3 (TRIS) nein

267 mM Glucose, 10 mM MOPS, pH 7,3 (TRIS) nein

10 mM MOPS, pH 7,3 (TRIS) nein
Reinstwasser nein
Reinstwasser, nach KCI-Zugabe (Ckc = 250 mM) ja

160 mM NacCl, 10 mM MOPS, pH 7,3 (NaOH) ja, langsam

107 mM CaCl,, 10 mM MOPS, pH 7,3 (TRIS) ja, vollstandig und schnell
160 mM KI, 10 mM MOPS, pH 7,3 (KOH) ja

Losungsmittelfreie, durch Spreiten von GUVs erzeugte poreniberspannende Membranen
wurden analog zu Iésungsmittelhaltigen Membranen (Kapitel 4.1.1) konfokalmikroskopisch
und mittels SICM untersucht (Abb. 4.13). In Abb. 4.13, A ist eine konfokalmikroskopische
z-stack Aufnahme planarer poreniberspannender Membranen dargestellt. Bedeckte Poren
sind durch die rote Membranfluoreszenz von unbedeckten, dunklen Poren zu unterscheiden.
Pyranin lie sich in den Poren einschlieen und auch nach grundlichem Spilen und
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Austausch der Uberstehenden Pufferlésung konnte Pyraninfluoreszenz innerhalb der Poren
detektiert werden. Unbedeckte Poren enthielten nach dem Spilen kein detektierbares Pyranin
mehr (Pore ganz rechts (x,z-Ebene) bzw. ganz oben (y,z-Ebene) im z-stack). Anpassen einer
Gauss-Funktion an die Intensitatswerte der Texas Red DHPE Fluoreszenz im Bereich einer
Pore (ber alle z-Ebenen (Abb. 4.13, B) &hnelt dem fur painted membranes angepassten Profil
nach Ausfrieren des Losungsmittels (Abb. 4.5, B). Dabei wurden Werte von R? = 0,993 fiir
das Bestimmtheitsmal der angepassten Funktion mit einem Maximum bei z =-1,29 um und
eine Halbwertsbreite von FWHM =2,6 um erhalten. Die Pyraninfluoreszenz weist ein
Maximum bei etwa z =-2,9 um auf. Im Gegensatz zu painted membranes nach Ausfrieren des
Losungsmittels (Abb. 4.5, A), zeigte sich die Membranfluoreszenz bei durch Spreiten von
GUVs préparierten poreniberspannenden Membranen homogen (ber die gesamte Fléche
einer Pore verteilt. Es wurde keine erhdhte Fluoreszenzintensitdt oder Ausdehnung der
Fluoreszenz in z-Richtung am Rand der Porenflache festgestellt.

Eine Kombination aus Ortho-Darstellung in y-z-Ebene einer konfokalmikroskopischen
Aufnahme und der maRstabsgetreuen Darstellung des Verlaufs der Pyranin- und Texas Red
DHPE Fluoreszenzintensitat in einer ROI innerhalb der Porenflache zeigen, dass Pyranin
unterhalb der poreniiberspannenden Membran im Poreninneren eingeschlossen ist (Abb. 4.13,
C).

SICM-Aufnahmen eines Substrates nach Spreiten von GUVs zeigten zwischen unbedeckten,
etwa 8 um tiefen Poren h&ufig zusammenhangende Bereiche bedeckter Poren. In Abb. 4.13,
D sind vier benachbarte Poren mit einer Membran (DPhPC/DPPA, 9:1) bedeckt, welche eine
Tiefe von lediglich z=-120 nm aufweisen. Fir planare, l6sungsmittelfreie poreniber-
spannende Membranen der Zusammensetzung POPC/POPS, 9:1 wurde eine Position der
Membran in den Poren von z =-(1,3 £ 1,1) um ermittelt mit Werten in einem Bereich von
Zmax = -3,56 UM und zmin = -0,32 um. Dieser Wert ahnelt dem flr 16sungsmittelhaltige poren-
uberspannende Membranen erhaltenen Wert nach Ausfrieren des Ldsungsmittels
(Kapitel 4.1.1). Die Position der Membran verdnderte sich nicht nach Zugabe von z. B.
Nigericin.

Der in den Poren eingeschlossene Farbstoff konnte mittels eines starken Laserpulses
irreversibel gebleicht werden (analog zu Abb. 4.5, C). Auf einer Zeitskala von 30 min blieb
die Fluoreszenzintensitat innerhalb der gebleichten Pore auf einem konstant niedrigen Niveau,
sodass ein Farbstoffaustausch zwischen benachbarten (berspannten Poren auch fir
I6sungsmittelfreie, durch Spreiten von GUVs préparierte Membranen ausgeschlossen werden
konnte.
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Abb. 4.13: A Ortho-Darstellung einer dreidimensionalen, konfokalmikroskopischen Aufnahme eines mit
11-Amino-1-undekanthiol funktionalisierten porésen Siliziumsubstrates (d = 5,5 um, h =9 um) nach Spreiten
von GUVs (POPC/POPS/Texas Red DHPE, 89,8:10,0:0,2, rot). MaRstabsbalken 10 pum, z-Dimension: 16,0 um
(18 Einzelbilder). Pufferlésung: 107 mM CaCl,, 10 mM MOPS, 0,5 mM Pyranin (grin), pH 7,3 (TRIS). B
Intensitatsverlauf der Texas Red DHPE Fluoreszenz der Membran (rot, rechte Achse) und der Pyranin
Fluoreszenz unterhalb der Membran (griin, linke Achse) einer Uberspannten Pore aus A. An den Verlauf der
Texas Red DHPE Fluoreszenz ist eine Gauss-Funktion angepasst worden, wobei sich ein Maximum bei
z=-1,29 um und eine Halbwertsbreite von FWHM = 2,6 um ergab. C Ortho-Darstellung in y-z-Ebene einer drei-
dimensionalen, konfokalmikroskopischen Aufnahme einer einzelnen Pore (2. Reihe von oben, 2. Spalte von
rechts in A). Unterhalb der Fluoreszenzaufnahme ist der Verlauf von Pyranin- (griin) und Texas Red DHPE (rot)
Intensitat innerhalb der durch ein weil3 gestricheltes Rechteck markierten ROl dargestellt (siehe B). Fiir eine
bessere Ubersichtlichkeit wurde auf eine Darstellung der y-Achsen verzichtet. Die Skalierung der z-Achse gilt
ebenfalls fir die Fluoreszenzaufnahme. D SICM-Aufnahme und Héhenprofil eines mit 11-Amino-1-undekan-
thiol funktionalisierten pordsen Siliziumsubstrates (d =5,5um, h=9um) nach Spreiten von GUVs
(DPhPC/DPPA/Texas Red DHPE, 89,8:10,0:0,2). Pufferlgsung: 107 mM CaCl,, 10 mM MOPS, pH 7,3 (TRIS).
Unbedeckte Poren weisen eine Tiefe von 8 um auf, in tberspannten Poren wurde die Membran in einer Tiefe
von 120 nm detektiert.
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Mit Bodipy PC dotierte porenuberspannende Membranen wurden in FRAP-Experimenten
eingesetzt, um die Mobilitat der Lipide in l6sungsmittelfreien Membranen zu untersuchen.
Der Intensitatsverlauf, sowie konfokalmikroskopische Aufnahmen einer gebleichten
Membran sind in Abb. 4.14 dargestellt. Nach Bleichen der Bodipy PC Fluoreszenz innerhalb
einer ROI (Abb. 4.14, B, weilRer Bereich) auf einen Wert von Iggeich = 39 %, stieg die
Fluoreszenzintensitat innerhalb der ROI binnen 37 s auf einen Wert von 80 % der normierten
Ausgangsintensitdt an (Abb. 4.14, C). Der Verlauf der Intensitat der Fluoreszenz innerhalb
der ROI (Abb. 4.14, A) bedingt eine laterale Mobilitat der Lipide innerhalb durch Spreiten
von GUVs praparierter porenuberspannender Membranen und dhnelt demjenigen, wie er fur
painted membranes nach Ausfrieren des Lésungsmittels beobachtet wurde (Abb. 4.4, A). Von
einer Quantifizierung der Mobilitdt in Form von Parametern wie mobilem Anteil M oder
charakteristischer Diffusionszeit t;, wurde abgesehen, da die durch Spreiten von GUVs
erzeugten patches nur eine kleine Flache zusammenhéngender Membran aufwiesen (in den
fir FRAP-Experimente gebleichten Bereichen drei bis funf zusammenhangende poren-
uberspannende Membranen). Bei Loschung der Fluoreszenz in der Flache einer Pore ergibt
sich dabei unter Berucksichtigung des eingeschlossenen Stegbereichs ein Anteil gebleichter
Flache an der Gesamtflache des patches von 6-11 %. Somit ist die N&herung einer in Bezug
auf die GroRe des gebleichten Bereichs unendlich grofRen Flache ungebleichter Membran, wie
sie von Axelrod in seiner Theorie zur Quantifizierung der Lipidmobilitdt angenommen wird,
nicht gegeben.*’® Der hohe Anteil gebleichter Lipide in der Membran verfélscht den Verlauf
der Intensitat und die daraus extrahierten Werte und es kann lediglich qualitativ eine Aussage
uber die Mobilitat der Lipide gemacht werden. Wertet man die FRAP-Experimente dennoch
aus (Kapitel 3.5.1), so ergeben sich Werte fiir den mobilen Anteil von M =55+ 5 % und ein
Diffusionskoeffizient von D = 0,6 + 0,1 pm?s™* (N = 3). Diese Werte erlauben lediglich eine
Abschétzung der GrolRenordnung der Lipidmobilitdt. Die Intensitdt unmittelbar nach dem
Bleichen der ROI ist unabhdngig von der GroRe der Membranflache und konnte auf
Igleich =414 % (N =23) bestimmt werden, was im Bereich der flr l6sungsmittelhaltige
poreniiberspannende Membranen erhaltenen Werte liegt (Tabelle 4.1).
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Abb. 4.14: A Intensitatsverlauf eines FRAP-Experiments an einem pordsen Siliziumsubstrat (d =5,5 um,
h =9 um) nach Spreiten von GUVs (POPC/POPS/Bodipy PC, 89,5:10,0:0,5). Pufferlésung: 107 mM CacCls,,
10 mM MOPS, pH 7,3 (TRIS). B und C zeigen die zugehdrigen Fluoreszenzaufnahmen bei t = 0 s (unmittelbar
nach dem Bleichen) und t=36,8 s (Ende der Zeitserie). Malstabsbalken 5 um. Gebleicht wurde der in weif3
eingezeichnete Bereich, dessen Intensitatsverlauf in A in normierter Form aufgetragen ist.

Hemisphdrische poreniiberspannende Membranen

Ein in der Literatur bisher nicht beschriebenes Phdanomen, welches bei der Bildung I6sungs-
mittelfreier poreniberspannender Membranen durch Spreiten von GUVs auf hydrophil
funktionalisierten porésen Substraten mit Porenbdden beobachtet werden konnte, ist die
Bildung hemispharischer Aussttlpungen der Membran im Bereich der Poren. Neben den oben
beschriebenen planaren poreniiberspannenden Membranen bildeten sich auch immer Bereiche
mit nicht-planaren, halbkugelférmig in die Uberstehende Pufferlésung ragenden poren-
Uberspannenden Membranen. Eine dreidimensionale konfokalmikroskopische Aufnahme
eines Bereiches mit planaren wie ausgestiilpten poreniberspannenden Membranen ist in
Abb. 4.15, A dargestellt. Eine planare Membran mit ungekrimmtem Verlauf der Texas Red
DHPE Fluoreszenz und in der Pore eingeschlossenem Pyranin ist durch Pfeil 1 gekennzeich-
net. Eine einzelne Pore, welche mit einer stark gewdlbten Membran Uberspannt ist, ist durch
Pfeil 2 gekennzeichnet. In der Aufsicht (x,y-Ebene) ist diese Membran kaum von planaren
Membranen zu unterscheiden. Erst bei Betrachtung der z-Richtung wird die halbkugelartige
Struktur der Membran deutlich, welche etwa 4 um weit in die Uberstehende Ldsung ragt.
Trotz des zum Teil hohen Abstands der Membranen zum unterliegenden Substrats ist auch
nach Spilen der Probe mit pyraninfreier Pufferldsung ein Farbstoffeinschluss innerhalb der
Pore unter der Membran auszumachen. Die Pyraninfluoreszenz erstreckt sich dabei tber die
Substratoberflache hinaus bis zum Rand der Membranhalbkugel. Ein patch aus mehreren
hemisphérischen porentberspannenden Membranen ist durch Pfeil 3 markiert. Hier ragen die
Membranen etwa 3 um weit iber die Substratoberflache hinaus.
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Die SICM-Aufnahme eines analog zu A préparierten Substrates mit Hohenprofil ist in
Abb. 4.15, B dargestellt. Der Umriss eines durch Spreiten eines GUV (berspannten Bereichs
ist durch eine weie Linie angedeutet. SICM-Aufnahmen und konfokalmikroskopische
Aufnahmen zeigten, dass sich hemispharisch ausgestiilpte Membranen zumeist im Zentrum
eines patches bildeten, wahrend planar Uberspannte Poren hdufig im Randbereich eines
patches auftraten. In der gezeigten SICM-Aufnahme treten die in Aufnahme A durch Pfeile
markierten Membrantypen ebenfalls auf. Dabei kann zwischen uniberspannten Poren
(z<-6 um), planar Uberspannten Poren (-3,56 um <z <-0,32 um) und hemispharischen
porenuberspannenden Membranen (+2 um <z) unterschieden werden. Der Radius der
gebildeten Membranhalbkugeln tbertraf zum Teil den Durchmesser der unterliegenden (ber-
spannten Poren (H6henprofil in B, erste und zweite Uberspannte Pore von links: z = +5,2 um,
d=4,5pum).

T T 1

:Z 0 10 20 30 40

X/ pm

Abb. 4.15: A Ortho-Darstellung einer dreidimensionalen, konfokalmikroskopischen Aufnahme eines mit
11-Amino-1-undekanthiol funktionalisierten pordsen Siliziumsubstrates (d = 5,5 um, h =9 um) nach Spreiten
von GUVs (POPC/POPS/Texas Red DHPE, 89,8:10,0:0,2, rot). Malistabsbalken 10 um, z-Dimension: 10,0 um
(12 Einzelbilder). Pufferlésung: 107 mM CaCl,, 10 mM MOPS, 0,5 mM Pyranin (griin), pH 7,3 (TRIS). Pfeile
markieren eine planare poreniberspannende Membran (1), eine stark ausgewdlbte poreniberspannende
Membran (2) und einen Bereich mehrerer weniger stark ausgewdlbter poreniiberspannender Membranen (3). B
SICM-Aufnahme und Hoéhenprofil eines mit 11-Amino-1-undekanthiol funktionalisierten pordsen Silizium-
substrates (d = 4,5 um, h =9 um) nach Spreiten von GUVs (DPhPC/DPPA/Texas Red DHPE, 89,8:10,0:0,2).
Pufferlésung: 160 mM KCI, 10 mM MOPS, pH 7,3 (KOH). Unbedeckte Poren weisen eine Tiefe von z < -6 um
auf, in der planar Uberspannten Pore wurde die Membran in einer Tiefe von z = -320 nm detektiert. Ausstilpun-
gen reichen bis zu z=+5,2 um weit in die Uberstehende Pufferlésung hinein. Die weil3e gestrichelte Linie
markiert den Umriss des durch das Spreiten eines GUV geformten membraniberspannten Bereichs (patch). Das
Hohenprofil ist entlang des schwarze Pfeils in der 3D-Darstellung dargestellt.

Insgesamt (berspannten planare, ldsungsmittelfreie Membranen Poren mit geschlossenen
Bdden in einer Tiefe von z =-(1,25 £ 1,05) um (N = 13). Dieser Wert stimmt gut mit dem fir
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per painting-Technik praparierte porenlberspannende Membranen nach Ausfrieren des
Losungsmittels tberein (Tabelle 4.1).

Wie in planaren poreniiberspannenden Membranen, waren Lipide innerhalb hemisphérischer
porenuberspannender Membranen lateral mobil (Abb. 4.16). FRAP-Experimente wurden
dabei an mit Mercaptohexanol funktionalisierten Substraten durchgefihrt mit einer
verdnderten Lipidmischung (DOPC/Gb3/Bodipy PC, 94,5:5,0:0,5) in PBS-Pufferlésung.
Mercaptoalkohole wurden teilweise neben geladenen Thiolen zur hydrophilen Funktiona-
lisierung von Substraten eingesetzt (Kapitel 3.1.2), um Vergleiche der Ergebnisse mit poren-
uberspannenden Membranen auf offenen, mit Mercaptoalkohol funktionalisierten Substraten
mit Porendurchmessern bis 2 um zu ermdglichen, wie sie von Kocun et al. prapariert
wurden.®! Proben mit der unter Abb.4.16 beschriebenen Zusammensetzung zeigten
weiterhin besonders viele zusammenhéngende, ausgeprédgte Membranausstulpungen und
eigneten sich daher besonders gut zur Untersuchung eines diffusionsbedingten Lipid-
austausches zwischen benachbarten hemispharischen Membranen. Auf eine Quantifizierung
der zweidimensionalen Lipidmobilitat wurde aufgrund der spharischen Struktur der Membran
verzichtet. Durch die dreidimensionale Struktur der Membran wiirde eine Auswertung geman
Kapitel 3.5.1, wie sie fur zweidimensionale Systeme entwickelt wurde, verfalschte Diffu-
sionskoeffizienten liefern. Besonders das Intensitatsprofil des gebleichten Bereichs ware
aufgrund des Verlaufs der Membran in z-Richtung nicht kreisformig und ein Radius @ kann
nicht abgeschatzt werden. Bestimmt man dennoch einen mobilen Anteil, so ergibt sich ein
Wert von M=89+6% (N=5). Qualitativ konnte demnach gezeigt werden, dass
ungebleichte Fluorophormolekiile von benachbarten, halbkugelférmigen poreniberspan-
nenden Membranen in die gebleichte ROI hineindiffundieren kénnen, was auf die Ausbildung
einer durchgéngigen Membran hindeutet und das Vorliegen einzelner, voneinander isolierter
Membranhemisphéren uber jeder Pore ausschlieft. Dass dieser Befund auch fur poren-
Uberspannende Membranen mit anderer Lipidzusammensetzung (POPC/POPS, 9:1) und
anderer Funktionalisierung gilt, muss in weiteren Experimenten noch bewiesen werden. Da
allerdings planare porenuberspannende Membranen mit unterschiedlicher Zusammensetzung
auch auf mit 11-Amino-1-undekanthiol funktionalisierten Substraten mobile Lipide aufwiesen
(Abb. 4.14), ist es wahrscheinlich, dass auch hemispharisch strukturierte Membranen eine
zweidimensionale Lipiddiffusion ermdglichen.
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Abb. 4.16: A Intensitatsverlauf eines FRAP-Experiments an einem mit Mercaptohexanol funktionalisierten
porésen Siliziumsubstrat (d =5,5um, h=9um) nach Spreiten von GUVs (DOPC/Globotriaosylceramid
(Ghs)/Bodipy PC, 94,5:5,0:0,5). Pufferlésung: PBS-Puffer (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPO,,
2 mM KH,PO,, pH 7,4). B und C zeigen die zugehdrigen Fluoreszenzaufnahmen bei t =0 s (unmittelbar nach
dem Bleichen) und t=59,1 s (Ende der Zeitserie). Malistabsbalken 5 um. Gebleicht wurde der in weil} einge-
zeichnete Bereich, dessen Intensitatsverlauf in A in normierter Form aufgetragen ist.

Um zu untersuchen, inwiefern osmotische Effekte die Bildung und GroRe solcher Ausstllpun-
gen beeinflussen, wurden GUVs in Sucroseldsungen verschiedener Konzentration prapariert.
Nach Spreiten in Pufferlosung konstanter Zusammensetzung wurde die z-Position poren-
uberspannender Membranen relativ zur Substratoberflache aus dreidimensionalen konfokal-
mikroskopischen Aufnahmen bestimmt. Die Verteilung der z-Position der drei Proben (hypo-,
iso- und hyperosmolare Bedingungen) ist in Abb. 4.17 aufgeflhrt. Die Anzahl poreniberspan-
nender Membranen ist fiir hypoosmotische GUV-Suspensionen (A) wesentlich geringer, als
fir iso- und hyperosmotische (B und C). Es wurden Gauss-Funktionen an die Verteilungen
angepasst, deren Maxima mit steigender Sucrosekonzentration in den GUVs von z = 0,55 um
(A) Uber z=2,37um (B) auf z=2,71um (C) zunehmen. Die engste Verteilung bei
genauester Anpassung lieferten dabei die isoosmolaren Bedingungen (B, FWHM = 1,5 pm,
R?=0,907).

114



4 Ergebnisse

] 160
54
1 140 4
44 1204
| 100 4
- 3_ -
% ‘Fu 80 -
y §
< 2 < 604
1 40 -
14
| 204
0 T 3 T T T : T T T T T T T 1 0 f T T T T T T 1 i T | 1
6 -5 -4-3-2-1012 3 45 6 7 8 6 -5-4-3-2-10123 4526 7 8
Z-Position der Membran um Z-Position der Membran lum
90
80
704
604
% 50
& 40
T _ 1 Y RS
304
20
10 [\
D T T U U T I I i i : I 1 1
6 -5-4-3-2-1012 3 456 7 8

Z-Position der Membran [pym

Abb. 4.17: Verteilung der z-Position l6sungsmittelfreier poreniiberspannender Membranen nach Spreiten von
GUVs (POPC/POPS/Texas Red DHPE, 89,8:10,0:0,2), préapariert in Sucroseldsungen unterschiedlicher Konzen-
tration (A: 0,15 M (0,163 Osmol-Kg™), B: 0,22 M (0,306 Osmol-Kg™), C: 0,5 M (0,606 Osmol-Kg™)) auf mit
11-Amino-1-undekanthiol funktionalisierten porésen Substraten (d = 5,5 um, h =9 um). Pufferlésung: 107 mM
CaCl,, 10 mM MOPS, pH 7,3 (TRIS, 0,303 Osmol-Kg™). Die Position der Membranen wurde aus konfokal-
mikroskopischen Aufnahmen extrahiert. Bei gewdlbten Membranen wurde die z-Position Uber der Porenmitte
bestimmt. An die Verteilungen wurde jeweils eine Gauss-Funktion angepasst mit Maxima bei A: 0,55 um
(FWHM = 2,7 um, R*=0,806), N =14, B: 2,37 ym (FWHM = 1,5 um, R?=0,907), N =317 und C: 2,71 um
(FWHM = 3,3 pm, R? = 0,632), N = 247.

In Tabelle 4.4 sind die Ergebnisse zusammengefasst und es wird zwischen planaren
(z<0 pum) und gewdlbten (z> 0 um) porentberspannenden Membranen differenziert. Der
Anteil gewdlbter Membranen steigt mit zunehmender Sucrosekonzentration innerhalb der
Poren von 50 % auf 91 %. Die Hohe der Ausstiilpungen nimmt von hypoosmotischen zu iso-
osmotischen Bedingungen stark zu (1,25 um zu 2,53 um), bleibt bei einer weiteren
Verdopplung der Osmolalitit der GUV-Suspension jedoch anndhernd unverandert (2,82 pm).
Die Position planarer Membranen innerhalb der Poren variiert stark. Die Standardabweichung
der Position ist jeweils groRer als der Wert der z-Position. Tendenziell ist zu erkennen, dass
mit abnehmender Sucrosekonzentration die Poren in grolRerer Tiefe membraniberspannt sind.
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Tabelle 4.4: Zusammenfassung der Ergebnisse zur Verteilung der z-Positionen lIdsungsmittelfreier Membranen
(Experimentelle Bedingungen gemaR Abb. 4.17). Aufgefiihrt sind der Anteil (N) sowie die mittlere Position (z)
planarer (z <0 pm) und gewdlbter (z > 0 um) porenlberspannender Membranen.

Sucrosekonzentration in den 0,15M 0,22 M 05M

GUVs (Osmolalitat) (0,163 Osmol-Kg™) (0,306 Osmol-Kg™) (0,606 Osmol-Kg™)
N (z >0 pm) 7 (50 %) 275 (87 %) 224 (91 %)

N (z<0 um) 7 (50 %) 42 (13 %) 23 (9 %)
Z(z>0pum) 1,25+ 0,75 um 2,53+£1,26 um 2,82 £ 1,17 um
Z(z<0pm) -1,21 + 1,65 pm -0,46 + 0,78 pm -0,17 + 0,29 pm

Eine Zusammenfassung der Ergebnisse zur Charakterisierung l6sungsmittelfreier poren-
uberspannender Membranen ist analog zu derjenigen fir I6sungsmittelhaltige Membranen
(Tabelle 4.1) in Tabelle 4.5 dargestellt.

Tabelle 4.5: Vergleich der ermittelten Werte flr die Ausdehnung der Membranfluoreszenz im Porenbereich in
z-Dimension (Az), die Tiefe (planare Membranen) bzw. Hohe (gewdlbte Membranen), in welcher Membranen
eine Pore Uberspannen (z), sowie die Intensitat nach Bleichen in Bezug auf die Ausgangsintensitét (Igeic) je mit
Maximal- und Minimalwerten fir 16sungsmittelfreie, poreniiberspannende Membranen prapariert durch Spreiten
von GUVs auf hydrophil funktionalisierten Substraten. Die angegebenen Fehler entsprechen jeweils der
Standardabweichung. Die Anzahl der beriicksichtigten Experimente bzw. Aufnahmen ist als N angegeben.

Planare Membranen Gewodlbte Membranen

CLSM:

Az [um 1,4 bis 2,6 um

z/um +0 bis -4,8 +0 bis +7,5
SICM: N =2 (13 Poren) N =3 (21 Poren)
z /um -1,25 1,05 +0 bis +6,4
FRAP: N=3 N=5

Igieich %0 (Igteichmax» |Bleich,min) 41 + 4 (46, 38) 45 + 4 (50, 39)
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4.2 Bildung nigericininduzierter elektrochemischer Gradienten

Es konnte gezeigt werden, dass sich l6sungsmittelhaltige, wie auch l6sungsmittelfreie poren-
Uberspannende Membranen auf porésen Siliziumsubstraten bilden lassen. In Poren mit
geschlossenen Bdden konnte der pH-sensitive Farbstoff Pyranin stabil eingeschlossen werden
und dabei die Impermeabilitat der porenuberspannenden Membranen gegentiber dem dreifach
geladenen Molekil gezeigt werden. Weiterhin sollte Uberpruft werden, ob l6sungsmittel-
haltige und —freie Membranen auch gegenuber Kkleinen, einfach geladenen Teilchen, wie
Kaliumionen oder Protonen ausreichend impermeabel sind, um mit Hilfe eines K*/H"-Anti-
porters elektrochemische Gradienten aufbauen zu kdnnen. Dies ist eine VVoraussetzung fur die
Untersuchung von Transportprozessen, wie sie von membranstandigen Kanalproteinen und
Protonenpumpen verrichtet werden und somit auch Voraussetzung fur biotechnologische und
pharmazeutische Anwendungen des beschriebenen Systems (Kapitel 1.2).

Pyranin als pH-sensitiver Farbstoff

Um zu untersuchen, inwiefern Pyranin sich als pH-sensitiver Farbstoff zum Nachweis von
Protonengradienten eignet, wurden zundchst Absorptions- und Emissionsspektren einer
wassrigen Pufferlésung von Pyranin bei verschiedenen pH-Werten UV-Vis spektroskopisch
bzw. spektrofluorimetrisch aufgenommen (Abb. 4.18, A und B). Es konnte gezeigt werden,
dass eine Protonierung bzw. Deprotonierung des Pyranins zu einer Verschiebung des
Absorptionsmaximums fihrt (Amaxprotoniert = 404 NM, Amax deprotoniert = 455 NM), wobei sich das
Emissionsmaximum (513 nm) nicht verandert. Die Intensitat der emittierten Strahlung bei
konstanter Anregung korreliert dabei mit dem eingestellten pH-Wert. Pyranin weist zwei
isosbestische Punkte bei 4 = 415 nm und 4 = 332 nm auf. An eine Auftragung der integrierten
Emission des Pyranins in Abhangigkeit des pH-Wertes der Ldésung lieB sich ein Verlauf
gemal Gl. 3.4 mit einen pKs-Wert von 7,2 anpassen (Abb. 4.18, C).
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Abb. 4.18: A Absorptionsspektren von Pyranin in 100 mM KCI, 10 mM TRIS (pH-Werte mit HCI bzw. KOH
eingestellt, Cpyranin = 0,2 MM). B Emissionsspektren derselben Losungen bei einer Anregung mit Licht einer
Wellenlédnge von 458 nm. C Verlauf der Emission von Pyranin in Abhangigkeit des pH-Wertes. An die Daten
wurde ein Verlauf gemaR Gl. 3.4, umgestellt nach [Py] mit einem pKs-Wert von 7,2 und einer normierten
Gesamtpyraninkonzentration von [Py]® = 1 angepasst (rot). Die Emissionsspektren aus B wurden integriert und
die Integrale auf den Maximalwert der angepassten Funktion normiert.

Eine konfokalmikroskopische Zeitserie von in Poren eingeschlossenem Pyranin zeigte bei
Anregung mit Licht einer Wellenldange von 458 nm einen konstanten Intensitatsverlauf der
Pyraninfluoreszenz (Abb. 4.19). Wurde der Farbstoff hingegen bei 405 nm angeregt, konnte
ein Abfall der Pyraninintensitat beobachtet werden durch ein Photobleichen des Farbstoffs.

Die Intensitatsdnderung der Pyraninfluoreszenz bei einer Anregung der deprotonierten
Spezies eignete sich demnach zum Nachweis von pH-Wertdnderungen und wurde zur
Untersuchung der Bildung elektrochemischer Gradienten eingesetzt.
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Abb. 4.19: Zeitlicher Verlauf der Fluoreszenzintensitat von in 8:8:12 um® groen Poren eingeschlossenem
Pyranin (0,5 mM in 160 mM KCI, 10 mM MOPS, pH 7,3 (KOH)) unter einer painted membrane aus DPhPC
und DPPA (9:1) nach Ausfrieren des Losungmittels (n-Dekan, 10 min, -21 °C). Wahrend die Intensitat der
Pyraninfluoreszenz bei einer Anregungswellenldnge von 458 nm annéhernd konstant bleibt (m), nimmt die
Intensitét bei einer Anregungswellenlédnge von 405 nm rapide in einer nicht-linearen Weise ab (e), was auf eine
hohe Photobleichrate hindeutet. Die Fluoreszenz wurde jeweils in einem Bereich von 500-580 nm detektiert bei
Laserintensitaten von 5 % (405 nm) und 7 % (458 nm). Unterhalb des Verlaufs sind die entsprechenden konfo-
kalmikroskopischen Aufnahmen der jeweiligen pyraningefiillten Pore zu Beginn der Messung (t=05s) und zu
Ende der Messung (t = 78 s) dargestellt.

4.2.1 Bildung elektrochemischer Gradienten in Liposomen

Ein lonophor, welche den entgegengesetzten Transport von Kaliumionen und Protonen Uber
Lipidmembranen ausfuhrt, ist der Antiporter Nigericin (Kapitel 1.2.1). Hell et al. konnten
Nigericin bereits erfolgreich einsetzen, um einen vorhandenen Kaliumionengradienten in
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Lipidvesikeln mit Durchmessern kleiner 1 pm in einen Protonengradienten umzuwandeln.®
Dessen Bildung verfolgten sie qualitativ UV-Vis spektroskopisch durch Zugabe des pH-
sensitiven Farbstoffs Acridinorange.

In Versuchen an unilamellaren Lipidvesikeln sollte getestet werden, ob sich auch Pyranin als
pH-sensitiver Farbstoff eignet, um den nigericininduzierten Aufbau eines Protonengradienten
zu verfolgen. Der Farbstoff wurde hierzu im Vesikelinneren bei deren Bildung eingeschlossen
und aufRerer Farbstoff sdulenchromatografisch abgetrennt (Kapitel 3.4.1). Statt der Absorption
des Farbstoffs wurde die Veranderung der Fluoreszenzintensitat fluoreszenzspektrometrisch
detektiert.

Der Verlauf der detektierten Intensitat der emittierten Strahlung wahrend eines Experiments
mit in situ Bildung eines elektrochemischen Gradienten ist in Abb. 4.20 und Abb. 4.21
dargestellt. In Abb. 4.20, A wurden die Vesikel in kaliumionenhaltigem Puffer prépariert und
in kaliumionenfreie Pufferldsung uberfuhrt. Bei Zugabe von Nigericin sank die Intensitét der
Pyraninfluoreszenz innerhalb weniger Sekunden auf einen Wert von 4 Einheiten ab. Daraus
lasst sich schlieBen, dass der pH-Wert innerhalb der Vesikel durch den Transport von
Protonen in die Vesikel hinein und von Kaliumionen aus diesen heraus abnimmt. Eine Zugabe
von Ammoniumsulfat, einer Substanz, welche Protonengradienten durch Eintritt ins Vesikel-
innere wieder abbauen kann (Entkoppler), fiihrte zu einem leichten Anstieg der Fluoreszenz-
intensitat. Durch Zugabe von Entkopplern konnen Anderungen in der Intensitat eindeutig
einem Protonengradienten zugeordnet werden.
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Abb. 4.20: A Fluoreszenzspektrometrisch detektierter Verlauf der Pyraninfluoreszenz in unilamellaren Lipid-
vesikeln (DPhPC, nomineller Porendurchmesser bei Extrusion 1000 nm) bei Aufbau eines elektrochemischen
Gradienten. Pufferldsung in den Vesikeln: 160 mM KCI, 10 mM MOPS, 1 mM Pyranin, pH 7,3 (KOH).
Umgebende Pufferlésung 320 mM Sucrose, 10 mM MOPS, pH 7,3 (TRIS). Die Zugabe von Nigericin
(1 mg-mL'1 in Ethanol, Cgjny = 4,2 pM) und Ammoniumsulfat (0,4 M, Cgna = 24 mM) st jeweils mit Pfeilen
gekennzeichnet. Anregungswellenlédnge e =458 nm, Emissionswellenldnge Ag, =515nm. B Schematische
Darstellung des nigericininduzierten Kaliumionen-Protonen-Antiports. Der pH-Sensitive Farbstoff Pyranin
(grun) ist in Vesikeln eingeschlossen. Bei Anderung des pH-Wertes im Vesikelinneren verandert sich die
Intensitat der Pyraninfluoreszenz.
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In Abb. 4.21, A wurde der vorgelegte Kaliumionengradient vertauscht, sodass im Vesikel-
inneren keine Kaliumionen vorlagen, jedoch in der umgebenden Pufferlésung. Bei Zugabe
von Nigericin konnte in diesem Fall ein Anstieg der Fluoreszenzintensitiat von 35 auf 115
Einheiten beobachtet werden. Es wurden also Kaliumionen in die Vesikel hinein und
Protonen aus den Vesikeln heraus transportiert, was einen Anstieg des pH-Wertes im Vesikel-
inneren zur Folge hatte. Eine Zugabe von reinem Ethanol statt einer Lésung von Nigericin in
Ethanol bei vorgeformten Kaliumionengradienten hatte keinen Einfluss auf die Pyranin-
fluoreszenz. Wurde kein Kaliumionengradient vorgelegt und Vesikel in einer Pufferlésung
vermessen mit gleicher Zusammensetzung, in welcher sie prapariert worden waren (abztiglich
des Pyranins), so konnten nur geringe Intensitatsunterschiede bei Zugabe von Nigericin
detektiert werden. Wurden die Vesikel nach Aufbau eines Protonengradienten durch Zugabe
von Detergens (Triton-X-100) lysiert, konnte ein Riickgang der Fluoreszenzintensitat auf das
Anfangsniveau beobachtet werden. Die gezeigten Verladufe der Pyraninintensitét lassen sich
demnach eindeutig auf einen nigericininduzierten  Kaliumionen-Protonen-Antiport
zurlckfihren und belegen den Aufbau eines stabilen elektrochemischen Gradienten.
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Abb. 4.21: Fluoreszenzspektrometrisch detektierter Verlauf der Pyraninfluoreszenz in unilamellaren Lipid-
vesikeln (DPhPC, nomineller Porendurchmesser bei Extrusion 1000 nm) bei Aufbau eines elektrochemischen
Gradienten. Pufferlésung in den Vesikeln: 320 mM Sucrose, 10 mM MOPS, 1 mM Pyranin, pH 7,3 (TRIS).
Umgebende Pufferlésung 160 mM KCI, 10 mM MOPS, pH 7,3 (KOH). Die Zugabe von Nigericin (1 mg-mL™ in
Ethanol, Cgina = 8,4 uM) ist mit einem Pfeil gekennzeichnet. Anregungswellenlédnge A = 458 nm, Emissions-
wellenldnge Jen =515 nm. B Schematische Darstellung des nigericininduzierten Kaliumionen-Protonen-
Antiports. Der pH-Sensitive Farbstoff Pyranin (griin) ist in Vesikeln eingeschlossen. Bei Anderung des
pH-Wertes im Vesikelinneren verandert sich die Intensitét der Pyraninfluoreszenz.

4.2.2 Bildung elektrochemischer Gradienten in GUVs

Pyraningefullte GUVs wurden geméaR Kapitel 3.4.2 prapariert und auf mit Avidin funktio-
nalisierten planaren Siliziumsubstraten immobilisiert. Um zu untersuchen, ob der nigericin-
induzierte Aufbau eines elektrochemischen Gradienten auch bei mikrometergrofRen Vesikeln
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maoglich ist und mittels konfokalmikroskopischer Aufnahmen nachgewiesen werden kann,
wurden immobilisierte GUVs vor und nach Zugabe von Nigericin abgebildet. In Abb. 4.22, A
und B ist eine konfokalmikroskopische Aufnahme eines fixierten GUV, geflllt mit kalium-
ionenfreier Pufferlésung und von kaliumionenhaltiger Pufferlésung umgeben, dargestellt. Der
GUV weist einen Durchmesser von etwa 85 pum auf und eine homogene Texas Red DHPE
Fluoreszenz im Membranbereich (A). Der gesamte membranumschlossene Bereich innerhalb
des GUV zeigt eine homogene Pyraninfluoreszenz mit einer mittleren Intensitat von | = 183
Einheiten und hebt sich klar vom Hintergrund ab (B). Nach Zugabe von Nigericin nahm die
Intensitat der Pyraninfluoreszenz im Inneren der immobilisierten Vesikel innerhalb weniger
Minuten deutlich zu. Dies zeigen Abb. 4.22, C und D anhand eines GUV nach Inkubation mit
Nigericin. Die Membranfluoreszenz erscheint unverandert homogen und durchgangig (C), die
Pyraninfluoreszenz im Vesikelinneren ist jedoch angestiegen und weist eine mittlere Intensitat
von | =237 Einheiten auf (D). Durch die Darstellung der Pyraninfluoreszenz in Form des
range indicator Modus, bei welchem rote Pixel solchen mit Intensitatswerten grofRer dem
Detektionslimit von 255 Einheiten entsprechen, lasst sich der Anstieg der Fluoreszenz-
intensitat gut erkennen.

Wurden mit kaliumionenfreier Pufferlosung geflllte GUVs in ebenfalls kaliumionenfreier
Pufferlésung immobilisiert, so blieb die Intensitdt der Pyraninfluoreszenz im Vesikelinneren
nach Zugabe von Nigericin unverandert. Diese Ergebnisse lassen darauf schlielen, dass die
Intensitatsunterschiede auf einen K*/H*-Antiport, induziert durch Nigericin und somit einer
Alkalisierung des Inneren der GUVs zurtickzufiihren sind.
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Abb. 4.22: Konfokalmikroskopische Aufnahmen von GUVs (DPhPC/DOPC/Bio-Cap-PE/Texas Red DHPE,
59,4:39,4:1,0:0,2, rot). Die GUVs wurden unter Hochsalzbedingungen prépariert (Pufferlésung: 320 mM
Sucrose, 10 mM MOPS, 0,5 mM Pyranin, pH 7,3 (TRIS)) und auf einem mit Avidin funktionalisierten planaren
Siliziumsubstrat immobilisiert. Pufferlésung: 160 mM KCI, 10 mM MOPS, pH 7,3 (KOH). A und C zeigen
jeweils die Texas Red DHPE Fluoreszenz der Membran eines GUV, B und D die Fluoreszenz des eingeschlos-
senen Pyranins. Die Pyraninfluoreszenz ist hier nicht in griin dargestellt, sondern zur besseren Unterscheidung
der Intensitatswerte im range indicator Modus angezeigt. Pixel mit einer Intensitit 1 > 255 Einheiten werden
dabei rot abgebildet, Pixel mit einer Intensitidt 0 < I <255 in Grautdénen und Pixel mit einer Intensitat 1 =0 in
blau dargestellt. A und B zeigen einen GUV vor Zugabe von Nigericin, C und D einen anderen GUV nach
Zugabe von Nigericin (Cginy = 2,7 UM). Mal3stabsbalken 10 pm.

Insgesamt wurde die Intensitat der Pyraninfluoreszenz in N =210 GUVs vor Zugabe von
Nigericin (blau) und in N =139 GUVs nach Nigericinzugabe (rot) ausgelesen und in
Abb. 4.23 aufgetragen. An beide Verteilungen wurde eine Gauss-Funktion angepasst. Fiir die
Intensitatsverteilung von Pyranin in GUVs vor Nigericinzugabe ergaben sich dabei Werte fir
das BestimmtheitsmaR von R? = 0,907 bei einer maximalen Intensitat von | = 153 Einheiten
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und einer Halbwertsbreite von FWHM = 52 Einheiten. Nach Nigericinzugabe wurden Werte
ermittelt von R?=0,934, |=250 Einheiten und FWHM = 41 Einheiten. Das Intensitéts-
maximum der Verteilungen verschiebt sich nach Zugabe von Nigericin somit um 97 Einhei-
ten. Die Verteilungen Uberlappen lediglich in einem Intensitatsbereich von 190 bis 200 Ein-
heiten und sind somit weitgehend voneinander getrennt. Es gilt zu beachten, dass der maximal
detektierbare Wert der Pyraninintensitat (Detektorsattigung) 255 Einheiten betragt und
dadurch der Intensitatsanstieg nach Nigericinzugabe nicht vollstandig dargestellt werden
kann. Die Verteilung nach Nigericinzugabe kann somit nicht exakt angepasst werden und der
Wert fur das Intensitdtsmaximum der Verteilung wird dabei unterschétzt, sodass sich eine
grollere Verschiebung des Maximums als von 97 Einheiten ergibt. Qualitativ behélt die
Verteilung ihre Aussagekraft und verdeutlicht den nigericininduzierten Anstieg der Pyranin-
fluoreszenz innerhalb der GUVs und somit den Aufbau eines elektrochemischen Gradienten.
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Abb. 4.23: Verteilung der Fluoreszenzintensitdt des in GUVs eingeschlossenen Pyranins vor (blau) und nach
(rot) Zugabe von Nigericin. Zusammensetzungen der Pufferlésungen und GUVs analog zu Abb. 4.22. Die
experimentellen Bedingungen sind identisch mit den unter Abb. 4.22 erwéhnten. An beide Verteilungen wurde
jeweils eine Gauss-Funktion angepasst (durchgezogene Linie) mit Parametern von R? = 0,907, | = 153 Einheiten
und FWHM = 52 Einheiten vor Nigericinzugabe und R? = 0,934, | = 250 Einheiten und FWHM = 41 Einheiten
nach Zugabe von Nigericin. Die Anzahl der berticksichtigten GUVSs ist jeweils mit N gekennzeichnet.
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4.2.3 Bildung elektrochemischer Gradienten in poreniiberspannenden
Membranen

Der fur Modellsysteme auf Basis von Liposomen verschiedener GroRe etablierte Assay zur in
situ Bildung nigericininduzierter elektrochemischer Gradienten wurde auf das System der
porenliberspannenden Membranen ubertragen. Hierzu wurde Pyranin in Poren mit geschlos-
senen Bdden unter losungsmittelfreien und —haltigen porenlberspannenden Membranen
eingeschlossen und durch Austausch der Uberstehenden Pufferlésung ein Kaliumionen-
gradient erzeugt (Kapitel 3.4.3). Die Anderung der Fluoreszenzintensitit eingeschlossenen
Pyranins bei Zugabe von Nigericin wurde zeitaufgelost konfokalmikroskopisch verfolgt.

Wahrend GUVs eine breite GroRenverteilung aufweisen und MalRnahmen zur (selektiven)
Fixierung der Vesikel nétig sind, welche die Stabilitat und Undurchlassigkeit der Membran
beeintrachtigen konnen,™***! pieten die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Substrate
periodisch angeordnete Poren mit identischem Volumen und erméglichen somit theoretisch
ein vollautomatisches Auslesen einzelner Kavitaten, was Voraussetzung fur eine Anwendung
im Bereich des Screenings ist (z. B. high throughput screenings).

Lésungsmittelhaltige poreniiberspannende Membranen

Der Verlauf der Fluoreszenzintensitat eingeschlossenen Pyranins fir eine Pore bei Zugabe
von Nigericin fur poreniberspannende painted membranes nach Ausfrieren des Losungs-
mittels ist in Abb. 4.24 dargestellt. Bei Einschluss einer kaliumionenhaltigen Pufferldsung im
Poreninneren und Vorliegen einer kaliumionenfreien uberstehenden Pufferldsung, kann 13 s
nach Zugabe von Nigericin ein Abfall der Intensitdt von 50 auf 10 Einheiten beobachtet
werden (A). Dieser Abfall entspricht einer Anderung des pH-Wertes um ApH = -0,94 Ein-
heiten (zur Berechnung der pH-Wertanderungen siehe Kapitel 3.4.3, Datenauswertung). Im
weiteren Verlauf bleibt die Intensitat konstant, bis sie bei Zugabe von Ammoniumsulfat um
zehn und bei erneuter Zugabe um weitere sechs Einheiten ansteigt (ApH =+0,30 bzw.
+0,12 Einheiten). Dieser Intensitatsverlauf deutet auf einen nigericininduzierten Protonen-
transport in die Poren hinein und einem damit verbundenen Sinken der Intensitat der Pyranin-
fluoreszenz hin. Ammoniumionen stehen mit ihrer deprotonierten Form, dem Ammoniak, im
Gleichgewicht. Dieser kann als ungeladenes, kleines Molekil durch die Membranen in die
Poren hinein gelangen, dort protoniert werden und so bei Zugabe den pH-Wert und die
Intensitat der Pyraninfluoreszenz partiell anheben. Exemplarisch sind unter Abb. 4.24, B
CLSM-Aufnahmen der Pyraninfluoreszenz in den Poren zu ausgewéhlten Zeitpunkten der
Zeitserie aufgefuhrt. Die Aufnahmen belegen, dass die Position des Substrates im Verlauf der
Zeitserie konstant bleibt und Anderungen im Verlauf eindeutig der Pyraninfluoreszenz im
Poreninneren zugeordnet werden kénnen.
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Abb. 4.24: A Zeitlicher Verlauf der Fluoreszenzintensitat (schwarze Achse, m), sowie des daraus errechneten
pH-Wertes (rot) in einer Pore eingeschlossenen Pyranins. Poren mit geschlossenen Béden (8:8-12 um®) wurden
mittels painting-Technik mit einer Membran (iberspannt (DPhPC/DPPA, 9:1) und nach Ausfrieren des L&sungs-
mittels ein Kaliumionengradient erzeugt. Pufferlésung in den Poren: 160 mM KCI, 10 mM MOPS, 0,5 mM
Pyranin, pH 7,3 (KOH). Uberstehende Pufferlésung: 320 mM Sucrose, 10 mM MOPS, pH 7,3 (TRIS). 3,3 uM
Nigericin (1 mg-mL™ in EtOH) wurden zugegeben. Nach Aufbau eines Protonengradienten wurden 15 mM
Ammoniumsulfat (3 M) zugefugt. Die Zeitpunkte der Zugaben sind jeweils durch einen Pfeil markiert.
Schematische Darstellungen der Richtung des lonentransports sind jeweils in der oberen rechten Ecke eingefligt.
B CLSM-Aufnahmen der Probe zu ausgewéhlten Zeitpunkten. Die RO, in welcher die Fluoreszenzintensitét von
Pyranin ausgelesen wurde, welche in A aufgetragen ist, ist durch einen weien Kreis markiert. MaRstabsbalken
5 pm.

Bei Umkehr des vorgelegten Kaliumionengradienten nimmt die Fluoreszenzintensitat
unmittelbar nach Nigericinzugabe von 90 Einheiten auf einen Maximalwert von
190 Einheiten zu (Abb. 4.25). Das entspricht einem Anstieg des pH-Wertes von
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ApH = +1,80 Einheiten. Dieser Verlauf lasst sich durch einen nigericininduzierten Eintritt von
Kaliumionen und einem parallel verlaufenden Austritt von Protonen aus den Poren erklaren.
Dadurch steigt der pH-Wert im Poreninneren und die Intensitédt der Pyraninfluoreszenz nimmt
zu. Es ist bereits vor Nigericinzugabe eine leichte, lineare Verringerung der Pyranin-
fluoreszenz (8 Einheiten'min™, entspricht 0,065 pH-min™) zu erkennen, welche auf ein
Photobleichen des Pyranins zurlickzufiihren ist. Nach Zugabe von Carbonylcyanid-p-(trifluor-
methoxy)phenylhydrazon (FCCP) féllt die Intensitat zundchst von 175 auf 40 Einheiten ab
(entspricht ApH = -1,74 Einheiten) und nimmt schlie8lich bei t =370 s einen Wert von drei
Einheiten an. FCCP kann durch seine mesomeriestabilisierte Struktur Protonen Uber die
Membran transportieren und den zuvor aufgebauten Protonengradienten so wieder abbauen
(Kapitel 1.2.1).
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Abb. 4.25: Zeitlicher Verlauf der Fluoreszenzintensitat (schwarze Achse, m), sowie des daraus errechneten
pH-Wertes (rot) in einer Pore eingeschlossenen Pyranins. Poren mit geschlossenen Béden (8:8-12 um®) wurden
mittels painting-Technik mit einer Membran tberspannt (DPhPC/DPPA, 9:1) und nach Ausfrieren des Lésungs-
mittels ein Kaliumionengradient erzeugt. Pufferlésung in den Poren: 320 mM Sucrose, 10 mM MOPS, 0,5 mM
Pyranin, pH 7,3 (TRIS). Uberstehende Pufferldsung: 160 mM KCI, 10 mM MOPS, pH 7,3 (KOH). 3,3 uM
Nigericin (1 mg:-mL™ in EtOH) wurden zugegeben. Nach Aufbau eines Protonengradienten wurden 10 puM
FCCP (1 mg-mL™ in EtOH) zugefiigt. Zum Zeitpunkt t = 370 s konnte ein Reissen der Membran und dadurch ein
Freisetzen von Pyranin beobachtet werden und die Intensitét fallt auf einen Wert von rund Null. Die Zeitpunkte
der Zugaben sind jeweils durch einen Pfeil markiert. Schematische Darstellungen der Richtung des lonentrans-
ports sind jeweils in der oberen rechten Ecke eingeflgt.
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Unter Berlcksichtigung des linearen Abfalls der Pyraninfluoreszenz zu Beginn des
Experiments fallt die Intensitat nach Zugabe von FCCP auf den Ausgangswert zurlick, bevor
bei t =370 s die Membran reisst und Pyranin aus der Pore austritt. Dabei fallt die Fluores-
zenzintensitat auf das Hintergrundniveau ab.

Uber mittels painting-Technik préaparierten porentberspannenden Membranen gebildete
Protonengradienten waren fiir mehrere Tage stabil (>45h). Dies &uRerte sich in einer
unverdnderten Fluoreszenzintensitat sowohl der protonierten (lex =405 nm) als auch der
deprotonierten Form (ex =458 nm) von Pyranin nach Aufbau eines nigericininduzierten
Gradienten. Kontrollexperimente wurden durchgefihrt, bei denen statt einer Lésung von
Nigericin in Ethanol reines Ethanol zu einer Probe mit vorgelegtem Kaliumionengradienten
gegeben wurde. Weiterhin wurde Nigericin zu Proben gegeben, welche dieselbe Pufferlésung
im Poreninneren wie im Uberstehenden Medium aufwiesen, wodurch kein Kaliumionen-
gradient vorlag. In beiden Féllen &nderte sich die Intensitat der Pyraninfluoreszenz in den
Poren nicht oder nur geringfligig, sodass Anderungen in der Pyraninfluoreszenz eindeutig der
Bildung eines Protonengradienten zugeordnet werden konnten. Vor Zugabe von Nigericin,
sowie nach Einstellen des Protonengradienten verlief die Intensitit der Pyraninfluoreszenz
typischerweise linear auf einem konstanten Niveau. Lediglich in Ausnahmen konnte ein
linearer Abfall bzw. Anstieg beobachtet werden.

Um eine Transportrate fur den Protonenaustausch ber poreniiberspannende Membranen zu
errechnen, wurde der pH-Verlauf unmittelbar nach Nigericinzugabe linear angepasst und
daraus die Steigung bestimmt (Initialsteigung, Kapitel 3.4.3). Der Verlauf des pH-Wertes
innerhalb einer membraniberspannten Pore und eine lineare Anpassung daran nach Nigericin-
zugabe ist exemplarisch in Abb. 4.26 dargestellt. Anhand der ermittelten Initialsteigungen
wurden fir 16sungsmittelhaltige poreniiberspannende Membranen Transportraten im Bereich
von 10 H*-cm™?s™ bestimmt. Dieser Wert wurde fir Intensitatsanstiege und —abfélle fiir
Nigericinkonzentrationen von 3,34 uM und 16,7 uM bestimmt.
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Abb. 4.26: Lineare Anpassung (rot) des pH-Verlaufs der Pyraninfluoreszenz innerhalb einer membraniiberspan-
nten Pore nach Zugabe von Nigericin. Der Verlauf entspricht dem unter Abb. 4.24, A dargestellten Verlauf
(experimentelle Bedingungen siehe dort). Fir den hier angepassten Geradenverlauf ergibt sich eine Steigung von
m =-0,033 pH-s™.

Lésungsmittelfreie poreniiberspannende Membranen

Losungsmittelfreie, durch Vesikelspreiten erzeugte poreniberspannende Membranen wurden
nach Bildung eines Kaliumionengradienten mit Nigericin versetzt, um zu untersuchen, ob sich
trotz Fehlen eines die Dichtigkeit erh6henden Losungsmittelkranzes (Plateau-Gibbs-Grenz-
schicht) stabile elektrochemische Gradienten aufbauen lassen. Der entsprechende Verlauf der
Intensitat der Pyraninfluoreszenz ist in Abb. 4.27 aufgefiihrt. Bei einem vorgegebenen
Kaliumionengradienten K inen > K aussen (A) dhnelt der Intensitatsverlauf demjenigen, wie er
fir mit Hilfe der painting-Technik praparierte Membranen beobachtet wurde. VVor Nigericin-
zugabe nimmt die Intensitat innerhalb von 30 s um 3 Einheiten ab und sinkt unmittelbar nach
Zugabe von 47 auf 1 Einheit, was einer pH-Wertdnderung von ApH =-1,94 Einheiten
entspricht. Wie schon in Abb. 4.24, A dargestellt, nimmt die Intensitdt nach Zugabe von
Ammoniumsulfat um 12 Einheiten zu, wobei fir den Verlauf 16sungsmittelfreier Membranen
die Intensitat kurzzeitig um 30 Einheiten steigt und dann auf ein Niveau von 13 Einheiten
absinkt (entspricht einem pH-Anstieg von ApH = +1,12 Einheiten).
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Abb. 4.27: Zeitlicher Verlauf der Fluoreszenzintensitidt (schwarze Achse, m) sowie des daraus errechneten
pH-Wertes (rot) des in einer Pore eingeschlossenen Pyranins. Poren mit geschlossenen Boden (d =5,5 um,
h =9 um) wurden durch Spreiten von GUVs (POPC/POPS/Texas Red DHPE, 89,8:10,0:0,2) mit einer Membran
Uberspannt und ein Kaliumionengradient erzeugt. A Pufferlésung in den Poren: 160 mM KCI, 10 mM MOPS,
0,5 mM Pyranin, pH 7,3 (KOH). Uberstehende Pufferlsung: 320 mM Sucrose, 10 mM MOPS, pH 7,3 (TRIS).
16,7 uM Nigericin (5 mg-mL™ in EtOH) wurden zugegeben. Nach Aufbau eines Protonengradienten wurden
15 mM Ammoniumsulfat (3 M) zugefiigt. B Pufferldsung in den Poren: 107 mM CacCl,, 10 mM MOPS, 0,5 mM
Pyranin, pH 7,3 (TRIS). Uberstehende Pufferlésung: 160 mM KCI, 10 mM MOPS, pH 7,3 (KOH). 16,7 uM
Nigericin (5 mg-mL™ in EtOH) wurden zugegeben. Nach Aufbau eines Protonengradienten wurden 100 pM
FCCP (10 mg-mL™ in EtOH) zugefiigt. Die Zeitpunkte der Zugaben sind jeweils durch einen Pfeil markiert.
Schematische Darstellungen der Richtung des lonentransports sind jeweils in der oberen rechten (A) bzw. linken
(B) Ecke eingefiigt.
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Eine erneute Zugabe von Ammoniumsulfat zeigt denselben Effekt und die Intensitat stellt sich
auf 21 Einheiten ein (ApH = +0,25 Einheiten). Der Aufbau nigericininduzierter elektroche-
mischer Gradienten wurde dabei nur an planaren porenlberspannenden Membranen
untersucht.

Wird Nigericin zu einer Probe mit vertauschtem Kaliumionengradienten gegeben
(Kinnen < K aussen, Abb. 4.27, B), kann 8 s nach Zugabe ein Anstieg der Intensitit von 62 auf
86 Einheiten beobachtet werden, was einem Anstieg des pH-Wertes im Poreninneren von
ApH = +0,41 Einheiten entspricht. Uber einen Zeitraum von 100 s vor der Zugabe bleibt die
Pyraninfluoreszenz auf einem konstanten Niveau. Zugabe von FCCP senkt die Intensitat auf
einen Wert von 75 Einheiten ab (ApH =-0,17 Einheiten). Sowohl Anstieg als auch FCCP-
induzierter Abfall der Intensitat fielen bei I6sungsmittelfreien porenlberspannenden
Membranen generell geringer aus im Vergleich zu painted membranes.

Kontrollexperimente wurden analog zu den fir l6sungsmittelhaltige Membranen beschrie-
benen in Form von Zugabe reinen Ethanols und Nigericinzugabe ohne vorgelegten Kalium-
ionengradienten durchgefiihrt. Dabei wurden keine oder nur geringfligige Schwankungen in
den Intensitatsverlaufen beobachtet. Im Falle der Nigericinzugabe sind diese auf kleine
Unterschiede in der Kaliumionenkonzentration zwischen dem Poreninneren und der
Uberstehenden Losung zuriickzufihren. Diese kénnen sich bilden, wenn beim Spreiten von
GUVs deren Sucrosefullung austritt und sich mit der Lésung im Poreninneren zum Teil
vermischt. Die Pyraninfluoreszenz kann demnach eindeutig einer Bildung von Protonen-
gradienten zugeordnet werden, was zeigt, dass sich I6sungsmittelfreie, durch Spreiten von
GUVs préparierte porenuberspannende Membranen zum Aufbau elektrochemischer
Gradienten eignen.

Analog zu losungsmittelhaltigen porenuiberspannenden Membranen wurden auch fiir 16sungs-
mittelfreie Membranen die Transportraten fiir den nigericininduzierten K*H*-Austausch
anhand der Initialsteigung bestimmt. Unabhéangig von der Richtung des vorgelegten Kalium-
ionengradienten und fir Nigericinkonzentrationen von 3,34 uM und 16,7 uM wurde eine
Transportrate von 10* H*:cm™?-s™ ermittelt. Diese Rate stimmt mit der fiir I6sungsmittel-
haltige Membranen bestimmten (berein.

4.3 Rekonstitution von Bacteriorhodopsin in Lipidmembranen

Elektrochemische Gradienten konnten in verschiedenen Modellsystemen induziert durch den
K*/H*-Antiporter Nigericin aufgebaut werden. Neben antibiotisch wirksamen Metaboliten
wie Nigericin, sind vor allem Proteine in biologischen Systemen in der Lage, lonengradienten
aufzubauen. Um proteininduzierte elektrochemische Gradienten zu untersuchen, wurde das
membranstéandige Protein Bacteriorhodopsin (bR) funktionell in Membranen rekonstituiert.
Es ist in der Lage, bei Belichtung Protonen unidirektional tber die Membran zu pumpen.
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Dadurch stellt es eine lichtgetriebene Alternative zu den nigericininduzierten Protonen-
gradienten dar, fir deren Bildung ein vorgegebener Kaliumionengradienten als Triebkraft
benotigt wird. Es gilt als das am besten untersuchte Membranprotein und eignet sich daher als
Prototyp fir eine Rekonstitution in poreniiberspannende Membranen, besonders in Hinblick
auf potentielle biotechnologische Anwendungen (Kapitel 1.2.2).[

4.3.1 Isolierung von Purpurmembranfragmenten aus Halobacterium salinarum

Das Protein bR bildet den Hauptbestandteil (75 %) der sogenannten Purpurmembran (PM) im
halophilen Bakterium Halobacterium salinarum.’® Um bR fiir eine nachfolgende
Rekonstitution in artifiziellen Membranen zu gewinnen, wurden Halobakterien des Stammes
S9 kultiviert (Kapitel 3.2.1). Fir die Kultivierung der Halobakterien wurden zwei
unterschiedliche Nahrmedien verwendet (Normalmedium, Medium 97). Beide Medien finden
sich in Standardprotokollen™"*®! und wurden im Rahmen dieser Arbeit in Bezug auf die
Reinheit des isolierten bR gegenlbergestellt. PM wurden als Fragmente isoliert und die
bR-Konzentration UV-Vis spektroskopisch bestimmt. Absorptionsspektren der isolierten
PM-Fragmente nach Kultivierung in beiden Medien sind in Abb. 4.28, A dargestellt.
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Abb. 4.28: A Absorptionsspektren der isolierten PM-Fragmente aus Halobakterien, kultiviert in Normalmedium
(violett, c,g = 1,1 uM) und Medium 97 (schwarz, cyr = 1,2 uM). Wahrend der Verlauf fir Normalmedium ein
Absorptionsmaximum bei 568 nm besitzt, ist das Maximum fur Medium 97 zu 558 nm verschoben und breiter. B
Ein Differenzspektrum beider in A gezeigten Absorptionsspektren weist drei Absorptionsmaxima bei 541, 506
und 479 nm auf. Pufferzusammensetzung: 160 mM KCI, 10 mM MOPS, pH 7,3 (KOH).

Die aus dem Normalmedium isolierten PM-Fragmente weisen ein Absorptionsmaximum bei
568 nm auf, die aus dem Medium 97 isolierten Fragmente hingegen ein breiteres Maximum
bei 558 nm. Ein Differenzspektrum beider in A aufgefuhrten Absorptionsspektren weist drei
Absorptionsmaxima auf (561, 506 und 479 nm, B). Dementsprechend liegt in den aus
Medium 97 isolierten PM-Fragmenten neben bR mindestens eine weitere UV-Vis aktive
Spezies vor. Spektren, wie das in Abb. 4.28, B gezeigte, wurden den in Halobacterium
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salinarum vorkommenden carotinoiden Pigmenten Bacterioruberin und (-Carotin
zugeordnet.™¥ % Dije Struktur von Bacterioruberin ist in Abb. 4.29 dargestellt. Diese
Komponenten wurden immer zusammen mit bR in Form von PM-Fragmenten isoliert, wenn
zuvor in Medium 97 kultiviert worden war. Bei identischer Isolierungsvorschrift konnten
diese Pigmente bei einer Kultivierung in Normalmedium nie nachgewiesen werden.

Abb. 4.29: Strukturformel des zusammen mit bR aus Halobakterien isolierten Bacterioruberin.

Die isolierten PM-Fragmente unterschieden sich neben ihrem Absorptionsverhalten auch in
der Aktivitat des bR, welche mittels Photostrommessungen (Kapitel 3.3.1) untersucht wurde
(Abb. 4.30). Dabei wurden Photostrommessungen, wie insgesamt im Rahmen dieser Arbeit,
lediglich qualitativ dazu vewendet, um eine prinzipielle Aktivitdt von bR in Form eines
Protonentransports nachzuweisen. Eine quantitative Auswertung von bR-induzierten
Photostrommessungen mit Bezug zu theoretischen Modellen findet sich bei Schmitt.!**"!

A B

351 ——Medium 97 351 —— Medium 97
30 —— Normalmedium 304 —— Normalmedium

= V
2R v

J/InAcm?
JInAcm?

Abb. 4.30: Photostrommessungen der isolierten PM-Fragmente (c,r = 0,1 mg-mL™) fiir Medium 97 (schwarz)
und Normalmedium (violett). A zeigt den Verlauf des Photostromsignals vor, B den Verlauf nach Zugabe von
Carbonylcyanid-m-chlorphenylhydrazon (CCCP, 24 uM). Start und Ende der Belichtung sind jeweils mit Pfeilen
gekennzeichnet. Der Verlauf fiir das Medium 97 ist zwecks besserer Ubersichtlichkeit jeweils um +10 nA-cm™
verschoben. Pufferlésung: 160 mM KCI, 10 mM MOPS, pH 7,3 (KOH).

PM-Fragmente wurden zu einer goldunterstitzten (Arbeitselektrode), mittels painting-
Technik (2 % (w/v) DPhPC und 0,05 % (w/v) ODA in n-Dekan) préaparierten Membran
gegeben, eine Gegenelektrode in die Uberstehende Losung gegeben und die Potentialdifferenz
vor, wéahrend und nach Belichtung der Probe aufgenommen. Abb. 4.30, A (violetter Verlauf)
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zeigt fir in Normalmedium kultivierte PM-Fragmente bei Belichtung der Probe einen
Maximalwert (Amplitude) des gemessenen Photostromsignals von J = 29 nA-cm™. Das Signal
sinkt exponentiell auf das Ausgangsniveau ab und zeigt bei Ende der Belichtung einen
Minimalwert von J = -7 nA-cm™, bevor erneut der Ausgangswert erreicht wird. Die Amplitu-
den des Signals fur aus Medium 97 isolierte PM-Fragmente (schwarzer Verlauf, um
+10 nA-cm™ versetzt) sind mit J =7 nA-cm? bzw. J=-2 nA-cm? etwa um ein Vierfaches
geringer. Der Verlauf lasst sich bei Betrachtung der Membran als Kondensator mit einer
Lade- bzw. Entladekurve vergleichen. Protonen werden durch bR in Richtung der Elektrode
gepumpt und die Grenzschicht der Membran 1&dt sich kapazitiv auf, weshalb ein transienter
Stromverlauf zu erkennen ist. Bei Ende der Belichtung flielen die gepumpten Protonen
zuriick, wobei Unterschiede in der Amplitude von Ein- und Ausschaltstrom auf unterschied-
liche Geschwindigkeiten beider Prozesse hindeuten.

Ein Verlauf, wie er in Abb. 4.30 dargestellt ist, wurde qualitativ fir sémtliche vermessenen
PM-Fragmente aus den jeweiligen Medien erhalten. Von einer weiteren Quantifizierung der
Belichtungsstrome und stationdren Strome wurde abgesehen. Durch die painting-Technik
praparierte unterstiitzende Membranen wiesen spezifische Kapazitaten in einem Bereich von
0,3 bis 0,5 pF-cm™? auf und liegen somit im Bereich literaturbekannter Werte.'"! Diese
Varianz in spezifischen Kapazitaten der unterstiitzenden Membranen kann die Menge der
angebundenen PM-Fragmente beeinflussen und dadurch auch z. B. die Amplituden der
gemessenen Photostrome.

Abb. 4.30, B, (violetter Verlauf) zeigt nach Zugabe von CCCP, einer entkoppelnd wirkenden
Substanz, welche Membranen durchlassig fir Protonen macht, fir aus Normalmedium
isolierte PM-Fragmente bei Belichtung einen stationdrer Strom von J=4nA-cm™. Der
Entkoppler bewirkt, dass Protonen durch die unterstiitzende Membran durchtreten kdnnen,
statt an der Membranoberflache akkumuliert zu werden. Es baut sich keine geladene
Grenzschicht auf, welche dem weiteren Transport von Protonen durch bR entgegenwirkt.
Dadurch wird ein kontinuierliches Protonenpumpen ermdglicht, welches in einem stationaren
Strom resultiert. CCCP verringert erkennbar die Asymmetrie des Photostromsignals. Der
Minimalwert des Signals sinkt auf J=-12nA-cm™®. Fur aus Medium 97 isolierte
PM-Fragmente (schwarzer Verlauf, um +10 nA-cm™? versetzt) lasst sich kein stationarer
Strom wahrend der Belichtung ausmachen (J <1 nA-cm®) und der Minimalwert sinkt auf
J=-3nAcm? Da kein stationdrer Strom detektiert werden kann, muss die Anzahl
kontinuierlich gepumpter Protonen deutlich geringer sein, als bei Photostrommessungen an
aus Normalmedium isolierten PM-Fragmenten. Grund hierfiir kann eine geringere Aktivitat
des bR sein oder eine verminderte Adsorption von PM-Fragmenten, die aus Medium 97
isoliert wurden. Eine detailierte Beschreibung und Ansétze zur Quantifizierung von an
PM-Fragmenten gemessenen Photostromen findet sich bei Bamberg et al. (PM-Fragmente
adsorbiert an freistehenden Membranen) und Schmitt.[2%:47]
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Waurden keine PM-Fragmente zu der Probe gegeben, so verlief das Photostromsignal konstant
und ohne Ausschlage (J <1 nA-cm™). Das gemessene Signal ist demnach auf die Protonen-
pumpaktivitat des in Form von PM-Fragmenten isolierten bR zurlickzufuhren. Bei gleicher
bR-Konzentration (0,1 mg-mL™) zeigten aus Normalmedium isolierte Fragmente ein deutlich
hoheres Photostromsignal, als aus Medium 97 isolierte Fragmente. Diese Differenzen in den
Photostromsignalen kénnen auf eine héhere Protonenpumpaktivitit des aus Normalmedium
isolierten bR, oder auf eine verminderte Anbindung der aus Medium 97 isolierten
PM-Fragmente zurlckgefihrt werden. Die Funktionalitat des isolierten bR als Protonen-
pumpe konnte somit nachgewiesen werden. Im Nachfolgenden wurde aufgrund des stérkeren
Photostromsignals bR, welches aus in Normalmedium kultivierten Halobakterien isoliert
worden war, verwendet.

4.3.2 Rekonstitution von bR in Liposomen

Verschiedene Methoden wurden eingesetzt, um bR funktionell in Liposomen zu rekonstitu-
ieren (Kapitel 3.2.4). Neben der reverse phase Methode, bei welcher Vesikel durch
Zusammenlagerung inverser Mizellen bei Losungsmittelentzug gebildet werden, wurden
Detergentien (Triton-X-100, n-Octyl-p-D-glucopyranosid (n-OG)) eingesetzt, um Protein in
detergensgeséttigte Vesikel einlagern zu kénnen. Bei allen beschriebenen Methoden wurden
calciumionenfreie Pufferlésungen verwendet, da Calciumionen zu einem Aggregieren und
dadurch Ausfallen der PM-Fragmente fihrten (Abb. 4.31). Zugabe von Ca** nach abgeschlos-
sener Bildung von Proteoliposomen fiihrte in einem Zeitrahmen von 1 h zu keiner Bildung
eines Niederschlags, was auf eine vollstandige Inkorporation des Proteins in die gebildeten
Vesikel hindeutet. Gebildeter Niederschlag lieB sich durch Zugabe von EDTA im Uberschuss
nicht auflosen.
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Abb. 4.31: Eppendorf-GefaR mit Vesikeln, die nach der reverse phase Methode hergestellt wurden. Als Lipide
wurden DPhPC/DPPA (9:1) mit jeweils 1 mol% bR eingesetzt. Gefal 1 zeigt eine Vesikelsuspension mit einer
Lipidkonzentration von 5 mg-mL™, Gef4R 2 eine mit einer Konzentration von 2 mg-mL™. Beide Proben wurden
in einer Losung von 80 mM CacCl,, 50 mM KCI prépariert. Ein rétlich-violetter Niederschlag im Bodenbereich
der GefaRe deutet auf eine Aggregation und ein Ausfallen der PM-Fragmente hin und somit eine unerfolgreiche
Rekonstitution des Proteins. GefaR 3 zeigt eine Vesikelsuspension mit einer Lipidkonzentration von 2 mg-mL™,
welche in Reinstwasser prapariert wurde. Es ist kein Niederschlag zu erkennen, die gesamte Probe weist eine
homogene violette Farbung auf.

Vesikelsuspensionen mit homogener, violetter Farbung konnten durch alle verwendeten
Methoden (reverse phase, detergensmediiert) gebildet werden, was generell auf eine
erfolgreiche Rekonstitution von bR in Vesikeln hindeutet. Um die Protonenpumpaktivitat von
bR nach dem Einbau in Vesikel zu untersuchen, wurden Photostrommessungen an Proteo-
liposomen durchgefiihrt (Kapitel 3.3.1).24” Die Stromantwort bei Belichtung von nach dem
reverse phase Protokoll gebildeten Proteoliposomen in Gegenwart von CCCP ist in Abb. 4.32
dargestellt. Bei Start und Ende der Belichtung sind transiente Strome zu erkennen mit
Amplituden von J=2,3nA-cm? und J=-1,5nA-cm®, wobei wahrend der Belichtung ein
stationarer Strom von J=0,5nA-cm™ gemessen wird. Die Vesikel wurden ber elektro-
statische Wechselwirkungen zwischen dem positiv geladenen ODA in der auf der Goldelek-
trode praparierten Membran und den in PM-Fragmenten und somit in den Vesikeln rekonsti-
tuierten negativ geladenen Lipiden angebunden. Der Verlauf zeigt, dass bR funktionell in
Vesikeln rekonstituiert werden konnte. Fluoreszenzmarkierung von bR (Cy3/bR, 1:3, Texas
Red/bR, 1:2,2, Alexa Fluor 488/bR, 1:4) hatte keinen Einfluss auf dessen Protonenpump-
aktivitat vor wie nach Rekonstitution in Vesikeln. Kontrollexperimente an bR-freien reverse
phase Vesikeln zeigten bei Belichtung keine transienten Strome und verliefen konstant bei
J=0nAcm?
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Abb. 4.32: Photostrommessung der Protonenpumpaktivitdt von per reverse phase Methode in Liposomen
rekonstituiertem bR. Vesikel (DPhPC/DOPC, 6:4, 1 mol% bR) wurden auf goldunterstitzten painted membranes
(2 % (w/v) DPhPC und 0,05 % (w/v) ODA in n-Dekan) elektrostatisch angebundenen durch die Wechselwir-
kung von positiv geladenem ODA und negativ geladenen Lipiden aus den PM-Fragmenten. Pufferldsung: 2 mM
KOH, 1 mM MOPS, pH 7,4 (TRIS). Die Messung wurde nach Zugabe von 2 uM CCCP durchgefihrt.

Neben Photostrommessungen wurde der pH-Wert der Vesikelsuspensionen mittels pH-Elek-
trode gemessen und auf belichtungsinduzierte Anderungen untersucht (Kapitel 3.3.2). Der
Verlauf in einer Suspension von reverse phase Vesikeln (1,2 mg Lipid (600 pL Vesikel-
suspension) auf 3,0 mL KCI-Lésung (150 mM), 0,28 mol% DbR) ist in Abb. 4.33 abgebildet.
Valinomycin wurde der Probe zugefuigt, um den passiven Transport von Kaliumionen durch
die Vesikelmembran zu ermdglichen und somit ein elektrisches Potential, welches den
Transport von Protonen hemmen wirde, abzubauen. Vor, wahrend und nach Belichtung der
Probe blieb der pH-Wert der Suspension konstant bei 6,19 + 0,01. Ein aktiver Transport von
Protonen konnte weder aus den Vesikeln in die umgebende Lésung, noch in entgegenge-
setzter Richtung nachgewiesen werden. Lichtinduzierte Anderungen im pH-Wert des
umgebenden Mediums konnten weder flr reverse phase Vesikel, noch fir durch Detergens-
entzug (Triton-X-100, n-OG) gebildete Vesikel detektiert werden, unabhéngig von einer
Zugabe von Valinomycin. Die Photostrommessungen zeigten ein aktives Protonenpumpen
durch bR. Netto-pH-Wertdnderungen konnten in der umgebenden, ungepufferten Losung
jedoch nicht induziert werden, was auf eine fehlende VVorzugsorientierung des rekonstituierten
bR in den Vesikeln deutet und unter Kapitel 5.3.1 naher diskutiert werden wird.
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Abb. 4.33: Verlauf des pH-Wertes einer Suspension von Vesikeln (POPC/POPS, 9:1, 0,28 mol% bR, extrudiert
durch Polycarbonatmembranen mit nominellem Porendurchmesser von 400 nm, dann 200 nm) in 150 mM KClI,
gemessen mittels pH-Elektrode. Die Lésung wurde vor der Messung mit 3,0 uM Valinomycin (1 mg-mL™ in
EtOH) versetzt. Beginn und Ende der Belichtung sind jeweils durch Pfeile markiert.

4.3.3 Rekonstitution von bR in GUVs

Um bR funktionell in porenuberspannenden Membranen rekonstituieren zu kdnnen, wurde
das Protein zun&chst ausgehend von PM-Fragmenten oder Proteoliposomen in GUVs
inkorporiert (Kapitel 3.2.5). Fluoreszenzmarkiertes bR wurde konfokalmikroskopisch in
GUVs nachgewiesen (Abb. 4.34) und dessen Funktionalitdt mittels Photostrommessungen
untersucht, um eine erfolgreiche Rekonstitution des bR in GUVs nachzuweisen.
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Abb. 4.34: Konfokalmikroskopische Aufnahme eines GUV (POPC/Texas Red DHPE, 99,8:0,2, rot, A,
0,7 mol% Alexa Fluor 488 markiertes bR, griin, B, préapariert nach Kapitel 3.2.5, 2)). Pufferlosung: 160 mM
KCI, 10 mM MOPS, pH 7,3 (KOH). Mafstabsbalken 10 pum.

Abb. 4.34, A zeigt die Texas Red DHPE Fluoreszenz, Abb. 4.34, B die Fluoreszenz des Alexa
Fluor 488 markierten bR innerhalb eines GUV. Beide Fluoreszenzfarbstoffe sind homogen
uber den gesamten Membranbereich verteilt, was eine erfolgreiche Rekonstitution des
markierten bR in die Vesikelmembran beweist. Der dargestellte GUV wurde durch partielle
Dehydratisierung eines mit PM-Fragmenten versetzten Lipidfilms und anschlieRender
Elektroformation gebildet. Durch diese Methode (Kapitel 3.2.5, 2)) konnten GUVs in groRer
Zahl mit deckungsgleicher Fluoreszenz von Texas Red und markiertem bR gebildet werden.
Eine Anwendung der unter Kapitel 3.2.5, 1-1) und 1-2) beschriebenen Methoden zur
Rekonstitution von bR in GUVs wies ebenfalls jeweils eine solche Uberlagerung von
Membran- und Proteinfluoreszenz auf (Abb. 4.35).

Alle untersuchten Methoden erlaubten demnach eine erfolgreiche Rekonstitution von bR in
GUVs mit einem Anteil von 1 mol% und unabhangig von den zur Markierung verwendeten
Fluorophoren.
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Abb. 4.35: Konfokalmikroskopische Aufnahmen von Proteo-GUVs (DPhPC/DOPC/Texas Red DHPE,
59,9:40,0:0,1, rot, 1,0 mol% FITC-markiertes bR, griin), prapariert aus Proteoliposomen (Kapitel 3.2.4, reverse
phase Methode) nach verschiedenen Methoden. A, C, E und G zeigen jeweils die Texas Red DHPE Fluoreszenz
innerhalb der Vesikelmembran, B, D, F und H zeigen jeweils die Fluoreszenz des mit FITC markierten bR (zur
Markierung von bR mit FITC siehe Fresel*”®)). A und B: Proteoliposomen wurden iiber gesattigter NaCl-Losung
dehydratisiert und in 100 mM KCI, 10 mM TRIS, 100 mM Sucrose, pH 7,4 (HCI) unter Hochfrequenz-
Bedingungen gebildet (Kapitel 3.2.5, Préparation von GUVs unter physiologischen Bedingungen). C und D:
Proteoliposomen wurden mit 1 % Glycerin (w/w) versetzt und im Vakuum dehydratisiert. Rehydratisierung
erfolgte langsam in Pufferlésung wie unter A, B ohne Anlegen eines elektrischen Feldes (gentle hydration,
Kapitel 3.2.5, 1-2)). E und F: Proteoliposomen wurden Uber geséttigter NaCl-Losung dehydratisiert und in 1 mM
MOPS, 2 mM KCI, 100 mM Sucrose, pH 7,0 (TRIS) durch Elektroformation gebildet (Kapitel 3.2.5, 1-1)). G
und H: Proteoliposomen mit Sucrose (0,2 g-g™ Lipid) versetzt und im Vakuum dehydratisiert. Rehydratisierung
und Elektroformation wie unter E und F. Pufferlésung je 100 mM KCI, 10 mM TRIS, 100 mM Glucose, pH 7,4
(HCI). MaRstabsbalken je 2 um.

Nachdem bR in GUVs eingebracht werden konnte, wurde mittels Photostrommessungen rein
qualitativ untersucht, ob das Protein seine Funktionalitdt wahrend der Bildung von GUVs
konserviert hatte. Photostrommessungen an Proteoliposomen hatten eine Aktivitat von
rekonstituiertem bR nachgewiesen (Kapitel 4.3.2). Bei der Bildung von GUVs wird das
Protein jedoch einer Dehydratation unterzogen, welche als kritischer Schritt in Bezug auf eine
Konservierung der Struktur und Funktionalitit von Proteinen gilt.*}"%2 Abb. 4.36 zeigt
Verldaufe des Photostromsignals von bR-haltigen (schwarz), sowie bR-freien (blau, Signal um
-3 nA-cm™ verschoben) GUVs vor (A) und nach (B) Inkubation mit CCCP. Bei Start der
Belichtung ist fiir bR-haltige GUVs jeweils ein Stromsignal mit einer Amplitude von J =15
bzw. 14 nA-cm™ zu erkennen. Nach Inkubation mit CCCP lasst sich wahrend der Belichtung
ein stationdrer Strom von J=1nA-cm? und bei Ende der Belichtung eine Amplitude von
J =-10 nA-cm™ ablesen. Rekonstituiertes bR ist somit in der Lage bei Belichtung Protonen
uber die Membran von GUVs zu transportieren und bleibt demnach funktionell. Kontroll-
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experimente mit bR-freien GUVs zeigen keine lichtinduzierten Stromantworten und weisen
lediglich teilweise Schwankungen im Bereich von J = 1 nA-cm™ auf.
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Abb. 4.36: Photostrommessungen an bR-haltigen GUVs (DPhPC/DOPC/Texas Red DHPE, 59,9:40,0:0,1,
1 mol% bR, prépariert nach Kapitel 3.2.5, 1-1) in 100 mM Sucrose, 2 mM KCI, 1 mM MOPS, pH 7,4 (TRIS)).
Entsprechen GUVs aus Abb. 4.35, E und F. Pufferlosung: 100 mM KCI, 20 mM TRIS, pH 7,4 (HCI). A zeigt
den Verlauf des Photostromsignals vor Zugabe von CCCP, B den Verlauf nach Zugabe von 2 uM CCCP. GUVs
mit einem bR-Anteil von 1 mol% sind in schwarz dargestellt, solche gleicher Zusammensetzung, jedoch ohne bR
in blau dargestellt. Beginn und Ende der Belichtung der Probe sind jeweils mit Pfeilen markiert. Zur besseren
Ubersichtlichkeit sind die Verlaufe fiir bR-freie GUVs um J = -3 nA-cm™ versetzt. Durch die hohere Dichte der
Sucroselésung in den GUVs sanken diese auf die mittels painting-Technik (2 % (w/v) DPhPC und 0,05 % (w/v)
ODA in n-Dekan) auf eine Goldelektrode aufgetragene Membran ab und konnten zusétzlich (ber eine
elektrostatische Wechselwirkung zwischen negativ geladenen Lipiden aus den PM-Fragmenten in der Vesikel-
membran und dem positiv geladenen ODA in der goldunterstiitzten Membran angebunden werden.

Die abgebildeten Photostrommessungen wurden an GUVs durchgefuhrt, welche aus Uber
geséttigter NaCl-Losung dehydratisierten reverse phase Proteoliposomen gebildet worden
waren. Analoge Verldaufe, welche auf eine funktionelle Rekonstituiton von bR in GUVs
schlieBen lieRen, wurden fir samtliche unter Kapitel 3.2.5, 1-1) und 1-2) beschriebenen
Methoden erhalten, unabhéngig von einer Fluoreszenzmarkierung des Proteins Abb. 4.37. An
nach Methode 2) praparierte GUVs wurden keine Photostrommessungen durchgefiihrt. Somit
konnte eine Auswahl an Methoden etabliert werden, welche eine mittels Fluoreszenz-
mikroskopie nachgewiesene Rekonstitution von bR unter Konservierung der Protonenpump-
aktivitat des Proteins erlaubten.
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Abb. 4.37: Photostrommessungen an bR-haltigen GUVs (DPhPC/DOPC/Texas Red DHPE, 59,9:40,0:0,1,
1 mol% bR), prépariert nach verschiedenen Methoden. Die Zusammensetzung und Préparation der vermessenen
GUVs (A und B bis G und H) stimmen mit den entsprechend benannten GUVs unter Abb. 4.35 Uberein. Puffer-
l6sung: 100 mM KCI, 20 mM TRIS, pH 7,4 (HCI). A, B und C zeigt die Verlaufe der Photostromsignale vor
Zugabe von CCCP, D, E und F die Verlaufe nach Zugabe von 2 pM CCCP. Beginn und Ende der Belichtung der
Probe sind jeweils mit Pfeilen markiert.
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Bildung eines lichtinduzierten Protonengradienten

Um zu untersuchen, ob ein gerichteter Protonentransport durch rekonstituiertes bR in GUVs
und dadurch eine Veranderung des pH-Wertes im Vesikelinneren durch Belichtung erzeugt
werden konnte, wurden pyraningefiillte GUVs préapariert und auf avidinbedeckten Substraten
immobilisiert (Kapitel 3.3.3). Der pH-sensitive Farbstoff liel sich unabhangig von der
Methode der GUV-Prdparation stabil in bR-haltige GUVs einschlielen (Kapitel 3.2.5).
Lediglich bei Verwendung von Triton-X-100 konnte ein Austritt des Farbstoffs sowohl aus
den GUVs als auch aus durch Spreiten von GUVs membraniiberspannten Poren festgestellt
werden. Abb. 4.38, A zeigt eine dreidimensionale Darstellung der Texas Red DHPE Fluores-
zenz eines pordsen Substrates nach Spreiten von GUVSs, welche aus Liposomen geformt
wurden, die in Anwesenheit von Triton-X-100 und anschlielendem Entzug des Detergens
durch BioBeads gebildet wurden. Der Ausschnitt zeigt mehrere planare membraniberspannte
Poren und keine hemisphérisch tiberspannten Poren.

B

A
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-

Abb. 4.38: A Ortho-Darstellung einer dreidimensionalen, konfokalmikroskopischen Aufnahme eines mit
11-Amino-1-undekanthiol funktionalisierten pordsen Siliziumsubstrates (d = 4,5 um, h =9 um) nach Spreiten
von GUVs (POPC/POPS/Texas Red DHPE, 89,8:10,0:0,2, rot). Die GUVs wurden durch partielle
Dehydratisierung von Liposomen (Kapitel 3.2.4, 1)) U(ber geséttigter NaCl-Losung, anschlieRender
Rehydratisierung mit 0,24 M Sucrose, 2 mM KCI, 1 mM MOPS, pH 7,3 (TRIS) und Elektroformation bei 3 V
und 5 Hz gebildet. Die Liposomen wurden durch 30 mindtiges Quellen eines Lipidfilms (2 mg) in Pufferldsung
(2 mM MOPS, pH 7,3 (TRIS)) und anschlieBender Ultraschallbehandlung gebildet und mit Triton-X-100 (Lipid-
zu-Detergens Verhdltnis 0,5 % (w/w)) versetzt. Nach 30 mindtiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde
weiteres Triton-X-100 in 20 mM HEPES, pH 6,8 (TRIS) zugegeben (Finales Lipid-zu-Detergens Verhaltnis
0,51 % (w/w) und das Detergens durch Zugabe von BioBeads (2x 54 mg + 109 mg) unter Ruhren (12 h) entfernt.
Z-Dimension: 14,0 um (18 Einzelbilder). Pufferlésung: 107 mM CaCl,, 10 mM MOPS, 0,5 mM Pyranin, pH 7,3
(TRIS). B Zweidimensionale konfokalmikroskopische Aufnahme der Pyraninfluoreszenz des in A gezeigten
Ausschnitts. Malstabsbalken je 10 pm.
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Eine zweidimensionale Aufnahme der Pyraninfluoreszenz derselben Stelle (Abb. 4.38, B)
zeigt keine pyraningefillten Poren. Das Fehlen hemisphérisch (Uberspannter Poren in
Kombination mit keinem Einschluss von Pyranin in membranlberspannten Poren weist auf
eine Durchléassigkeit der Membranen gegenuber Pyranin, Sucrose und lonen hin. Da
Triton-X-100 mit 200 pM eine geringe CMC aufweist und bekannt ist, dass es zu einem
Farbstoffaustritt aus Lipidvesikeln fihren kann,°® erklart sich die erhohte Durchlassigkeit
porenuberspannender Membranen und von GUVs durch eine unvollstdndige Entfernung von
Triton-X-100 im Verlauf der Vesikelbildung (Kapitel 3.2.4, 1)).

Bei Uberfiihrung pyraninfreier GUVs (gebildet in 0,3 M Sucrose) in eine pyraninhaltige
Pufferlésung (160 mM KCI, 10 mM MOPS, 1 uM Pyranin, pH 7,3 (KOH)) konnte beobachtet
werden, dass GUVs direkt nach Zugabe mit Farbstoff geftllt waren und sich die Intensitaten
des Farbstoffs innerhalb und ausserhalb der GUVs angeglichen hatten (Abb. 4.39, B). Dieses
Ph&nomen konnte nicht beobachtet werden, wenn Pyranin zu einer vorgelegten Suspension
pyraninfreier GUVs gegeben wurde (Abb. 4.39, A). Bei Uberfiihrung von GUVs in eine
Losung anderer Zusammensetzung als im Innenvolumen der GUVs kénnten geringe
Unterschiede in der Osmolaritat beider Volumina zu einer temporéren Permeabilisierung der
Membran und dadurch zu einem Eintritt des umgebenden Fluoreszenzfarbstoffs fuhren. Dass
die Membranen nur temporar permeabel wurden, danach jedoch eingetretenen Farbstoff stabil
einschliessen konnten, zeigte sich bei Belichtung des eingeschlossenen Pyranins (ber einen
langeren Zeitraum, bei welchem selektiv im Inneren des beobachteten GUV ein Photo-
bleichen des Pyranins auftrat (Abb. 4.39, C). Ein nachtraglicher Austausch zwischen Vesikel-
innerem und umgebender LAsung schlielt sich somit aus.

Abb. 4.39: Konfokalmikroskopische Aufnahmen von GUVs (POPC/POPS/Texas Red DHPE, 89,8:10,0:0,2, rot,
mit 0,7 mol% bR, Elektroformation in 0,3 M Sucroseldsung). Pufferlésung: 160 mM KCI, 10 mM MOPS,
pH 7,3 (KOH). Zugabe von 1 uM Pyranin (griin) nach (A) bzw. vor (B, C) Uberfiinrung von GUVs in KCI-
haltige Pufferlésung. Malstabsbalken 5 um. B und C zeigen die Pyraninfluoreszenz im Verlauf einer Zeitserie
konfokalmikroskopischer Aufnahmen, wobei der Farbstoff im Inneren eines GUV (Membranfluoreszenz nicht
abgebildet) starker photobleicht, als im umgebenden Medium (C). Pfeile deuten den Umriss des pyraningefillten
GUV am Ende der Zeitserie an (C).
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Temporére Erhéhungen der Permeabilitat von GUVs und ein daraus resultierender Austausch
der wassrigen Losung im Vesikelinneren mit der umgebenden Losung wurden bereits durch
elektrische Impulse erreicht.’®! Daher ist es plausibel, dass ein osmotischer Schock der
GUVs durch Uberfithrung in ein Medium mit verandertem Elektrolytgehalt einen gleichen
Effekt verursachen kann.

Der zeitliche Verlauf der Pyraninfluoreszenz innerhalb eines GUV bei Belichtung mit Hilfe
eines LED-Rings (Abb. 3.7) ist in Abb. 4.40, A dargestellt. Die Intensitdt sinkt von
55 Einheiten zu Beginn der Zeitserie durch unspezifisches Photobleichen auf einen Wert von
39 Einheiten ab. Ein geringftigiges Bleichen der Hintergrundfluoreszenz (B, C) ist auf eine
leichte Verschiebung der Fokusebene des Mikroskops zuriickzufuihren. Bei Belichtung der
Probe (markiert durch Pfeile) kann in einem Zeitraum von 62 s keine Veranderung im Verlauf
der Pyraninfluoreszenz, verglichen mit dem Gesamtverlauf beobachtet werden. Eine
Anreicherung von Protonen oder Hydroxidionen im Vesikelinneren, induziert durch ein
gerichtetes Pumpen des rekonstituierten bR lasst sich nicht feststellen. Ein Verlauf, wie er
exemplarisch in Abb. 4.40, A gezeigt ist, wurde fur auf Siliziumsubstraten fixierten,
bR-haltige GUVs beobachtet, unabhangig von deren Praparationsmethode. In keinem Fall
konnte reproduzierbar ein Netto-Protonenpumpen, welches auf eine VVorzugsorientierung des
rekonstituierten bR deuten wirde, beobachtet werden.
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Abb. 4.40: A Zeitlicher Verlauf der Fluoreszenzintensitat von in einem GUV (POPC/Bio-Cap-PE/Texas Red
DHPE, 98,8:1,0:0,2, mit 0,3 mol% bR) eingeschlossenem Pyranin (1 mM in 320 mM Sucrose, 10 mM MOPS,
pH 7,3 (TRIS)). Pufferldsung: 160 mM KCI, 10 mM MOPS, pH 7,3 (KOH). Beginn und Ende der Belichtung
sind mit Pfeilen markiert. B und C zeigen die entsprechenden konfokalmikroskopischen Aufnahmen bei t=0s
und t = 129 s. Malstabsbalken 5 pm.

Eine mogliche Erklarung fur diesen Befund ist eine fehlende Vorzugsoritentierung des bR
innerhalb der GUV-Membran. Die rekonstituierten bR-Molekdle sind demnach je zur Hélfte
mit dem C-Terminus ins Vesikelinnere und zur umgebenden LOsung gerichtet, sodass bei
Belichtung eine gleiche Zahl Protonen in den Vesikel hinein wie aus dem Vesikel hinaus
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transportiert werden. Ein Netto-Transport von Protonen und der Aufbau eines
Protonengradienten Uber die Vesikelmembran wére dadurch nicht mdoglich. Eine néhere
Betrachtung hierzu findet sich in Kapitel 5.3.1.

4.3.4 ReKkonstitution von bR in poreniiberspannende Membranen

Um bR funktionell in porentberspannende Membranen rekonstituieren zu kdénnen, wurden
unterschiedliche Methoden untersucht. Zuné&chst wurde fluoreszenzmarkiertes Protein einge-
setzt, um eine erfolgreiche Einlagerung von bR in porenuberspannende Membranen fluores-
zenzmikroskopisch nachweisen zu koénnen. Bei der Zugabe von fluoreszenzmarkierten
PM-Fragmenten zu l6sungsmittelfreien oder —haltigen porenlberspannenden Membranen,
wurde eine inverse Verteilung von Membranfluoreszenz und Proteinfluoreszenz auf porésen
Substraten beobachtet. Eine spontane Inkorporation von bR in die Membranen, was sich
durch eine Deckungsgleichheit der Fluoreszenzen des markierten bR und des Membranfarb-
stoffs duBern wirde, konnte in keinem Fall beobachtet werden. Auch die Zugabe bR-haltiger
Vesikel (Kapitel 3.2.4) zu porentiberspannenden Membranen fuhrte nach Spiilen der Probe zu
keiner deckungsgleichen Fluoreszenz, woraus geschlossen werden kann, dass keine Rekonsti-
tution durch Fusion bR-haltiger Vesikel mit planaren poreniiberspannenden Membranen
stattfand. Eine Mdglichkeit bR erfolgreich in porenuberspannende Membranen zu rekonsti-
tuieren, bot das Spreiten bR-haltiger GUVs auf hydrophil funktionalisierten pordsen
Substraten (Kapitel 3.2.11). Eine Ortho-Darstellung konfokalmikroskopischer Aufnahmen
eines membraniberspannten Bereichs mit deckungsgleicher Membran- und Proteinfluores-
zenz ist in Abb. 4.41 dargestellt. Ein Bereich von vier tGberspannten Poren, von denen die
beiden unteren leicht gewdlbt Gberspannt erscheinen und die beiden oberen Membranen
planar und tiefer in den Poren verlaufen, ist in beiden Aufnahmen zu erkennen. Sowohl Texas
Red DHPE (rot, A), als auch Alexa Fluor 488 Fluoreszenz (griin, B) erlauben dabei eine klare
Unterscheidung zwischen bedeckten und leeren Poren. Generell konnte fur bR-haltige poren-
uberspannende Membranen sowohl bei planaren, als auch bei ausgesttlpten Membranen stets
eine Kolokalisation beider Fluoreszenzen beobachtet werden.
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Abb. 4.41: Ortho-Darstellung einer dreidimensionalen, konfokalmikroskopischen Aufnahme eines mit
6-Mercapto-1-hexanol funktionalisierten pordsen Siliziumsubstrates (d = 5,5 pm, h =9 pm) nach Spreiten von
GUVs (POPC/Texas Red DHPE, 99,8:0,2, rot, A, 0,7 mol% Alexa Fluor 488 markiertes bR, griin, B). Malstabs-
balken 5 um, z-Dimension: 8,6 um (12 Einzelbilder). Pufferldsung: 160 mM KCI, 10 mM MOPS, pH 7,3
(KOH).

Mobilitdt von bR in poreniiberspannenden Membranen

FRAP-Experimente wurden an bR-haltigen porentiberspannenden Membranen durchgefuhrt,
um die Mobilitat des fluoreszenzmarkierten Proteins zu untersuchen. Der Verlauf der Fluores-
zenzintensitat von an bR gebundenem Alexa Fluor 488 ist in Abb. 4.42, A dargestellt. Die
Fluoreszenz féllt nach dem Bleichen auf einen Wert von 0,38 ab und steigt innerhalb von
116 s auf einen Wert von 0,86 an. Konfokalmikroskopische Aufnahmen (B, C) verdeutlichen
den Intensitatsanstieg. Insgesamt wurden aus N =6 Experimenten Werte flr planare
Membranen bestimmt von Igeich =38 + 13 % und M =68 + 16 %, wobei der mobile Anteil
aufgrund der geringen Membranflache fehlerbehaftet ist und somit unterbestimmt wird
(Kapitel 4.1.2, Spreiten auf hydrophil funktionalisierten Substraten). Die geringe Gesamt-
flache eines patches verfalscht ebenfalls den anhand von FRAP-Experimenten bestimmten
Diffusionskoeffizienten von bR. Um die GroRenordnung des Diffusionskoeffizienten
abschétzen zu kdnnen, wurde dieser dennoch geméaR Gl. 3.17 in planaren poreniberspan-
nenden Membranen zu D = 0,21 +0,10 um?s™ bestimmt (N = 6). Das Protein war sowohl in
planaren, als auch in ausgestilpten Membranbereichen mobil. Fur hemisphdrische poren-
uberspannende Membranen wurde aufgrund des dreidimensionalen Membranverlaufs von
einer Quantifizierung, wie sie fur zweidimensionale Diffusion angewendet wurde, abgesehen
(Kapitel 4.1.2, Hemispharische poreniiberspannende Membranen).
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Abb. 4.42: A Intensitatsverlauf eines FRAP-Experiments an fluoreszenzmarkiertem bR auf einem pordsen
Siliziumsubstrat nach Spreiten von Proteo-GUVs (Probe aus Abb. 4.41). B und C zeigen die zugehdrigen
Fluoreszenzaufnahmen bei t=0s (unmittelbar nach dem Bleichen) und t=116s (Ende der Zeitserie).
MafRstabsbalken 5 um. Gebleicht wurde der in weil eingezeichnete Bereich, dessen Intensitatsverlauf in A in
normierter Form aufgetragen ist.

Bildung eines lichtinduzierten Protonengradienten

Nach erfolgreicher Rekonstitution von bR in porenlberspannenden Membranen, wurde
untersucht, ob durch Belichtung ein Protonengradient aufgebaut werden konnte
(Kapitel 3.3.4). Hierzu wurde die Probe mit Hilfe eines LED-Rings belichtet und der zeitliche
Verlauf der Fluoreszenzintensitat eingeschlossenen Pyranins aufgezeichnet (Abb. 4.43). Wie
zuvor bei in GUVs eingeschlossenem Pyranin, konnte auch bei in Poren eingeschlossenem
Pyranin keine lichtinduzierte Anderung der Fluoreszenzintensitit beobachtet werden. Dies
war unabhéngig davon, ob Valinomycin (c = 0-3 uM) oder Membranfarbstoff (Texas Red
DHPE, 0-0,2 mol%) oder eine puffernde Substanz (0-10 mM MOPS) zur Probe hinzugefiigt
wurden. Es konnte somit trotz Inkorporation von bR in poreniiberspannende Membranen kein
mittels Pyraninfluoreszenz nachweisbarer Protonengradient gebildet werden.

Lanthanchlorid wurde zu der Uberstehenden Losung gegeben, um den bR-induzierten
Transport von Protonen aus den Poren heraus selektiv zu hemmen und so einen Netto-
Protonentransport in die Poren hinein und den Aufbau eines Protonengradienten zu
ermoglichen.™! Mit Lanthanionen behandelte Proben zeigten bei Belichtung jedoch keinen
verénderten Intensitatsverlauf der Pyraninfluoreszenz. Statt dessen konnte bei Konzen-
trationen von 0,5 mM (Seigneuret et al. setzten Konzentrationen bis zu 10 mM ein) die
Bildung eines kristallférmigen Belags Uber dem gesamten Substrat verteilt beobachtet
werden. Dieser besteht vermutlich aus Lanthanhydroxid, welches bereits im neutralen pH-
Bereich prazipitiert.l*%”
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Abb. 4.43: A Zeitlicher Verlauf der Fluoreszenzintensitdt in einer Pore eingeschlossenen Pyranins. Mit
11-Amino-1-Undekanthiol funktionalisierte Poren mit geschlossenen Bdden (d =4,5um, h =9 um) wurden
durch Spreiten von GUVs (DPhPC/DPPA, 9:1, 1 mol% bR) mit einer Membran dberspannt. Lsung: 80 mM
CaCl,, 50 mM KCI, 0,5 mM Pyranin, pH 7,8 (KOH). Beginn und Ende der Belichtung sind mit Pfeilen markiert.
B und C zeigen die entsprechenden konfokalmikroskopischen Aufnahmen bei t=0s und t=89 s (ROl weiler
Kreis). Mafstabsbalken 5 pum.

Wurden die Proben im Rahmen der Zeitserien statt mit Hilfe eines LED-Rings oder des
mikroskopeigenen DPSS-Lasers mit einer Halogenlampe (Kapitel 3.3.1) belichtet, ergab sich
ein veranderter Intensitatsverlauf. In Abb. 4.44, A ist der Verlauf fiir zwei Poren im selben
Bildausschnitt (B, C) dargestellt. Nach Beginn der Belichtung steigt die Pyraninintensitéat in
der in wei3 markierten Pore von 29 auf 42 Einheiten, nach Ende der Belichtung sinkt sie auf
einen Wert von 34 Einheiten ab. Im Gegensatz dazu sinkt die Intensitat in der rot markierten
Pore nach Belichtung von 21 auf 12 Einheiten und steigt nach Ende der Belichtung auf
14 Einheiten an. Der Verlauf der Pyraninfluoreszenz &hnelt in seiner Form den Verldufen, wie
sie fir ein aktives Protonenpumpen von in Vesikeln rekonstituiertem bR beschrieben
wurden.[B7111115127 Eine Umrechnung der Fluoreszenzintensitaten in pH-Werte nach Gl. 3.4
und Gl. 3.5 ergab maximale pH-Wertanderungen bei Belichtung von ApH = 0,52 Einheiten
flir den grauen Verlauf und ApH = 0,42 Einheiten fiir den blassroten Verlauf.
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Abb. 4.44: A Zeitlicher Verlauf der Fluoreszenzintensitaten in Poren eingeschlossenen Pyranins. Mit 11-Amino-
1-Undekanthiol funktionalisierte Poren mit geschlossenen Béden (d = 5,5 um, h = 9 um) wurden durch Spreiten
von GUVs (POPC/POPS, 9:1, 0,3 mol% bR) mit einer Membran Uberspannt. Pufferlésung: 107 mM CacCl,,
10 mM MOPS, 0,5 mM Pyranin, 0,2 uM Valinomycin, pH 7,3 (TRIS). Der Verlauf der Fluoreszenzintensitat des
Pyranins innerhalb zweier unterschiedlicher Poren ist in rot bzw. schwarz dargestellt. Die daraus errechneten
Verlaufer des jeweiligen pH-Wertes sind in blassrot bzw. grau dargestellt. Beginn und Ende der Belichtung sind
mit Pfeilen markiert. B und C zeigen die entsprechenden konfokalmikroskopischen Aufnahmen bei t=105s
(Beginn der Belichtung) und t =485 s (Ende der Belichtung). ROIs sind in rot (roter Verlauf in A) und weil3
(schwarzer Verlauf in A) markiert. Mal3stabsbalken 10 um.

Die Verschiebung der pyraningefullten Poren zwischen Abb. 4.44, B und C l&sst sich durch
thermisch induzierte Anderung der Fokusebene sowie der Substratposition wihrend der
Belichtung erklaren (Thermodrift, Abb. 4.45) und nicht durch einen lichtinduzierten
Protonentransport des bR. Bei Belichtung der Probe mit einer Halogenlampe erwarmt sich die
Probe so stark, dass der Temperaturanstieg vermutlich eine thermische Ausdehnung entweder
in der Probe oder im Mikroskopaufbau induziert, was eine Veranderung des Abstands
zwischen Objektiv und fokussierter Substratebene bewirkt. Dadurch verschiebt sich die Ebene
innerhalb des Substrates, auf welche der Anregungskegel des Laserlichtes fokussiert ist. Es
wird eine verénderte Menge Pyranins angeregt, was die detektierte Intensitat beeinflusst und
zu einem Anstieg (Abb. 4.45, rechte Pore) oder Abfall (Abb. 4.45, linke Pore) der
Fluoreszenzintensitat fuhren kann.
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Abb. 4.45: Schematische Darstellung der thermisch bedingten Anderung der Pyraninintensitat in membran-
Uberspannten Poren bei Belichtung mit einer Halogenlampe. Es sind zwei Poren mit geschlossenen Bdéden
dargestellt (grau), in welche unterhalb einer poreniberspannenden Membran (rot) Pyranin (blassgriin)
eingeschlossen ist. Beide Membranen Uberspannen die jeweilige Pore in unterschiedlicher Tiefe. Das fokale
Volumen, in welchem Pyranin angeregt wird, ist in grin dargestellt, der Teil des fokalen VVolumens, welcher
ausserhalb des Poreninneren liegt und dadurch kein Pyranin zur Fluoreszenz anregen kann, ist in hellgrau
dargestellt. Das Zentrum des Kegelformigen fokalen Volumens liegt in der fokalen Ebene (schwarze gestrichelte
Linie). A Vor Start der Belichtung wird in der linken Pore weniger Pyranin im Bereich des fokalen Kegels
angeregt, als in der rechten Pore (griine Flache kleiner, hellgraue groRer). Die rechte pore erscheint dadurch
heller. B Wahrend der Belichtung der Probe mit einer Halogenlampe kommt es zu einer thermisch bedingten
Verschiebung der fokalen Ebene (Thermodrift). Dadurch verschiebt sich jeweils das fokale VVolumen in beiden
Poren und in der linken Pore wird weniger Pyranin angeregt, als vor Belichtung (A). Die Intensitat des Pyranins
innerhalb der Pore nimmt dadurch ab. In der rechten Pore wird mehr Pyranin angeregt, als vor der Belichtung
(A). Das gesamte fokale Volumen kann zur Anregung genutzt werden (gesamter Kegel griin) und es wird ein
Intensitatsanstieg des Pyranins in dieser Pore detektiert. Zeichnung nicht maRstabsgetreu.

Die hier schematisch dargestellten Verldufe lassen sich auf die beiden in Abb. 4.44
beruicksichtigten Poren Ubertragen. Die Intensitdtsanderungen sind demnach thermisch
bedingt und es kommt nicht zu einem bR-induzierten Netto-Protonentransport Uber die
Membranen. Eine Bestatigung fiir diese Deutung liefert der Intensitatsverlauf der Pyranin-
fluoreszenz in membraniberspannten Poren ohne rekonstituiertes bR (Abb. 4.46). Abb. 4.46,
A zeigt, dass auch ohne eine Rekonstitution der Protonenpumpe bR eine Intensitats-
veranderung der Pyraninfluoreszenz im Poreninneren bei Belichtung der Probe mit einer
Halogenlampe auftritt, welche dem in der Literatur als Protonentransport gedeuteten Verlauf
bR-haltiger Membransysteme, sowie dem in Abb. 4.44, A dargestellten Verlauf ahnelt. Eine
Anderung der Fluoreszenzintensitat eingeschlossenen Pyranins ist demnach wahrscheinlich
auf einen thermisch bedingten Drift der Fokusebene zuriickzufihren und nicht auf Protein-
aktivitat.
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Abb. 4.46: A Zeitlicher Verlauf der Fluoreszenzintensitaten in Poren eingeschlossenen Pyranins. Mit 11-Amino-
1-Undekanthiol funktionalisierte Poren mit geschlossenen Bdden (d = 5,5 um, h =9 um) wurden durch Spreiten
von GUVs (POPC/POPS, 9:1) mit einer Membran (berspannt. Pufferlésung: 160 mM KCI, 10 mM MOPS,
0,5 mM Pyranin, 0,2 uM Valinomycin, pH 7,3 (TRIS). Der Verlauf der Fluoreszenzintensitidt des Pyranins
innerhalb zweier unterschiedlicher Poren ist in rot bzw. schwarz dargestellt. Beginn und Ende der Belichtung
sind mit Pfeilen markiert. B und C zeigen die entsprechenden konfokalmikroskopischen Aufnahmen bei
t = 142 s (Beginn der Belichtung) und t = 484 s (Ende der Belichtung). ROIs sind in rot (roter Verlauf in A) und
weild (schwarzer Verlauf in A) markiert. Mal3stabsbalken 10 um.
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5 Diskussion

5.1 Praparation und Charakterisierung von Membranen auf porosen
Substraten

Porenlberspannende Membranen wurden mittels zweier verschiedener Techniken prépariert:
Losungsmittelhaltige Membranen wurden durch Auftragen eines Lipid-Losungsmittelge-
misches auf hydrophob funktionalisierten Substraten gebildet (Kapitel 4.1.1). Der Restgehalt
an Losungsmittel wurde mittels solvent freeze-out reduziert, einem bisher wenig untersuchten
Prozess, welcher naher diskutiert werden soll. Lésungsmittelfreie Membranen wurden durch
Spreiten mikrometergroRer Vesikel (GUVs) gebildet (Kapitel 4.1.2). Neben poreniberspan-
nenden Membranen konnten durch Anpassung der Funktionalisierung auch porenausklei-
dende Membranen gebildet oder Lufteinschlisse in den Poren forciert werden. Im Folgenden
sollen Topografie und Mobilitdt der Lipide der gebildeten Membrantypen vergleichend
gegenubergestellt werden.

5.1.1 Ausfrieren remanenten Losungsmittels in poreniiberspannenden painted

membranes

Die painting-Technik ist in verschiedenen Variationen die meistverwendete Methode, um
freistehende Lipiddoppelschichten zu bilden.I”! Eine allgemeine schematische Darstellung der
Bildung einer sogenannten black lipid membrane (BLM) durch die painting-Technik ist in
Abb.5.1 gezeigt. Dabei wird eine Lipid-Lésungsmittelschicht aufgetragen und durch
spontanes  Ausdiinnen,23:30424758.5962636589 A sdliinnen induziert durch Kontakt zu
Luft 2223471 Abstreifen mit einem Kunststoffschlauch,'®® oder druckinduziert!®°! bildet sich
eine Lipiddoppelschicht umgeben von einer Ldsungsmittelrandschicht, der sogenannten
Plateau-Gibbs-Grenzschicht, aus.
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Abb. 5.1: Schematische Darstellung der Bildung einer l6sungsmittelhaltigen poreniiberspannenden Membran
mittels painting-Technik. A Lipid (rot) geldst in Losungsmittel (blau) wird mit einem ausgediinnten Pinsel uber
einer einzelnen Pore aufgetragen. Der Stegbereich ist jeweils in grau dargestellt. B Durch spontanes oder
induziertes Ausdiinnen des Ldsungsmittels bildet sich eine weitgehend l6sungsmittelfreie Lipiddoppelschicht in
der Porenmitte. Restliches Ldsungsmittel sammelt sich an der Grenzflache zum Substrat und bildet dort die
sogenannte Plateau-Gibbs-Grenzschicht. Nicht Malstabsgetreu.

Spontanes Ausdunnen des Losungsmittels tritt nur auf hydrophoben Substraten (z. B.
Polydimethylsiloxan (PDMS), Teflonfolie) auf, da sich das Ldsungsmittel dort entlang der
Substratflache verteilt.”®®! Bei einzelnen Poren mit groRer umgebender Stegflache lasst sich
restliches Losungsmittel so effektiv aus der Membran entfernen. Bei Substraten mit einer
Vielzahl periodisch angeordneter Poren und dabei einer hohen Porositét ist diese Methode
weniger effektiv aufgrund des geringeren Steg-zu-Porenflache Verhaltnisses.

Poren mit geschlossenen Bdden, wie sie im Rahmen dieser Arbeit zur Bildung I6sungsmittel-
haltiger porentiberspannender Membranen eingesetzt wurden, wiesen hohe Porositaten (bis
65 %) auf. Ein Austausch der Pufferlésung ist aufgrund der Porenbdden nur einseitig moglich
und hydrostatischer Druck l&sst sich dadurch ebenfalls nicht direkt aufbauen. Anwendung von
Luft fihrt zu Lufteinschlissen im Poreninneren (Kapitel 4.1.2, Spreiten auf hydrophob
funktionalisierten pordsen Substraten), sodass zur Reduzierung der Menge remanenten
Losungsmittels auf die Methode des solvent freeze-out zuriickgegriffen wurde. Ding et al.
fuhrten elektrochemische Messungen an painted membranes (Phosphatidylcholin in n-Dekan,
20 mg-mL™) durch, stellten dabei nach solvent freeze-out eine erhdhte Membrankapazitat,
sowie einen erhohten Membranwiderstand fest und postulierten die Bildung l6sungs-
mittelfreier Membranen.*’”® Die Idee des Ausfrierens remanenten Losungsmittels aus durch
painting-Technik praparierte Membranen geht auf White zurtick.'*™ Dieser beobachtetete fiir
freistehende Membranen aus Glycerylmonooleat (gebildet aus n-Hexadekan) bei
Erniedrigung der Temperatur unterhalb der Schmelztemperatur von n-Hexadekan eine
Bildung von Lésungsmittel-Mikrotropfen in Verbindung mit einem sprunghaften Anstieg der
Membrankapazitdt. Er postulierte die Bildung groRer Bereiche ldsungsmittelfreier
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Membranen durch Verdichtung des Loésungsmittels in Form von Mikrotropfen und deren
Akkumulation im Bereich der Plateau-Gibbs-Grenzschicht.

Mit einer Schmelztemperatur von -29,7 °C* wird der Schmelzpunkt des in dieser Arbeit
sowie bei Ding verwendeten n-Dekans beim Prozess des Ausfrierens (T >-21 °C) nicht
erreicht. Der Mechanismus des Ausfrierens kann sich daher bei beiden Lésungsmitteln unter-
scheiden und wird von Ding et al. nicht néher erlautert. Einen Hinweis zum genauen
Mechanismus des Ausfrierens von Lésungsmittel und dessen Verbleib kénnten Experimente
an superhydrophoben, mikrostrukturierten Oberflachen liefern. Rykaczewski et al. imprag-
nierten solche Praparate mit einem Schmier6lfilm und testeten die eisabweisende Wirkung der
Proben (Abb. 5.2).2%! Mittels elektronenmikroskopischer Aufnahmen stellten sie fest, dass
das Ol, welches zuvor entlang der mikrostrukturierten Oberfliche verlief (Abb. 5.2, A), bei
Gefrieren aufliegender Wassertropfchen aus den Kavitaten entlang der Tropfenoberflache
gezogen wurde (Abb. 5.2, B, C). Grund hierfur seien Kapillarkréfte, welche ein Ausbreiten
des Olfilms entlang der rauhen Eisoberfliche forcieren. Nach Auftauen der Probe und
erneutem Gefrieren, war ein Grofteil des Olfilms aus den Mikrostrukturen verschwunden
(Abb. 5.2, D).
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Abb. 5.2: Schematische Darstellung der Entfernung von Ol (gelb) aus mikrostrukturierten Siliziumoberflachen
(grau) durch Gefrieren von aufliegenden Wassertropfen (blau). A Tropfen wassriger Losung liegen auf einem
mikropordsen, hydrophob funktionalisierten Siliziumsubstrat auf. B Beim Gefrieren der Tropfchen verteilt sich
das Ol entlang der Eisoberfliche auf den gefrorenen Trépfchen. C Dabei wird ein Grofteil des Ols aus den Poren
entfernt. Getrieben wird der Prozess durch Kapillarkréfte. D Die 6lbeschichteten Wassertropfchen kénnen von
der Substratoberflache abgeltst werden (vor oder nach Auftauen der Lésung, z. B. durch Vibration oder Spiilen).
Abbildung modifiziert nach Rykaczewski et al.**
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Beim in dieser Arbeit beschriebenen Prozess des Lésungsmittelausfrierens wurde eine
Mischung aus n-Dekan und Lipid auf mikrostrukturierte Oberflachen aufgetragen und statt
einzelner Tropfen das ganze Substrat mit wassriger Losung bedeckt. Die (berstehende
Losung der Probe wurde nie komplett eingefroren. Dennoch ist es denkbar, dass sich auch
hier Kleinstkristalle in Kontakt zu den mittels painting-Technik aufgebrachten Membranen
bilden und Uberschissiges Ldsungsmittel durch Kapillarkrafte aus dem Porenbereich auf
solche Kristallisationskeime tbergeht. Dass die Oberflachenstruktur die Kristallbildung beim
Abkihlen einer wéssrigen Losung beeinflussen kann, belegen Rykaczewski et al. durch
Unterschiede in der Zeit, welche bis zum vollstdndigen Gefrieren der aufgebrachten Ldsung
verging. Der Lodsungsmittelgehalt konnte dabei soweit reduziert werden, dass die beiden
Lipid-Monoschichten zwischen organischer und waéssriger Phase (Abb.5.1, A) in eine
rdumliche Distanz gebracht werden, welche eine Zusammenlagerung beider Monoschichten
zu einer Doppelschicht durch Van-der-Waals-Wechselwirkungen begiinstigt.”®  Ein
Erwarmen der Probe auf Raumtemperatur und somit eine Auflésung der Kleinstkristalle oder
ein Spulen der Oberflaiche mit wassriger Losung, entfernt das Ldsungsmittel schlieRlich
irreversibel aus dem Membranbereich.

Bei Ding et al., wie auch in dieser Arbeit, lasst sich eine Reduzierung remanenten Lésungs-
mittels nach Abkiihlung der Probe feststellen.*™® Wahrend vor Ausfrieren des Losungsmittels
keine Plateau-Gibbs-Grenzschicht beobachtet werden konnte (Abb. 4.1, A), war dies nach
dem Ausfrieren moglich (Abb. 4.3, A). Die Ausdehnung der Membranfluoreszenz in
z-Richtung verringerte sich insgesamt, was auf eine Abnahme der Lipid-Losungsmittel-
schichtdicke hindeutet, wobei sich im Porenzentrum eine Ausdehnung von bis zu Az = 2,6 um
und am Porenrand, also im Bereich der Plateau-Gibbs-Grenzschicht eine Ausdehnung von bis
zu Az = 4,4 um ergab.

Die Topografie freistehender Membranen wurde bisher kaum mit Hilfe dreidimensionaler
konfokalmikroskopischer (CLSM)-Aufnahmen untersucht. Beispiele von Asolectin-
membranen, aufgetragen in n-Dekan auf ein vierporiges Substrat aus Polymethylmethacrylat
(PMMA, Porendurchmesser d = 100 um),*® sowie Membranen aus Sojalipiden, aufgetragen
in n-Dekan auf eine pordse Polycarbonatfolie (d = 5 um bzw. d = 70 pum),’*? oder solchen aus
DPhPC, aufgetragen in n-Dekan auf eine mit einer Pore (d =50 um) versehenen Teflon-
folie,*” weisen eine ahnliche Struktur auf. Wie in Abb. 4.5, A gezeigt, wurde auch in den hier
aufgefiihrten Beispielen eine Akkumulation von Membranfarbstoffen in der Plateau-Gibbs-
Grenzsschicht beobachtet.

Erstmals wurden neben fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen auch rasterionenleitfahig-
keitsmikroskopische (SICM)-Aufnahmen zur Charakterisierung freistehender Membranen vor
(Abb. 4.1, B) bzw. nach (Abb. 4.3, B) Ausfrieren des Losungsmittels verwendet. Hierbei
konnte eine Verschiebung der Grenzflache zwischen Membran bzw. Lipid-L&sungsmittelge-
misch und U0berstehender waéssriger Pufferlosung von oberhalb der Substratoberflache
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(z>0 pm) ins Poreninnere hinein (z =-1,60 + 1,14 um) beobachtet werden. Die Tiefe, in
welcher Membranen nach Ausfrieren des Losungsmittels die Poren Uberspannten, schwankte
innerhalb einer Aufnahme um maximal 15 %, zwischen verschiedenen Proben jedoch um
mehrere Mikrometer. Diese Beobachtung l&sst sich durch ein ungleichméaRiges Auftragen des
Lipid-Losungsmittelgemisches auf die Substratoberflache erklaren. Die Menge an Lésung,
welche mit dem feinen Pinsel auf das Substrat aufgebracht wird, variiert von Probe zu Probe
und l&sst sich nicht normieren. Nach Ausfrieren des Losungsmittels bilden sich jeweils Lipid-
doppelschichten im Porenbereich, wobei die Flache der Poren mit 8-8 pm? konstant ist, die
Menge aufgetragenen Lipids jedoch stark schwanken kann. Poren, auf welche vergleichs-
weise wenig Lipidmaterial aufgebracht worden war, waren nach Ausfrieren des Ldsungs-
mittels in geringer Tiefe Uberspannt (Abb. 5.3, A und C). Poren, auf welche vergleichsweise
viel Lipidmaterial aufgebracht worden war, wiesen Membranen in groBeren Tiefen auf
(Abb. 5.3, B und D). Die uberschissige Lipidmenge wird dabei durch eine Vergrofierung der
Membranflache in z-Richtung ausgeglichen. Eine solche Vertiefung poreniiberspannender
Membranen durch Einflhren zusatzlichen Lipidmaterials konnte ebenfalls durch SICM-
Aufnahmen von Hofer et al. bei Fusion von Vesikeln mit porenuberspannenden Membranen
beobachtet werden.!#%

Neben der Topografie der poreniiberspannenden Membranen wurde auch die Mobilitat der
Lipide mittels fluorescence recovery after photobleaching (FRAP) adressiert. FRAP-EXperi-
mente bestatigten die heterogene Verteilung restlichen Ldsungsmittels innerhalb der Lipid-
schichten vor solvent freeze-out in Form von stark schwankenden Werten fir den mobilen
Anteil (M=65240%, Mnax=97%, Mmin=7%) und die Intensitit nach Bleichen
(Isteich = 44 £ 19 %, lgeichmax = 73 %, Igieich min = 24 %). Abb. 4.2, A-C zeigt, dass hohe mobile
Anteile in Kombination mit hohen Werten flr Igeich bevorzugt bei 16sungsmittelreichen, in
Fluoreszenzaufnahmen homogen erscheinenden Lipidschichten beobachtet werden. Ein hoher
Losungsmittelanteil erhoht den Diffusionskoeffizienten der Lipide in Membranen, sowie den
mobilen Anteil.**2° Da durch die hohe Ausdehnung der Losungsmittel-Lipidschicht in
z-Richtung (Abb. 5.3, B) keine planare Lipidschicht vorliegt, kénnen Lipide nicht nur
zweidimensional sondern dreidimensional diffundieren. Durch den schnellen Austausch von
Lipiden in allen drei Raumdimensionen ergibt sich eine hohe Intensitat nach dem Bleichen, da
innerhalb der region of interest (ROI) gebleichte Lipide kontinuierlich gegen ungebleichte
Lipide ausgetauscht werden kdnnen. Die Fluorophormolekiile liegen im lésungsmittelreichen
Gemisch weiterhin weniger dicht gepackt vor, als in einer definierten zweidimensionalen
Membran, was sich negativ auf die Bleicheffizienz auswirkt. Ein unscharfer Ubergang
zwischen der Fluoreszenz innerhalb der gebleichten ROI und der umgebenden Lipidschicht
wirder diese Erklarungen untermauern. Da der Randbereich der gebleichten ROI jedoch auf
dem Stegbereich verlduft und die Fluoreszenz dort vom unterliegenden Gold geldscht wird,
lasst sich der Ubergang zwischen gebleichtem und ungebleichtem Bereich nicht abbilden.
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Abb. 5.3: Schematische Darstellung der Membranbildung nach Ausfrieren des Losungsmittels fir Substrate, auf
welchen wenig (A, C) bzw. viel (B, D) Lipid-Losungsmittelgemisch aufgetragen wurde. Ein Querschnitt einer
Pore ist in grau dargestellt, die Goldbeschichtung in gelb, Ldsungsmittel in blau und Lipide bzw. die
Lipiddoppelschicht vereinfacht in rot. Sind Poren mit wenig Gemisch bedeckt (A), bildet sich nach Ausfrieren
des Losungsmittels eine Membran, welche die Pore in geringer Tiefe dberspannt (C). Wird viel Gemisch
aufgetragen (B), so bildet sich nach Ausfrieren des Ldsungsmittels eine Membran mit grolRerer Flache, welche
die Pore in groRerer Tiefe Uberspannt (D). In mit wenig Gemisch bedeckte Poren diffundieren Lipide
hauptséchlich in einer Ebene, wahrend eine Diffusion in z-Richtung aufgrund der geringen Schichtdicke nur
eingeschrankt maoglich ist (gestrichelter Kasten, A). Wird viel Gemisch aufgetragen, kénnen Lipide frei in allen
drei Raumrichtungen diffundieren (gestrichelter Kasten, D). Das unterschiedliche Diffusionsverhalten wirkt sich
auf die mittels FRAP-Experimenten erzielten Ergebnisse aus (siehe folgenden Absatz). Darstellung nicht
mafstabsgetreu.

Portse Bereiche auf welche weniger Lipid-Losungsmittelgemisch aufgetragen worden war,
wiesen geringe mobile Anteile sowie niedrige Werte fiir Igeicn auf (Abb. 4.2, D-F). Die
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geringere Menge LOsungsmittel kann hier spontan entlang der hydrophoben Funktiona-
lisierung ausdiinnen, sodass sich schon vor dem Ausfrieren relativ I6sungsmittelfreie
Membranen bilden. Diese lassen sich aufgrund der dichteren Packung des Fluorophors und
ihrer definierten zwiedimensionalen Struktur starker Bleichen (Abb. 5.3, A). Der geringe
mobile Anteil deutet auf eine Isolierung der Membranen innerhalb einzelner Poren
voneinander hin. Ist die Membran nicht durchgéngig entlang des pordsen wie des Stegbe-
reichs ausgebildet, so ist kein Austausch von gebleichten und ungebleichten Fluorophoren
moglich und die Intensitat innerhalb der ROI verldauft auf konstant niedrigem Niveau. Auch
hier kann durch die geldschte Fluoreszenz auf dem Stegbereich kein abschlieBender Beweis
erbracht werden.

Nach Ausfrieren des Lésungsmittels wird eine einheitlichere Diffusion der Lipide innerhalb
der poreniiberspannenden Membranen beobachtet. Der mobile Anteil erhoht sich auf
M = 85 £ 20 %, wobei die Werte zwischen Mmax = 98 % und Mp, = 41 % schwanken und der
Fehler sich halbiert. Analog dazu steigt die Intensitdt nach dem Bleichen leicht auf
Igkeich =51 £ 8 % mit Werten zwischen Igeichmax = 67 % und lgjeichmin = 45 %. Die starke
Abnahme der Standardabweichungen beider Werte deutet auf die Bildung einer durchgangi-
gen, zweidimensionalen und weitgehend I6sungsmittelfreien Membran hin. Der mobile Anteil
von M =85 + 20 % impliziert, dass beide Monoschichten der Membran eine laterale Mobilitét
der Lipide ermdglichen. Es wird diskutiert, dass insertiertes CPEO3 die Diffusion von
Lipiden in der unteren, dem Substrat zugewandten Monolage einschrénkt bis hin zu einer
vélligen Immobilitat.™® Mobile Anteile >509% deuten somit auf eine unvollstandige
Belegung der goldbeschichteten Substratoberfliche mit CPEO3 hin. Da sich in SICM-
Aufnahmen zeigte, dass die Tiefe der Membranen innerhalb der Poren zum Teil stark
variierte, wurde von einer Quantifizierung des Diffusionskoeffizienten abgesehen. Unter-
schiedliche Diffusionslangen in z-Richtung entlang der Porenwénde wirden die anhand einer
rein zweidimensionalen Diffusionstheorie errechneten Werte verfalschen.

AbschlieBend lasst sich bei einem Vergleich mit den fir I6sungsmittelfreie poreniiberspan-
nende Membranen bestimmten Werte (Tabelle 4.5) feststellen, dass der Gehalt remanenten
Losungsmittels in poreniiberspannenden painted membranes durch Ausfrieren deutlich
reduziert werden konnte, sodass diese anschlieBend vergleichbare Breiten der Membran-
fluoreszenz in z-Richtung, sowie Intensitaten nach Bleichen aufwiesen. Es wurde erstmalig
gezeigt, dass sich dreidimensionale Konfokalmikroskopie in Kombination mit FRAP-
Experimenten und SICM-Aufnahmen dazu eignen, den Ldsungsmittelgehalt freistehender
painted membranes qualitativ zu bestimmen.
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5.1.2 Spreiten von GUVs auf porosen Substraten

Neben mittels painting-Technik préparierten l6sungsmittelhaltigen porentberspannenden
Membranen lieRen sich durch Spreiten von GUVs losungsmittelfreie Membranen auf pordsen
Substraten praparieren. Je nach Funktionalisierung der Substrate wurden dabei verschiedene
Membrantypen gebildet.

Unfunktionalisierte pordse Substrate

Zugabe von GUVs auf unfunktionalisierte pordse Siliziumsubstrate mit einer Siliziumdioxid-
schicht (500 nm) fihrte zur Bildung porenauskleidender Membranen (Abb. 4.7). Ein Modell
dieses Membrantyps ist schematisch in Abb. 5.4 dargestellt.

A OOjj\ —B
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Abb. 5.4: A Schematische Darstellung des Spreitprozesses von GUVs (rot) auf unfunktionalisierten, hydrophilen
siliziumdioxidbeschichteten Substraten mit geschlossenen Poren (grau). Das Aufreissen der Membran (schwarze
Striche) und ein seitliches Umklappen zum Substrat hin ist mit Pfeilen exemplarisch an einem GUV gezeigt. B
Nach Spreiten der GUVs kleidet eine l8sungsmittelfreie Membran (rot) die Poren vollstdndig aus. Nicht
mafistabsgetreu.

Dabei folgt die Membran in porésen wie in Stegbereichen in ihrem Verlauf der Kontur des
Substrates und bedeckt die gesamte Substratoberflache, ohne jedoch poreniberspannende
Membranen zu bilden. Die Membranfluoreszenz verlauft entlang der Poreninnenwénde bis zu
z=-4 um in die Pore hinein. Anschliel’end zugegebener wasserldslicher Farbstoff l&sst sich
im Poreninneren detektieren, was eine Bildung porenliberspannender Membranen oder eine
Einlagerung von Luft ausschlief3t.

SICM-Aufnahmen zeigen Poren, welche bis zum Porenboden vollstdndig mit wéssriger
Pufferlésung geflllt sind und ber keine Grenzschicht im Porenbereich z. B. in Form einer
Membran verfligen. Blanke Substrate ohne Membran zeigten eine starke Interaktion mit der
aus Borsilikatglas gefertigten Messpipette im SICM-Aufbau, was auf elektrostatische
Anziehung zwischen der mit mobilen lonen (z. B. Na") dotierten Glaspipette und der
Siliziumdioxidoberflache zuriickzufiihren ist. Unter Anlegen einer Spannung verstarkt sich
der Effekt und bei hohen Spannungen und Temperaturen kdnnen Borsilikatglas und Silizium-
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substrate sogar dauerhaft fest miteinander verbunden werden.”?® Diese attraktive Wechsel-
wirkung duf3erte sich im Verlauf einer Messung durch das Abbrechen der Pipettenspitze und
erschwerte somit SICM-Aufnahmen. Dass dieser Effekt bei unfunktionalisierten Substraten
nach Spreiten von GUVs nicht auftrat, deutet auf eine vollstandige Auskleidung der Poren
durch eine Membran hin, wodurch die attraktive Wechselwirkung abgeschwécht wird.

FRAP-Experimente an porenauskleidenden Membranen zeigten, dass die Lipide innerhalb der
Membranen mobil sind. Die charakteristische Diffusionszeit 7y, ist im planaren Stegbereich
geringer (z12 =10,6 s), als im pordsen Bereich (712 =20,8s). In Letzterem bendtigen die
Lipide somit langer, um die ROI zu verlassen (gebleichte) bzw. es gelangen weniger Lipide
pro Zeit in die ROI hinein (ungebleichte). Diese Beobachtung lasst sich durch den langeren
Diffusionsweg in z-Richtung im pordsen Bereich und der dadurch effektiv gréReren
gebleichten Flache erklaren (Abb. 5.4, B). Fir das unter Abb. 4.7, C-E gezeigte Beispiel
(Porendurchmesser d = 3,5 um, Porentiefe h =9 um, Porositdt P =20 %) ergibt sich bei
vollstandiger Auskleidung der Poren eine 3,06 mal groflere Membranflache im pordsen
Bereich im Vergleich zum planaren Stegbereich. Generell gilt fir das Verhaltnis der
Oberflache poroser Bereiche (Asq) zu derjenigen planarer Stegbereiche (Ayq) bei runden
Poren:

A 4-h-P
83414 _ Gl.5.1
Azq d

Eine Herleitung von GI. 5.1 findet sich im Anhang.

Ein partielles Auskleiden von Kavitaten (d =2 pm, h = 0,7 um) in einem mit Siliziumdioxid
bedeckten Siliziumsubstrat beim Ausbreiten eines Lipidfilms ber die Substratoberfléche,
wurde bereits von Suzuki et al. beschrieben.”® Dort wird eine energetische Betrachtung
dieses Systems unter Berucksichtigung von Biegeenergien der Membran an der Porenkante
und Adhésionsenergien zwischen Membran und Siliziumdioxidoberflache beschrieben. Dabei
kommen die Autoren zu dem Schluss, dass im Falle einer einzelnen Lipiddoppelschicht die
Adhéasionsenergie (berwiegt und ein Uberspannen der Poren fiir weitere Lipidschichten erst
nach ,,Passivierung™ der Poreninnenwand durch vorheriges Auskleiden mit einer Lipiddoppel-
schicht mdglich ist.

Eine genauere Untersuchung der Bildung sowohl porentiberspannender als auch porenausklei-
dender Membranen (POPC/POPS, 7:3) durch Spreiten von Vesikeln (mittlerer Durchmesser
d=75 bis 130nm) in Gegenwart von Calciumionen auf pordsen, mit Siliziumnitrid
beschichteten Glassubstraten (Porendurchmesser d =40 bis 500 nm, Porentiefe h = 350 nm)
wurde von Kumar et al. vorgestellt.®? Mittels hochauflosender stimulated emission depletion
(STED)-Mikroskopie, sowie theoretischer Uberlegungen analog zu solchen wie von Suzuki
beschrieben, wurden dabei die Krimmung des Porenrands, die Oberflachenfunktionalisierung
und damit einhergehend die Adhé&sionsenergie, sowie das Verhéltnis von Vesikel- zu Poren-

161



5 Diskussion

durchmesser als kritische Parameter in Hinblick auf Auskleidung oder Uberspannung der
Poren bestimmt. Eine steile Porenkante (starke Krimmung des Porenrands) und Vesikel mit
einem Durchmesser groRer dem Porendurchmesser begiinstigten die Bildung poreniiberspan-
nender Membranen. Im Rahmen von FRAP-Experimenten wurden mobile Anteile von
M =91 £ 5 % ermittelt, welche mit den im Rahmen dieser Arbeit bestimmten Werten von
M =89 bzw. 87 % fir Membranen auf unfunktionalisierten porésen Substraten (berein-
stimmen. Auf Poren mit Durchmessern d>200 nm konnten Kumar et al. keine poren-
uberspannenden Membranen bilden.

In einer anderen Studie untersuchten Pfeiffer et al. mittels quartz crystal microbalance with
dissipation monitoring (QCM-D) und Rasterkraftmikroskopie (atomic force microscopy,
AFM) das Spreitverhalten von POPC Vesikeln mit einem nominellen Durchmesser von
d =100 nm auf nanostrukturierten Oberflachen aus auf Gold aufgebrachtem Silizium-
dioxid.™! Dabei konnte ein schnelles Adsorbieren und Spreiten der Vesikel auf den Stegbe-
reichen aus Siliziumdioxid beobachtet werden und ein langsames Adsorbieren der Vesikel an
die den Boden von Poren (d=100nm, h=25nm) bildende Goldoberflache. Durch
Passivierung der goldenen Porenbdden mittels mit Biotinamidocapryl markiertem Rinder-
albumin (bovine serum albumin, BSA) konnte eine Adsorption von Vesikeln an die
Porenbtden unterbunden und die Bildung poreniiberspannender Membranen erreicht werden.

Es gibt Beispiele fir die Bildung porenlberspannender Membranen auf unfunktionalisierten,
SiO,-terminalisierten Substraten.®®>*>%! \/oraussetzung hierfiir ist dabei in jedem Fall eine
Porengeometrie mit grokem Volumen-zu-Offnung Verhaltnis. Es wurde jeweils ein Hohlraum
unter den Stegbereich geatzt, sodass dieser die unterliegende Pore groftenteils bedeckt und
nur eine im Verhaltnis zum Gesamtdurchmesser der Pore sehr kleine Offnung bleibt. Dadurch
wird eine effektiv 180 ° steile Porenkante erzeugt und wie oben diskutiert die Bildung poren-
Uberspannender Membranen gegeniber derjenigen porenauskleidender Membranen
bevorzugt.

Hydrophob funktionalisierte Substrate

Neben unfunktionalisierten porésen Substraten, wurden GUVs auf hydrophob funktiona-
lisierten Substraten gespreitet. Eine hydrophobe Oberflache wurde duch Chemisorption von
Cholesterylpolyethylenoxythiol (CPEO3) auf einer Goldbeschichtung erzeugt. Auf offenen
mit CPEO3 funktionalisierten Poren mit Durchmessern bis zu d =2 um wurden bereits
erfolgreich poreniberspannende Membranen durch Spreiten von Vesikeln gebildet.[*372 Der
Mechanismus unterscheidet sich dabei zwischen Spreiten von Vesikeln auf hydrophil oder
hydrophob funktionalisierten Substraten. Wie in Abb. 5.4, A illustriert, spreiten Vesikel auf
hydrophilen Oberflachen, nachdem sie dort zundchst adsorbieren, indem sich nach Bildung
eines Defektes in der Vesikelmembran diese in Richtung Substrat umklappt und sich eine
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planare Membran bildet, bei welcher die zuvor zum Vesikelduf3eren gerichtete Monolage nun
die untere, substratkontaktierende Monolage darstellt.['!

Auf mit einem hydrophoben self assembled monolayer (SAM) bedeckten Substrat wird
hingegen ein Aufreissen der Vesikel an der Kontaktflache zum Substrat, gefolgt von einem
Ausbreiten beider Lipidmonolagen in der Form berichtet, dass sich eine gemischte Doppel-
schicht aus SAM und Vesikelmembran bildet.’®! Bei Defekten im SAM bildet sich die
Doppelschicht dabei so aus, dass die vormals zum VesikelduBeren gerichtete Monolage
schlielich die obere, zur Uberstehenden Ldsung gerichtete Monolage bildet. Einen energe-
tischen Beitrag zur Bildung planarer Membranen liefert fir CPEO3-funktionalisierte
Substrate weniger eine elektrostatische Wechselwirkung zwischen Oberflache und Vesikel-
membran, als die Einlagerung einzelner Cholesterylreste in die untere Monolage der sich
bildenden planaren Membran. Sheikh et al. stellten mittels colloidal probe Rasterkraft-
mikroskopie eine attraktive Wechselwirkung zwischen gemischten 2-Mercapto-
ethanol/CPEO3-SAMs im Bereich eines CPEO3-Anteils von 1-29 % mit planaren
Lipid/SAM-Hybridmembranen fest und ordneten diese einer Insertion der Cholesterylreste in
die anliegende Monolage zu.**?

GUVs wurden im Rahmen dieser Arbeit erstmals auf hydrophob funktionalisierten Poren mit
geschlossenen Boden gespreitet. Wurden die Poren (offene wie geschlossene) vor Zugabe der
GUV-Suspension nicht durch Auftragen von n-Propanol gefolgt von Pufferldsung benetzt,
konnte zuverlassig Luft im Poreninneren eingeschlossen werden (Abb. 4.8, A und B). SICM-
Aufnahmen zeigen eine Grenzflache von Pufferlésung und Luft bei z =-120 nm im Poren-
inneren. Bei Zugabe von Pyranin lie} sich kein Farbstoff in den Poren detektieren. Die
CPEOS3-funktionalisierten, geschlossenen Poren blieben auch nach Lésungsaustausch,
Vibration oder Spulen luftgefiillt, sodass CPEO3 effektiv die Bildung eines Cassie-Zustands
der eines Wenzel-Zustands der Benetzung begunstigt (fur weiterfihrende Literatur zu Modell-
betrachtungen von Benetzung siehe!?:32%)),

Spreiten von GUVs auf luftgefillten Poren fuhrte zur Bildung weiter zusammenhangender
Flachen mit homogener Fluoreszenz im Porenbereich (Abb. 4.8, A). FRAP-Experimente
zeigten, dass sich eine mobile Lipidschicht gebildet hatte. Jedoch lasst sich durch die hier
angewendeten Methoden nicht bestimmen, ob es sich dabei um poreniberspannende Lipid-
doppelschichten oder Lipidmonoschichten handelt. Eine schematische Darstellung beider
moglicher Membrantypen ist in Abb. 5.5 aufgefiihrt. Um feststellen zu kdnnen, welcher der
beiden vorgeschlagenen Membrantypen vorliegt, konnte eine wasserlosliche fluoreszenz-
I6schende Substanz (quencher) in die Uberstehende wassrige Losung gegeben werden. Wird
die Membranfluoreszenz vollstandig geloscht und fallt im Porenbereich auf den Wert der
Hintergrundfluoreszenz ab, so wirde es sich um eine Monoschicht handeln. Sinkt die
Fluoreszenzintensitat innerhalb der Membran um die Halfte, wére dies ein Hinweis flr das
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Vorliegen einer Lipiddoppelschicht, da die Fluoreszenz aus der unteren Monolage ungeldscht
bliebe.

A

I, ~ A
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Abb. 5.5: Schematische Darstellung des Spreitens von GUVs auf luftgeflllten pordsen Substraten. A Ein
goldbeschichtetes pordses Siliziumsubstrat (grau) mit hydrophober CPEO3-SAM (schwarze Striche), bedeckt
mit wassriger Ldsung (blau). Im Poreninneren ist Luft (weil3) eingeschlossen. Nach Zugabe und Spreiten von
GUVs (rot) bilden sich poreniiberspannende Lipidschichten. Dabei ist die Bildung poreniiberspannender Lipid-
monoschichten auf Luft denkbar (B), sowie die Bildung poreniiberspannender Lipiddoppelschichten mit einem
dunnen Film wassriger Lésung an der dem Poreninneren zugewandten Seite (C). Darstellung nicht malistabs-
getreu.

Eingeschlossene Luft lieR sich durch Benetzung der Poren mit n-Propanol und anschliel3en-
dem Spulen mit Pufferlésung vollstandig aus den Poren entfernen (Abb. 4.8, C und D).
Offene Poren mit Durchmessern bis zu d =2 um konnten durch Spreiten von GUVs mit
I6sungsmittelfreien Membranen (iberspannt werden (Abb. 4.9, B). Gleisner und Kuhlmann
konnten zeigen, dass eine Optimierung der Goldbeschichtung dabei eine entscheidende Rolle
spielt.®®*?%1 Ist die Beschichtung und dadurch die hydrophobe CPEO3-Monolage nicht
durchgéngig, verringert sich der Betrag der durch Insertion der Cholesterylreste in die untere
Monolage gewonnenen Energie bei Bildung einer planaren Membran. Schlie3t die Goldbe-
schichtung am Porenrand nicht glatt ab, sondern ragt in die Pore hinein, verringert sich
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dadurch die effektive Krimmung der Porenkante, was die Bildung porenuberspannender
Membranen negativ beeinflusst.

Auf benetzten, hydrophob funktionalisierten Poren mit geschlossenen Bdden bildeten sich
keine porenuberspannenden Membranen nach Spreiten von GUVs. In Abb. 4.10 und
Abb. 4.11 ist jeweils das Spreiten eines GUV auf der Substratoberflache dargestellt. Nach
abgeschlossenem Spreitvorgang ist keine Membranfluoreszenz im Bereich der Porenflachen
detektierbar. Inwiefern sich eine planare Membran entlang des Stegbereichs bildet, ist
aufgrund der fluoreszenzléschenden Wirkung der Goldbeschichtung nicht sichtbar. Es ist
jedoch wahrscheinlich, dass ein Spreiten der GUVs entlang des Stegbereichs stattfindet. Die
Insertion von Teilen der hydrophoben SAM in die untere Monolage der GUV-Membran wird
energetisch beglnstigt und ein Verschwinden der Fluoreszenz ist am besten mit einem
Loschen durch die Goldschicht zu erkléren. In Abb. 4.10 sind nach Spreiten des GUV kleine
punktformige Fluoreszenzsignale auf dem Stegbereich zu erkennen. Dass hier die Fluoreszenz
nicht vollstandig gel6scht wird, deutet auf eine hohe lokale Konzentration des Fluorophors
und somit von Lipidmaterial hin in Verbindung mit einem ausreichend groRen Abstand zur
Goldschicht, da die Effizienz des Fluoreszenzldschens abstandsabhéngig ist. Der wahrschein-
lichste Ablauf des Spreitvorgangs ist somit die Bildung einer stegbedeckenden planaren
Membran (mdglicherweise auch Multischichten) in Kombination mit der Bildung kleiner
multilamellarer Vesikel (z. B. durch Abschniirung), welche an die unterliegende Membran
binden.

Um dennoch porentberspannende Membranen bilden zu kénnen, wurden fusogene Kompo-
nenten, wie Calciumionen in der Pufferlésung, oder Phosphatidylethanolamine (PE) und
Protein (Bacteriorhodopsin, bR) in der Vesikelmembran eingesetzt. Ein osmotischer Gradient
zwischen Vesikelinnerem und Umgebungslésung wurde aufgebaut, welcher die Bildung
porentiberspannender Membranen genauso forcieren sollte, wie ein Spreiten bei erhohter
Temperatur. Beide Ansétze verstarkten die Bildung planarer Membranen beim Spreiten von
Vesikeln mit Durchmessern d <200 nm auf verschiedenen hydrophilen Oberflachen.[?!
Poren mit reduzierter Porositdt wurden verwendet, um durch eine groRere Stegflache die
attraktive Wechselwirkung mit den GUVs zu verstarken und so ein Spreiten zu induzieren.
Diese und weitere unter Kapitel 4.1.2 vorgestellte Ansatze fiihrten jedoch nicht zu einer
Bildung porenuberspannender Membranen auf hydrophob funktionalisierten Poren mit
geschlossenen Boden.

Es stellt sich die Frage, warum offene Poren sich durch Spreiten von GUVs mit Membranen
uberspannen lassen, geschlossene jedoch nicht. Einziger Unterschied zwischen beiden
Systemen ist der Porenboden bei geschlossenen Poren. Wie spater diskutiert wird, konnten
auf hydrophil funktionalisierten geschlossenen Poren gleicher Geometrie poreniiberspannende
Membranen gebildet werden. Der Porenboden allein kann also nicht Grund sein fir die
Unmaoglichkeit der Bildung porenuberspannender Membranen auf hydrophob funktio-
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nalisierten Poren, sondern eine Kombination aus hydrophober Funktionalisierung und dem
Vorliegen eines Porenbodens. Mey et al. zeigten, dass die laterale Spannung fur poren-
uberspannende Membranen auf hydrophob funktionalisierten Substraten hoéher ist, als fir
solche auf hydrophil funktionalisierten Substraten.! Wahrend bei Membranen auf
hydrophilen Oberflachen bei mechanischer Deformation im Porenbereich Lipidmaterial vom
Stegbereich ,,nachflieBen‘ kann, tendieren Membranen auf hydrophoben Monoschichten dazu
zu reissen. Wirken bei der Bildung von Membranen mechanische Krafte auf den poren-
uberspannenden Teil, wiirde dieser demnach auf hydrophoben Funktionalisierungen reissen.

Quellen fur solche mechanischen Beanspruchungen der Membran kénnen z. B. osmotische
Driicke sein oder hydrodynamische Kréfte, welche beim Freiwerden des Innenvolumens von
GUVs bei deren Spreiten entstehen. Ein deutliches Indiz fur das Auftreten solcher Krafte bei
der Bildung porentberspannender Membranen sind die Ausstilpungen, welche auf hydrophil
funktionalisierten Substraten bei bis zu 91 % der Poren auftraten (Tabelle 4.4). Fir offene
Poren wurden Ausstiilpungen hingegen nie beobachtet. Durch die Verbindung des Poren-
innenraums mit der umgebenden Pufferlésung kénnen bei offenen Poren Druckunterschiede
(osmotische wie hydrodynamische) zwischen Membranober- und unterseite ausgeglichen und
so die mechanische Beanspruchung der poreniiberspannenden Membranen minimiert werden.
Bei Poren mit geschlossenen Boden ist dies nicht moglich und durch die hohe laterale
Spannung bilden sich somit keine poreniiberspannende Membranen.

Hydrophil funktionalisierte Substrate

Wurde die Oberflache poroser Substrate mit OH-terminierten Thiolen, Aminothiolen oder
Carboxythiolen hydrophil funktionalisiert, konnten poreniiberspannende Membranen durch
Spreiten von GUVs gebildet werden. Der Spreitverlauf eines GUV mit einem Anteil von
10% POPS auf einem mit 11-Amino-1-undekanthiol funktionalisierten Substrat ist in
Abb. 4.12 aufgefiihrt. Durch elektrostatische Anziehung zwischen negativ geladenen Lipiden
im GUV und positiven Ladungen der Oberflachenfunktionalisierung, bildete sich nach
Absinken der GUVs auf die Oberflache schnell eine groRe Kontaktflache zwischen Vesikel
und Substrat aus. Dabei ging die sphérische Form der GUVs verloren und ein Abflachen der
Vesikel unter VergroRerung der Kontaktflache konnte beobachtet werden. GUVs auf
hydrophob funktionalisierten Substraten bildeten kleine Kontaktflachen aus und behielten ihre
spharische Form (Abb. 4.9). Die Bildung eines punktformigen Defektes in der Vesikel-
membran nahe der Substratoberflache konnte als Ausgangspunkt des Spreitvorgangs
identifiziert werden, in dessen Verlauf sich der Defekt kreisférmig ausbreitete und schlie3lich
membraniberspannte Poren gebildet wurden. Der von Radler diskutierte Mechanismus zum
Spreiten von Vesikeln auf hydrophilen Oberflachen konnte somit bestatigt werden.?!
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Es konnte festgestellt werden, dass flr ein Spreiten von GUVs mit Anteilen negativ geladener
Lipide auf Substraten mit positiv geladener Funktionalisierung metallische Kationen
vorliegen missen (Tabelle 4.3). Dabei wurde beobachtet, dass die Kationen in der Reihen-
folge Na* < K" << Ca®" die Zahl gespreiteter GUVs erhohten und die Zeit, welche zum
Spreiten bendtigt wurde verringerten. Wurden entsprechende Salze durch Zucker (Glucose,
Sucrose) ersetzt, oder in Reinstwasser gespreitet, fand kein Spreiten der GUVs statt. Flr
diesen Befund gibt es mehrere Erklarungsansatze.

Die Bindung mono- und divalenter Kationen wurde von Ohki et al. an Lipidmonoschichten
und von Satoh an Lipiddoppelschichten sowohl negativ geladener als auch netto-neutraler
Lipide untersucht.”*®22% Divalente Kationen wie Ca®" weisen deutlich héhere Bindungs-
konstanten auf, als monovalente Kationen wie Na® oder K*. Modelle zur theoretischen
Beschreibung der lonenverteilung an geladenen Oberflachen auf Basis der Poisson-
Boltzmann-Theorie und daraus resultierende Wechselwirkungen zwischen zwei geladenen
Oberfléachen mit Nanometerabstanden wurden von Andelman et al. diskutiert.??*! Ohki et al.
beobachteten, dass bereits geringe Konzentrationen von Ca** (0.25 mM) die Fusion sub-
mikrometergroRer unilamellarer Vesikel aus Phosphatidsaure induzierten.l?? Gleichzeitig
konnten sie in Monoschichten des Lipids eine calciumioneninduzierte Erhohung der
Oberflachenspannung bei gleichen Konzentrationen feststellen. Neben der Oberflachen-
spannung verandert sich in Abhéngigkeit der Calciumionenkonzentration auch das Zeta-
Potential®! und das Biegemodul® von Lipidmembranen. In Lipidmischungen aus
Phosphatidylserin und netto-neutralen Lipiden konnte eine calciumioneninduzierte Phasen-
trennung beobachtet werden.?®! Anderungen dieser Parameter kénnen die Aktivierungs-
energie, welche fir den Ubergang der spharischen Vesikelstruktur hin zu planaren
Membranen nétig ist, herabsetzen und so ein Spreiten begunstigen. Eine genauere Erklarung
hierfr auf molekularer Ebene bleiben sémtliche im Absatz genannte Autoren dabei schuldig.

Das Spreiten von Vesikeln (nomineller Durchmesser 30 nm) aus netto-neutralen sowie
negativ geladenen Lipiden auf einem goldunterstiitzten SAM aus geladenen Thiolen (u. a.
11-Amino-1-undekanthiol) wurde mit Hilfe von FRAP von Cha et al. untersucht.??! Auch
hier konnte ein Einfluss der Zusammensetzung der Pufferldsung auf das Spreitverhalten
festgestellt werden, allerdings nur fir netto-neutrale Lipide. Es wird argumentiert, dass die
GroRe der Gegenionen, welche sich an die geladenen Gruppen des SAM anlagern, das
Spreiten beeinflussen. Beim Annédhern der Vesikel an die geladene Oberflache wird der Raum
zwischen beiden Grenzflachen kleiner und die Gegenionen, welche fir eine Ladungs-
neutralitdt sorgen, werden immer weiter aufkonzentriert, woraus eine entropische Abstof3ung
resultiert. Ein Einfluss von Gegenionen (CI, I') konnte im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht
beobachtet werden.

Ein dhnliches System, das Spreiten von GUVs (DPPC/POPS, 91:9) auf mit 3-Aminopropyl-
dimethylethoxysilan (APS) funktionalisiertem Siliziumdioxid, wurde von Kim et al.
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untersucht.”?’l Wahrend auf unfunktionalisierten Siliziumdioxidoberflichen Ca**-lonen fiir
die Bildung einer planaren Membran durch Spreiten der GUVs nétig waren, konnte auf APS-
funktionalisierten Substraten ein spontanes Spreiten der GUVs auch in Abwesenheit von
Calciumionen beobachtet werden. Es wurde der Einfluss der Kaliumionenkonzentration auf
das Spreitverhalten mittels Fluoreszenzmikroskopie und AFM untersucht und dabei
festgestellt, dass hohe K*-Konzentrationen die Oberflachenbelegung mit planaren Membranen
verringern. Begrlindet wird dieser Befund mit einer Verringerung der Dicke der elektrischen
Doppelschichten von Vesikeln und Oberflache bei steigender Elektrolytkonzentration geméaf
der Theorie von Gouy-Chapman. Dadurch sinkt die attraktive elektrostatische Wechsel-
wirkung zwischen beiden Schichten und es spreiten effektiv weniger GUVs. Dieser Effekt
konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht beobachtet werden.

Dass entgegen obiger Berichte kein spontanes Spreiten negativ geladener GUVs auf positiv
geladenen Oberflachen in Abwesenheit metallischer Kationen beobachtet werden konnte,
deutet auf eine unzureichende elektrostatische Wechselwirkung hin. Diese kann durch eine
unzureichend hohe Belegung der Oberflache mit postitiv geladenen Thiolen erklart werden
(fur ein Spreiten von Vesikeln aus Phosphatidylcholinen wird ein Mindestwert von
N/A >3 nm™ von NHs" auf der Oberflache angegeben®®). Die Bildung des SAM erfolgt
durch spontane Chemisorption der Thiole an die Goldschicht. Der Grad der Belegung und
damit die Oberflachenladungsdichte wurden nicht experimentell ermittelt und kénnten
unterhalb des fir ein Spreiten kritischen Wertes liegen, insbesondere da durch die pordse
Struktur der Substrate die effektive Oberflache kleiner ist. Ein zweiter Erkl&rungsansatz ist
eine Verdnderung des pKs-Wertes der Aminofunktion des SAM in Abhéangigkeit der
Zusammensetzung der Pufferlésung. Am Beispiel des Fluorophors Pyranin konnte eine starke
Verschiebung des pKs-Wertes der Hydroxygruppe durch lonen geméaR der Hofmeister-Reihe
beobachtet werden.!”*) Neben lonen wurde ein solcher Effekt auch fiir ungeladene Teilchen
mit hohem Wasserbindungsvermdgen (Polyethylenglycol, PEG) festgestellt. Es ist denkbar,
dass auch der pKs-Wert des 11-Amino-1-undekanthiol SAM durch metallische Kationen so
verandert wird, dass bei gleichem pH-Wert ein héherer Anteil protoniert vorliegt und sich
somit die Oberflachenladungsdichte und dadurch die attraktive Wechselwirkung mit den
GUVs erhoht.

Ein Modell, welches eine Erklarung fiir das Spreitverhalten von negativ geladenen GUVs auf
positiv geladenen Oberflachen in Abhangigkeit der Zusammensetzung der Pufferldsung
liefert, basiert auf Experimenten zur Zusammenlagerung entgegengesetzt geladener Makro-
ionen (z. B. DNA) in wassriger Losung. Studien zur Bindung von negativ geladener DNA an
kationischen Liposomen zeigten, dass partiell gebundene Gegenionen frei werden und dabei
einen entropischen Beitrag zur freien Enthalpie dieses Prozesses liefern.”*”! Eine
schematische Darstellung dieses Modells fiir das Spreiten von mit POPS dotierten GUVs auf
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mit 11-Amino-1-undekanthiol funktionalisierten porésen Substraten ist in Abb. 5.6
aufgefiihrt.
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Abb. 5.6: Schematische Darstellung des ionenvermittelten Spreitens von negativ geladenen GUVs auf positiv
geladenen pordsen Substraten. A Mit POPS dotierte GUVs (rot, blaue Fullung) binden in der umgebenden
Ldosung vorhandene Calciumionen. Durch die hohere Dichte der in den GUVs befindlichen Sucroseldsung
sinken diese auf die Substratoberflache ab, welche mit 11-Amino-1-undekanthiol funktionalisiert ist. Die
positiven Ladungen auf der Oberflache (ca. 60 % der Aminogruppen bei pH 7,3) werden von in der Losung
vorliegenden Chloridionen neutralisiert. B Nahern sich beide geladenen Oberflache, werden gebundene
Calcium- und Chloridionen aus dem Zwischenraum freigesetzt, was zu einem Anstieg der Entropie des Systems
flhrt (gestrichelter Kreis). Negativ geladene Carboxylatgruppen des POPS und positiv geladene Aminogruppen
des 11-Amino-1-undekanthiols ersetzen die jeweils frei gewordenen Bindungsstellen. Durch VergroRerung der
Kontaktflache werden mehr lonen freigesetzt und die Entropie steigt weiter, bis nach dem Spreiten der Vesikel
planare Membranen mit maximaler Kontaktflache gebildet werden. Darstellung nicht maRstabsgetreu.

Werden GUVs aus der Sucroselésung, in welcher sie gebildet wurden in ionenhaltige Puffer-
I6sung Uberfihrt, binden metallische Kationen wie Calciumionen oder Kaliumionen an die
negativ geladenen Phosphatidylseringruppen der &uBeren Monolage der GUV-Membranen.
Durch die hohere Dichte der Sucroseldésung im Vergleich zur umgebenden Pufferldsung
sinken diese auf die Substratoberflache ab. Der pordse Stegbereich der Substrate ist mit einer
Monolage aus 11-Amino-1-undekanthiol funktionalisiert, welche bei den verwendeten pH-
Bedingungen partiell positiv geladen vorliegt (60 % protoniert bei pH 7,3). An der positiv
geladenen Monolage tritt eine Akkumulation von Anionen, z. B. Chloridionen auf. N&hern
sich beide geladenen Oberflaichen mit den jeweiligen umgebenden lonenschichten an, so
konnen gebundene Kationen bzw. Anionen durch elektrostatische Paarung von Amino- und
Carboxygruppen freigesetzt werden und aus der Grenzschicht in die umgebende Pufferlosung
Ubertreten. Bei diesem Prozess erhoht sich die Anzahl freier Teilchen im System, was zu
einem Anstieg der Entropie flihrt. Dieser Entropieanstieg ist die treibende Kraft fir die
Vergrolierung der Kontaktflache zwischen GUVs und Substrat bis hin zu einem Spreiten der
GUVs und der damit einhergehenden Bildung planarer porentberspannender Membranen. Ein
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entsprechender Mechanismus der ,,Gegenionen-Freisetzung™ wurde von Andelman, Safran et
al. formuliert und als physikalische Ursache fiir eine anziehende Kraft zwischen zwei
entgegengesetzt geladenen Oberflachen identifiziert.?3:2%)

Fur die Theorie eines entropiegetriebenen Vesikelspreitens spricht auch die Reihenfolge in
welcher Kationen das Spreiten fordern (Ca?* >> K* > Na®). Calciumionen weisen eine bis zu
50-fach hohere Bindungskonstante zu Phosphatidylserinen auf, als Kalium- oder Natrium-
ionen (bestimmt an Phosphatidylserin-Monoschichten).?®¥ Dementsprechend wird bei
VergroRerung der Kontaktflache zwischen GUVs und Substratoberflache eine groliere Menge
Calciumionen freigesetzt, als Kalium- oder Natriumionen, was zu einem hoheren Entropie-
beitrag fhrt. Monovalente Kationen zeigen nur sehr geringe Unterschiede in ihrer Bindung
zu Phosphatidylserin, wobei Kaliumionen in dinnschichtchromatografischen Studien eine
starkere Bindung zeigten.[?®¥! Kaliumionen besitzen aufgrund ihrer geringeren Ladungsdichte
eine kleinere Hydrathillle als Natriumionen. Werden wahrend des Spreitprozesses also
Natriumionen freigesetzt, so binden diese mehr Wasser in Form einer Hydrathille als
Kaliumionen. Der Beitrag der Entropie zur freien Enthalpie beim Spreitprozess nimmt durch
die hohere Zahl der in Form einer Hydrathulle geordneten Wassermolekiile ab, weshalb
Kaliumionen die Zahl der gespreiteten GUVs und die Geschwindigkeit des Spreitens im
Vergleich zu Natriumionen erhdhen.

Auf hydrophil funktionalisierten Substraten konnten erstmals durch Spreiten von GUVs
I6sungsmittelfreie planare Membranen tber Poren mit Durchmessern bis d = 5,5 pum gebildet
werden. Bei Poren mit offenen wie geschlossenen Bdden gelang das Uberspannen derart
groRer Kavitaten bisher nur mit l6sungsmittelhaltigen Membranen,*”"® oder durch
Einfuhrung einer Verengung der Porendffnung.® Lésungsmittelfreie Membranen waren
bisher auf Porendurchmesser bis 2,5 um beschrénkt, was eine Untersuchung der Poren-
innenraume mit optischen Methoden einschrankte.[*972

Losungsmittelfreie poreniiberspannende Membranen wurden konfokalmikroskopisch und
mittels SICM untersucht (Abb. 4.13). Dabei wurden planare Membranen in den Poren in
Tiefen von z = £0 bis -4,8 um (CLSM) bzw. -1,25 £+ 1,05 um (SICM) detektiert (Tabelle 4.5).
Diese Werte stimmen gut mit denjenigen flr lésungsmittelhaltige poreniiberspannende
Membranen nach Ausfrieren des Losungsmittels (Tabelle 4.1) Gberein. Die Halbwertsbreite
(FWHM) der an die Verteilung der Intensitat des Membranfarbstoffs in z-Richtung entlang
der Pore angepassten Gauss-Funktion stimmt ebenfalls fir beide Praparationstechniken gut
uberein  (I6sungsmittelfrei:  FWHM =2,6 um, losungsmittelhaltig nach  Ausfrieren:
FWHM = 2,7 um). Trotz des Fehlens einer Plateau-Gibbs-Grenzschicht im Porenrandbereich,
welche als Lipidreservoir dient und eine mechanische Verformung und Ausdehnung der
Membran unter Beibehaltung ihrer Impermeabilitat fur Elektrolyte erlaubt,’®® konnte in mit
I6sungsmittelfreien Membranen Uberspannten geschlossenen Poren der wasserldsliche
Farbstoff Pyranin Gber mindestens 30 min stabil eingeschlossen werden. FRAP-Experimente
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an losungsmittelfreien poreniiberspannenden Membranen zeigten, dass die Lipide innerhalb
der Membranen mobil sind. Die Intensitaten der Fluoreszenz nach dem Bleichen wurde zu
Igleich =41 £4 % bestimmt mit Extremwerten von 46 bzw. 38 %, was im Rahmen der
Fehlergrenzen mit den fir losungsmittelhaltige porenlberspannende Membranen nach
Ausfrieren des Losungsmittels bestimmten Werten Ubereinstimmt (Igjeich = 51 = 8 %,
Extremwerte 67 bzw. 45 %). Von einer Quantifizierung des mobilen Anteils wurde aufgrund
der geringen GroRe der zusammenh&ngenden membraniiberspannten Bereiche abgesehen
(Kapitel 4.1.2, Spreiten auf hydrophil funktionalisierten Substraten). Eine Abschatzung ergab
jedoch Werte von M =55 +5 % und D = 0,6 + 0,1 pm?-s™.

Die hohe Ubereinstimmung der fir losungsmittelfreie und losungsmittelhaltige poren-
uberspannende Membranen nach Ausfrieren des Losungsmittels bestimmten Werte deutet auf
einen geringen Restgehalt remanenten Losungsmittels in letzteren Membranen hin. Befunde,
welche durch den Losungsmittelgehalt von Membranen erklart wurden, kdnnen bei 16sungs-
mittelfreien Membranen nicht auf diese Weise diskutiert werden. So l&sst sich die mittels
SICM ermittelte Tiefe der Membranen in den Poren bei z=-1,25 + 1,05 um nicht mit dem
Auftragen unterschiedlicher Mengen Lipidmaterials in Losungsmittel erklaren. Dass es trotz
der Abwesenheit von Losungsmittel zu grolRen Unterschieden in der z-Position porentiber-
spannender Membranen kommt, ldsst sich auf die Freisetzung von Sucroseldsung beim
Spreiten von GUVs zurlickfuhren. In diesem Zusammenhang soll zugleich die Bildung
hemispharischer Ausstilpungen von Membranen im Porenbereich diskutiert werden.

Hemisphdrische poreniiberspannende Membranen

Biologische Membranen weisen in Zellen verschiedenste Strukturen auf mit zum Teil hoher
lokaler Krimmung. Fur die Bildung von Membranausstilpungen und —invaginationen in
Eukaryoten wurden Proteine als zentrale Regulatoren identifiziert und die Mechanismen der
proteininduzierten Membranverformung fir Proteine mit Bar (Bin-Amphiphysin-Rvs)-
Domanen?*? und weitere Proteine!®®*%® untersucht. Diese Proteine konnten sowohl in vivo
als auch in vitro in artifiziellen Membransystemen wie GUVs Ausstilpungen bzw.
Invaginationen bilden. Im Zusammenspiel mit Proteinen kdnnen auch das Zytoskelett und die
Geometrie der Membranlipide Krimmungen von Membranen hervorrufen und
stabilisieren.?"]

Fir die Deformation artifizieller Lipidmembranen ohne Beteiligung von Proteinen finden sich
nur wenige Beispiele. Darunter kurzlebige Verformungen von GUVs durch elektrische
Pulse®®® und Internalisierungen von Vesikeln aus Invaginationen in GUVs, induziert durch
osmotische Gradienten.™% Hemispharische Ausstiilpungen freistehender Membranen durch
Anlegen eines hydrostatischen Drucks wurden bisher lediglich fir l6sungsmittelhaltige
Membranen beschrieben. 820!
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmals die Bildung stabiler I6sungsmittelfreier, hemisphéri-
scher Membranausstilpungen auf porosen Substraten mit geschlossenen Boden beschrieben.
Die gewdlbte Struktur der Membranen wurde konfokalmikroskopisch und mittels SICM
abgebildet (Abb. 4.15). Der wasserl6sliche Farbstoff Pyranin liel} sich homogen verteilt und
stabil in hemispharisch berspannten Poren einschlieBen und FRAP-Experimente an mit
Bodipy-PC markierten Membranen bestatigten die Mobilitat der Lipide und die Bildung einer
durchgéngigen Membran innerhalb eines patches (Abb. 4.16). Aufnahmen solcher patches
zusammenhéangender poreniberspannender Membranen zeigten, dass sich weit in die
uberstehende Losung ausgestilpte Membranen bevorzugt nebeneinander im zentralen Bereich
eines patches bildeten, wéhrend planare porenuberspannende Membranen haufig im
Randbereich lokalisiert wurden (Abb. 4.15, B).

Um einen moglichen Einfluss eines osmotischen Gradienten zwischen membranbedecktem
Poreninnenraum und Uberstehender Pufferlosung auf die Struktur der porenlberspannenden
Membranen zu untersuchen, wurden GUVs mit unterschiedlicher Sucrosekonzentration im
Inneren gespreitet (Abb. 4.17). Die Osmolaritat der Losung, in welcher gespreitet wurde,
betrug jeweils 0,303 Osmol-Kg™. Unter hypo- (0,163 Osmol-Kg™), iso- (0,306 Osmol-Kg™)
und hyperosmolaren (0,606 Osmol-Kg™) Bedingungen bildeten sich jeweils hemispharische
Membranen (Tabelle 4.4). Das Verhaltnis hemisphérischer zu planaren Membranen, sowie die
mittlere Membranposition relativ zur Substratebene nahm mit steigender Sucrosekonzentra-
tion in den gespreiteten GUVs zu. Die Anzahl membrantberspannter Poren verringerte sich
bei Verwendung hypoosmolarer GUVs von N =317 bzw. N = 247 auf N = 14. Grund hierflr
ist weniger eine Beeinflussung des Spreitverhaltens der GUVs, als vielmehr die Tatsache,
dass sich in 0,15 M Sucroselésung weniger GUVs gebildet hatten und unter dem starken
osmotischen Stress in der hoher osmolaren wéssrigen Lésung nur wenige GUVs intakt auf die
Substratoberflache absanken.

Mdogliche Ursachen fiir die Bildung und die Stabilitat solcher hemisphérischer Membranen
neben planaren poreniiberspannenden Membranen sollen nachfolgend diskutiert werden. Eine
Bildung gewdlbter Membranen konnte nur auf Poren mit geschlossenen Bdden beobachtet
werden und nur fur 16sungsmittelfreie Membranen. Bei der Praparation poreniiberspannender
Membranen mittels painting-Technik liegt lediglich eine definiert zusammengesetzte Puffer-
I6sung vor, sodass sich keine Unterschiede zwischen Poreninnerem und Uberstehender
Losung nach Membranbildung ergeben. Zur Préparation |6sungsmittelfreier Membranen
wurden sucrosegefillte GUVs in sucrosefreier, ionenhaltiger Pufferlosung gespreitet. Durch
den Einsatz zweier unterschiedlicher wassriger Lodsungen ist eine Ungleichverteilung
zwischen Poreninnerem und Uberstehender Losung moglich, welche Ursache fir hemisphé-
risch ausgesttlpte Membranen sein kdnnte. Offene Poren ohne Bdden wiirden eine Mischung
der Losungen auf beiden Seiten der Membranen ermdglichen und so Differenzen in deren
Zusammensetzung verhindern. Die Tatsache, dass auf offenen Poren keine gewdlbten
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Membranbereiche beobachtet werden konnten, spricht fiir eine Ursache in der Ungleichver-
teilung von Teilchen zwischen Poreninnerem und uberstehendem Volumen.

Differenzen in der Zusammensetzung beider wassriger membrangetrennter Bereiche wirde
einen osmotischen Druck und dadurch die Verformung der Membran zur Folge haben. Bei
Angleichen der Osmolaritat beider Losungen (Fullung der GUVs und Umgebungsldsung)
traten dennoch hemispharische Membranen in grofRer Zahl auf (Tabelle 4.4), sodass die
Wolbung der Membranen nicht nur auf einem initialen osmotischen Gradienten zwischen
Vesikelinnerem und umgebender Pufferldsung beruhen kann. Die inhomogene Verteilung von
gewdlbten und planaren porenuberspannenden Membranen innerhalb eines patches spricht
dafir, dass ein osmotischer Gradient zwischen Poreninnerem und Umgebungsldsung, welcher
eine deformierende Kraft auf die Membranen ausubt, sich erst wahrend des Spreitvorgangs
der GUVs bildet.

Eine Erklarung fur die Bildung ausgestilpter poreniiberspannender Membranen soll anhand
von Abb. 5.7 gegeben werden. Aufgrund der héheren Dichte der GUVs (0,3 M Sucroselésung
bei 20 °C: p = 1,0381 g-cm ) im Vergleich zur umgebenden wassrigen Pufferlosung (z. B.
0,16 M KCI-L6sung bei 25 °C: p = 1,0046 g-cm™®),[*!) sinken GUVs auf die Substratoberfla-
che ab (Abb. 5.7, A). Es bilden sich Defekte in der Membran der Vesikel, welche Ausgangs-
punkte fir ein Spreiten der GUVs in Form eines Ausbreitens der Membran entlang der
Stegflache sind (Abb. 4.12). Beim Ausbreiten der Membran wird die in den GUVs
eingeschlossene Sucroseldsung hin zur Substratoberflache freigesetzt und es kann zu einer
Vermischung mit der Elektrolytldsung im Poreninneren kommen. Ein EinschlieBen der
Sucroseldsung zwischen Membran und Poren ist nur dann mdglich, wenn sich Defekte in der
dem Substrat zugewandten Seite des GUV bilden und sich die Membran dann in der Form
ausbreitet, dass die zuvor dem Inneren des GUV zugewandte Monolage der Membran
schlielich die dem Substrat zugewandte Monolage der sich ausbreitenden Membran bildet.
Radler et al. beschrieben im Gegensatz dazu flr ein Spreiten von Vesikeln auf hydrophilen
Oberflachen die Bildung von Defekten in der vom Substrat abgewandten Halfte des Vesikels
und ein Ausbreiten der Membran, welches dazu fuhrt, dass die vormals dem Vesikelinneren
zugewandte Monolage schlieBlich die vom Substrat abgewandte Monolage bildet. Anhand
von dissipative particle dynamics-Simulationen untersuchten Fuhrmans und Muller das
Spreitverhalten von unilamellaren Vesikeln auf Oberflachen.**? Sie konnten zeigen, dass
Vesikel je nach Starke und Reichweite der attraktiven Wechselwirkung zwischen Substrat und
Vesikelmembran und Substratrauhigkeit ein ,,receding-top“-Mechanismus, oder ein
,parachute“-Mechanismus mdoglich ist. Beide Mechanismen unterscheiden sich in der
Orientierung der beiden Monolagen der Vesikelmembran nach Bildung einer planaren
Membran.
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Abb. 5.7: Schematische Darstellung der Bildung hemisphérischer poreniiberspannender Membranen durch
Spreiten sucrosehaltiger GUVs (rot mit dunkelblauer Fullung) auf hydrophil funktionalisierten pordsen
Substraten (grau) mit geschlossenen Poren (fiir eine bessere Ubersichtlichkeit wurde die Funktionalisierung der
Substrate nicht dargestellt). A Nach dem Absinken auf die Substratoberfldche bildet sich in einem GUV ein
Defekt im Bereich der Grenzflache zum Substrat. Die Membran breitet sich entlang der Porenstege aus und
bindet aufgrund der attraktiven Wechselwirkung an die Stegbereiche. B Pordse Flachen werden dabei
iberspannt. Der Inhalt des GUV vermischt sich mit der wassrigen Lésung im Poreninneren unterhalb der sich
ausbreitenden Membran (Aufhellung des Blautons). Poren, welche weiter entfernt von der Defektstelle im GUV
liegen, schlieBen weniger Sucroseldsung ein und werden daher flacher Gberspannt.
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Die zwischen Membran und Substratoberflache eingeschlossene Sucroselésung weist eine
hohe Viskositat auf (0,3 M Sucroseldsung bei 20 °C: 5 =1,336 mPa's) bei gleichzeitig
geringer Mobilitat (0,3 M Sucroseldsung bei 20 °C: D =4,3-10"° m*>s%).[2 Unter der
Bedingung, dass der Prozess des Membranausbreitens beim Spreiten deutlich schneller
verlauft, als die laterale Verteilung der vormals im GUV befindlichen Sucroseldsung, ist der
Einschluss dieser Ldsung unterhalb hemisphdrischer poreniiberspannender Membranen
mdoglich (Abb. 5.7, B). Anhand der in Abb. 4.12 dargestellten Aufnahmen eines spreitenden
GUV ergibt sich eine Dauer des Spreitens von 24 s bis zum erreichen der entgiltigen Form
des patches. Der stabile Einschluss des wasserléslichen Farbstoffs Pyranin zeigt, dass
hemispharische poreniiberspannende Membranen das Poreninnere effektiv von der
umgebenden Ldsung abtrennen konnen. Durch die starke attraktive Wechselwirkung
zwischen Membran und funktionalisiertem Stegbereich ist weiterhin kein Austausch der
eingeschlossenen Losung zwischen angrenzenden Membranen méglich, wie ein irreversibles
Photobleichen eingeschlossenen Pyranins verdeutlichte (Kapitel 4.1.2). Ebenso ist ein stabiler
Einschluss des Gemisches der wassrigen Loésungen aus GUV und Poren wahrend des
Spreitprozesses moglich.

Hat sich ein stabiler Kontakt zwischen der Membran und der die Pore umgebenden Stegflache
gebildet, wird das Gemisch aus Sucrose- und Pufferldsung permanent unterhalb der Membran
eingeschlossen. Je nach Zusammensetzung der Sucroseldsung innerhalb der GUVs kénnen
sich dabei osmotische Gradienten zwischen eingeschlossener Losung und umgebender Puffer-
I6sung bilden. Durch ein Ein- bzw. Ausstromen von Wasser kann dieser Gradient ausge-
glichen werden und sich das eingeschlossene Volumen und somit die Form der Ausstilpung
andern. Da poreniberspannende Membranen auf hydrophil funktionalisierten Membranen
schwacher adhdriert sind, was sich z. B. in einer geringeren lateralen Membranspannung
aulert, als auf hydrophob funktionalisierten Substraten, kann die nétige Verédnderung der
Membranfliche der Ausstiilpungen durch ein ,,NachflieBen* der Membran vom Stegbereich
oder dorthin stattfinden. !

Am Ende eines Spreitvorgangs (Abb. 5.7, B) liegt eine hemisphérisch gewolbte porentiber-
spannende Membran an der Stelle vor, wo durch die einen Spreitvorgang einleitende Defekt-
bildung die vormals im Inneren des GUV eingeschlossene Sucroseldsung in Richtung der
Poren austritt. Weiter entfernt von der initialen Stelle der Membranausbreitung erreicht
weniger bis keine Sucroselosung mehr die Poren. Durch die starke attraktive Wechselwirkung
zwischen Substratoberflache und Membran breitet sich die Membran entlang der Ebene der
Substratoberflache aus. Poren, welche durch diesen Ausbreitungsprozess berspannt werden,
werden planar und dadurch in geringen Tiefen uberspannt. Hierdurch wird die beobachtetet
Ungleichverteilung von hemisphérischen und planaren poreniiberspannenden Membranen
innerhalb eines patches erklart.
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Auf die gewdlbten Membranen wirken nach Ende des Spreitprozesses weiterhin Krafte,
welche sich aufgrund der Stabilitdt der gebildeten hemispharischen Strukturen in einem
Gleichgewicht befinden miissen. Zum einen wirkt die attraktive elektrostatische wie entropie-
getriebene Wechselwirkung zwischen Membran und Substratoberflache. Eine VergréRRerung
der Kontaktflache in Form einer Abflachung der Ausstiilpungen und einer damit verbundenen
VergrolRerung der Flache eines patches wére energetisch beginstigt. Dagegen wirkt ein
osmotischer Gadient zwischen der eingeschlossenen Lésung und der Uberstehenden Puffer-
I6sung. Eine Abflachung der Ausstllpungen héatte eine Verkleinerung des eingeschlossenen
Volumens und damit einhergehend eine Aufkonzentrierung zur Folge. Konzentrations-
unterschiede zwischen den beiden membrangetrennten Lésungen wirden zu einem osmoti-
schen Druck fiihren, welcher die Membran nach auBen wdlbt. Durch ein Gleichgewicht
zwischen dem osmotischen Druck auf die Membran und der attraktiven Wechselwirkung
zwischen Membran und Substratoberflache l&sst sich die Stabilitat der gebildeten hemispha-
rischen poreniiberspannenden Membranen erklaren.

In Abhéngigkeit der Konzentration der Sucroselésung in den gespreiteten GUVs verandern
sich Viskositdt und dadurch Mobilitdt der Sucroseldsung, sowie die Konzentration von
Teilchen im eingeschlossenen Bereich, was wiederum einen Einfluss auf den osmotischen
Druck auf die Membran hat. Eine héhere Startkonzentration von Sucrose in den GUVs flhrt
demnach dazu, dass sich die Sucrose beim Freisetzen aus den GUVs langsamer verteilt und
mehr Teilchen unterhalb der Membran eingeschlossen werden. Daraus resultiert ein hoherer
osmotischer Druck und somit eine hohere Ausstllpung, wie sie auch in Form einer erhéhten
z-Position der Membran detektiert werden konnte (Tabelle 4.4).

Eine nahere Betrachtung und Quantifizierung von Parametern, welche die Form planarer
Membranen beeinflussen und die Bildung gewdlbter und tether-artiger Membranen fordern
konnen, findet sich bei Arroyo et al.**¥! Dazu wurden planare Membranen auf einer flexiblen
Schicht aus PDMS gebildet. Durch peristaltischen Druck konnte die unterliegende PDMS-
Schicht beliebig gewdlbt und so die aufliegende Membran gebogen oder gedehnt werden.
Anderungen in der lonenkonzentration der umgebenden waéssrigen Losung wurden
verwendet, um gezielt osmotischen Druck aufzubauen. Zusammenfassend konnten durch
experimentelle Befunde und theoretische Uberlegungen gezeigt werden, dass unter definierten
Bedingungen sowohl planare als auch hemisphérisch gewolbte Membranen einen stabilen
Zustand bilden konnen, was den im Rahmen dieser Arbeit beobachteten Befunden entspricht.

Anhand der hier gefliihrten Argumentation lasst sich die hohe Schwankung der z-Position
I6sungsmittelfreier planarer Membranen in den Poren von z=1,25+1,05um durch
Schwankungen in der Zusammensetzung der in den Poren eingeschlossenen Ldsung erklaren.
Freigesetzte Sucroselésung verteilt sich ungleichméfiig entlang der angrenzenden Poren und
es konnen Differenzen in der Osmolaritdt von Poreninnerem und umgebender Pufferlésung
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auftreten, welche durch Ein- bzw. Ausstromen von Wasser in die Pore und dadurch einer
Verschiebung der z-Position der Membran ausgeglichen werden kdnnen.

Um das vorgeschlagene Modell zur Bildung hemispharischer porenlberspannender
Membranen zu testen, kdnnten Parameter, wie die Adhadsionsenergie in Form der Funktiona-
lisierung der Substratoberflache oder der osmotische Druck auf die Membranen in Form der
Osmolaritédten der eingesetzten Lésungen variiert werden. Trifft die hier formulierte Beschrei-
bung ihrer Bildung zu, wirde sich die Hohe der Ausstlilpungen dadurch verdndern. Die
Zusammensetzung der Losung im Inneren der GUVs kann nur eingeschrankt modifiziert
werden, da eine hohere Dichte der Vesikel zum Absinken auf die Substratoberflache nétig ist
und stark hypoosmolare Fillungen zu einer verringerten Stabilitat der GUVs fiihren.

5.2 Nigericininduzierte elektrochemische Gradienten

Losungsmittelfreie und —haltige porenuberspannende Membranen wurden verwendet, um
wassrige Losungen mit und ohne Kaliumionen voneinander zu trennen und so Kalium-
ionengradienten zu bilden. Durch Zugabe von Nigericin, einem K*/H*-Antiporter, konnten
in situ Protonengradienten aufgebaut und deren Bildung anhand der Fluoreszenz des
pH-sensitiven Farbstoffs Pyranin verfolgt werden. Neben Liposomen mit Durchmessern
Kleiner 1 pm wurde der Aufbau nigericininduzierter Protonengradienten auch an GUVs und
poreniberspannenden Membranen untersucht. Fir Letztere wurden Kinetiken des Transport-
prozesses ermittelt und absolute pH-Wertanderungen bestimmt, welche mit theoretischen
Uberlegungen in Zusammenhang gesetzt werden sollen.

5.2.1 Bildung von Protonengradienten in Vesikeln

Nach einem literaturbekannten Experiment von Hell et al. wurde der nigericininduzierte
Aufbau eines Protonengradienten zundchst an Liposomen mit Durchmessern kleiner 1 um
getestet.®™ In Hinblick auf Experimente an poreniiberspannenden Membranen wurde
untersucht, ob sich Pyranin prinzipiell als Fluoreszenzsonde zur Beobachtung von
pH-Wertédnderungen eignet. Abb. 4.20 zeigt den Verlauf der Intensitat der Pyraninfluoreszenz
bei Zugabe von Nigericin. Wie von Hell und anderen beschrieben,!*”! konnte qualitativ durch
Anstiege bzw. Abfélle in der Pyraninfluoreszenz der Aufbau von Protonengradienten verfolgt
werden.

Bei Experimenten an Liposomen wurden Anderungen der Pyraninfluoreszenz einer
Suspension von Vesikeln in einer Kivette detektiert. Um zu ermitteln, inwiefern einzelne
Volumina individuell und konfokalmikroskopisch auf Anderungen der Pyraninfluoreszenz
untersucht werden koénnen, wurden GUVs prépariert und Pyranin im Vesikelinneren
eingeschlossen. Die Vesikel wurden auf einem planaren Substrat fixiert, ein Kaliumionen-
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gradient vorgelegt und ein nigericininduzierter Aufbau eines Protonengradienten beobachtet
(Kapitel 4.2.2). Eine Fixierung durch Absinken und Anbinden der GUVs auf die Substrat-
oberflache ist nur mdoglich, wenn GUVs eine hohere Dichte, als die Umgebungslésung
aufweisen. Fir die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Pufferlésungen zum Aufbau eines
Kaliumionengradienten trifft diese Voraussetzung nur auf GUVs mit kaliumionenfreier
Sucroselésung zu. Bei Austausch der Umgebungslésung gegen kaliumionenhaltige
Pufferlésung und anschlieBender Zugabe von Nigericin, konnte ein Anstieg der Pyranin-
intensitdt im Vesikelinneren beobachtet werden, was einem Anstieg des pH-Wertes durch
einen nach aussen gerichteten Protonentransport entspricht. Eine Umkehr des Gradienten und
eine daraus resultierende Azidifizierung des Vesikelinneren wurde nicht untersucht, da ein
Absinken der GUVs in diesem Fall nur durch Anderung der Zusammensetzung der
verwendeten Pufferldsungen moglich ware.

Abb. 4.23 zeigt die Verteilung der Intensitat von in GUVs eingeschlossenem Pyranin vor und
nach Aufbau eines Protonengradienten durch Zugabe von Nigericin. Die Tatsache, dass
Verteilungen mit einer Breite von FWHM =52 bzw. 41 Einheiten beobachtet wurden, deutet
auf Unterschiede in der Pyraninkonzentration innerhalb der GUVs hin. Da die Vesikel in
Gegenwart von 0,5 mM Pyranin gebildet wurden und als eine Suspension gelagert und
schliellich zur Probe gegeben wurden, ist anzunehmen, dass Unterschiede der Pyranin-
konzentration erst bei Fixierung der GUVs auftraten. Ursache hierfir kann die Bildung
temporarer Defekte sein, verursacht durch geringfligige osmotische Unterschiede zwischen
Innenraum der GUVs und &uRerer Lésung, wie unter Kapite 4.3.3 (Bildung eines lichtindu-
zierten Protonengradienten) diskutiert. Nach erfolgter Fixierung verdanderten sich die
Intensitaten der Pyraninfluoreszenz innerhalb der GUVs nicht mehr, sodass permanente
Defekte und ein Austausch zwischen Umgebungslosung und Innenvolumen der GUVs
ausgeschlossen werden kénnen.

Unter Verwendung von Gl. 3.4 kann ausgehend von einem Startwert von pH 7,3 die mittlere
Anderung des pH-Wertes nach Nigericinzugabe innerhalb der beobachteten GUVs bestimmt
werden. Der Mittelwert der an die Verteilungen angepassten Gauss-Funktionen verschiebt
sich von |=153 Einheiten zu | =250 Einheiten, was einer Konzentrationsdnderung der
deprotonierten Form des Pyranins von ¢=0,273 mM zu ¢ = 0,446 mM entspricht. Daraus
errechnet sich eine pH-Wertdnderung von 0,84 Einheiten auf pH 8,14. Die errechnete
pH-Werténderung ist als Mindestanderung zu bewerten, da wie unter Kapitel 4.2.2 beschrie-
ben die Intensitat der Pyraninfluoreszenz nach Nigericinzugabe nicht vollstandig dargestellt
werden kann. Die Intensitat steigt Gber das Niveau des Detektorlimits hinaus an. Durch eine
Veranderung der Laserleistung oder der Signalverstarkung kann die Signalintensitét verringert
werden, was eine Korrelation von Intensitdt und Konzentration deprotonierten Pyranins
jedoch verhindern wiirde.
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Pyranin wurde qualitativ bereits fir die Untersuchung von pH-Wertdnderungen in GUVs
verwendet. Darunter finden sich Beispiele flr den lichtgetriebenen Transport von Protonen
durch bR.[¢-1%8 Wweitere Anwendungen beschranken sich auf fluorimetrische Messungen von
GUV-Suspensionen. Der nigericininduzierte Antiport von Kaliumionen und Protonen wurde
bisher nicht an GUVs untersucht.

5.2.2 Bildung von Protonengradienten in poreniiberspannenden Membranen

Ein Nachteil fixierter GUVs in Hinblick auf die optische Untersuchung von Transportpro-
zessen ist die inhomogene GroRe der GUVs (Abb. 4.6). Weiterhin binden die Vesikel
unkontrolliert auf dem Substrat, was eine Automatisierung der Auslesung von Intensitaten
innerhalb der GUVs erschwert. Substrate mit periodisch angeordneten Poren bieten im
Gegensatz zu bisher beschriebenen Untersuchungen an GUVs!™*'%*! volumina von
definierter, einheitlicher GroRe, wodurch eine automatisierte Analyse von parallel
ablaufenden Transportprozessen Uber eine grofe Anzahl von Membranen mdoglich ist.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass planare porenuberspannende Membranen ein Rihren
der Uberstehenden Probenldsung tolerieren, wahrend fixierte GUVs deformiert, zerstort oder
weggespult werden kénnen. Bei Zugaben von z. B. Nigericin kann somit flr poreniiberspan-
nende Membranen eine gleichméiige Verteilung erreicht werden, wahrend die Verteilung im
Falle fixierter GUVs rein diffusionskontrolliert erfolgt.

Ein nigericininduzierter Aufbau eines Protonengradienten an lésungsmittelhaltigen poren-
Uberspannenden Membranen ist in Abb. 4.24 dargestellt. Die Fluoreszenz des eingeschlos-
senen Pyranins zeigt jeweils innerhalb weniger Sekunden nach Zugabe von Nigericin einen
starken Abfall bzw. Anstieg der Intensitit. Die Intensitat kann linear mit der Konzentration
der deprotonierten Form von Pyranin in einer Pore korreliert werden, woraus sich geman
Gl. 3.4 der pH-Wert berechnen lasst. Fir pH-Abfalle bei I6sungsmittelhaltigen Membranen
wurden pH-Wertanderungen von -0,94 bis -1,97 Einheiten beobachtet. Unter Berticksich-
tigung der Porengeometrie (Vpore = 7,7-10™ L) und der Zusammensetzung der Pufferldsung
(10 mM MOPS, 0,5 mM Pyranin, pKs = 7,224) entspricht das einer Anzahl von 2,1-10° bzw.
2,6-10° transportierten Protonen. Daraus wird deutlich, dass bereits geringe Unterschiede in
der Anzahl gepumpter Protonen (hier Faktor 0,8) zu Unterschieden der detektierten
pH-Differenz von etwa 1 Einheit fuhren.

Unter der Annahme, dass ein K*/H™-Antiport so lange ablauft, bis der vorgelegte Kalium-
ionengradient so weit abgebaut ist, dass er dem entgegengesetzt aufgebauten Protonengradi-
enten entspricht und somit gilt:
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(K] [H{] Gl.52

lasst sich berechnen, wieviele Protonen bis zum Einstellen eines Gleichgewichts gepumpt
werden. Dabei entsprechen [K*j] und [H"] den Konzentrationen von Kaliumionen bzw.
Protonen in der Pore und [K*,] und [H';] den Konzentrationen in der iiberstehenden
Pufferlosung. Eine doppelt logarithmische Auftragung der Quotienten von Kaliumionen
(schwarz) bzw. Protonen (rot) in einer Pore und in der tberstehenden Lésung als Funktion der
Anzahl von in eine Pore hinein gepumpten Protonen (N) ist in Abb. 5.8 dargestellt.
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Abb. 5.8: Doppelt logarithmische Auftragung des Quotienten aus Kaliumionenkonzentration (m) bzw. Protonen-
konzentration (e) in den Poren und in der tberstehenden Pufferlésung als Funktion der tber eine poreniiberspan-
nende Membran transportierten Protonen (N). Bei einem Wert groRer 7,4-10' transportierter Protonen betragt
die Konzentration von Kaliumionen in einer Pore 0. Da der Logarithmus flr Werte = 0 nicht definiert ist, ist der
Verlauf des Kaliumionengradienten nur bis zu diesem Wert dargestellt. Die Kurven wurden berechnet fur Start-
bedingungen von pH =7,3, c(Puffer)=10,5mM, pKg(Puffer)=7,2, V(Pore)=7,6810L, Volumen der
iberstehenden Losung V(Probe) = 3 mL, Anzahl der bedeckten Poren N(Poren) = 1, Kaliumionenkonzentration
in den Poren [K*;]° = 160 mM, Kaliumionenkonzentration in der tiberstehenden Lésung [K*,]° = 0 mM.

Die verwendeten Gleichungen zur Berechnung der Verlaufe von lonenkonzentrationen in den
Poren und in der Uberstehenden Ldsung sind im Anhang aufgefiihrt (Kapitel 8.4.2). Bis zum
Erreichen eines Gleichgewichts zwischen Kaliumionen- und Protonengradienten werden
theoretisch 7,39-10'° Protonen in die Pore hinein bzw. Kaliumionen aus einer Pore hinaus
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transportiert (Schnittpunkt beider Kurven in Abb. 5.8). Eine Darstellung der Ausgangs- und
Gleichgewichtskonzentrationen ist in Tabelle 5.1 aufgefuhrt.

Tabelle 5.1: Ausgangs- und Gleichgewichtskonzentrationen von Kaliumionen und Protonen in einer membran-
Uberspannten Pore (N(Poren)=1) und in der (berstehenden Pufferldsung. Theoretische Betrachtung eines
nigericininduzierten Protonentransports in eine Pore hinein. Bedingungen wie unter Abb. 5.8. Alle Konzentra-
tionen sind in mol-L™* angegeben.

Startwert Gleichgewichtswert
K] 0,160 1,26:10
[K"] 0,0 4,09-10
[H"] (pH)) 5,01-10°% (7,3) 0,154 (0,8)
[H".] (pH.) | 5,01-10° (7,3) 5,01-10® (7,3)
N 0 7,39-10"

Es wird deutlich, dass bis zum Erreichen des Gleichgewichtszustands annéhernd sémtliche zu
Beginn in der Pore eingeschlossenen Kaliumionen in die uberstehende Pufferlosung
transportiert werden. Lediglich 610" Kaliumionen verbleiben in der Pore. Umgekehrt erhéht
sich die Protonenkonzentration in einer Pore fast auf den Startwert der Kaliumionenkonzen-
tration, namlich 154 mM was einem pH-Wert von 0,8 entspricht.

Die Anzahl in die Pore hinein transportierter Teilchen ist bei dem hier beschriebenen
theoretischen Ansatz um einen Faktor 28 groRer, als der maximale experimentell ermittelte
Wert fiir lsungsmittelhaltige poreniiberspannende Membranen (2,6:10° Teilchen). Unter
Berlcksichtigung der Tatsache, dass bei der Praparation poreniiberspannender Membranen
nach der painting-Technik groRe Teile des Substrates mit einer Membran bedeckt vorliegen,
verringert sich der errechnete Gleichgewichtswert. Auf einem Substrat der GroRe 2,5-5,0 mm?
mit einer Porositat von 65 %, wie sie im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden, finden
etwa 126000 rechteckige Poren mit einer Kantenldnge von 8 um Platz. Wird statt von einer
einzelnen membraniiberspannten Poren von einer realistischen Anzahl tberspannter Poren
wie N(Poren) = 50000 ausgegangen, so verringert sich die Zahl der in die Pore transportierten
Protonen auf N = 1,2-:10'°, einem Faktor 4,5 groRBeren Wert im Vergleich zum experimentell
ermittelten Wert. In Abb. 5.9 ist der Verlauf des Kaliumionen- sowie des Protonengradienten
in Abhé&ngigkeit der transportierten Teilchen fiir 50000 uberspannte Poren analog zu Abb. 5.8
aufgetragen.
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Abb. 5.9: Doppelt logarithmische Auftragung des Quotienten aus Kaliumionenkonzentration (m) bzw. Protonen-
konzentration (e) in den Poren und in der tberstehenden Pufferlésung als Funktion der tber eine poreniiberspan-
nende Membran transportierten Protonen (N). Bei einem Wert groRer 7,4-10' transportierter Protonen betragt
die Konzentration von Kaliumionen in einer Pore 0. Da der Logarithmus flr Werte = 0 nicht definiert ist, ist der
Verlauf des Kaliumionengradienten nur bis zu diesem Wert dargestellt. Die Kurven wurden berechnet fiir Start-
bedingungen von pH =73, c(Puffer)=105mM, pKs(Puffer)=7,2, V(Pore)=7,6810"°L, Volumen der
liberstehenden Ldsung V(Probe) = 3 mL, Anzahl der bedeckten Poren N(Poren) = 50000, Kaliumionenkonzen-
tration in den Poren [K*;]° = 160 mM, Kaliumionenkonzentration in der iiberstehenden Lésung [K*,]° = 0 mM.

Wahrend der Quotient beider Protonenkonzentrationen naherungsweise unverandert bleibt im
Vergleich zum Verlauf fir N(Poren) = 1 (iberspannte Poren, verschiebt sich der Verlauf des
Quotienten aus den Kaliumionenkonzentrationen in den Poren und auBerhalb zu niedrigeren
Werten. Dadurch wird ein Gleichgewicht in Form eines Schnittpunktes beider Kurvenverldufe
bereits bei nur N = 1,20-10" statt N = 7,39-10" erreicht. Tabelle 5.2 zeigt, inwiefern sich die
Gleichgewichtskonzentrationen der lonen dabei im Vergleich zum Ein-Poren-System
verandern.
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Tabelle 5.2: Ausgangs- und Gleichgewichtskonzentrationen von Kaliumionen und Protonen in einer Vielzahl
membraniberspannter Poren (N(Poren) = 50000) und in der tberstehenden Pufferldsung. Theoretische Betrach-
tung eines nigericininduzierten Protonentransports in Poren hinein. Weitere Bedingungen wie unter Abb. 5.8.
Alle Konzentrationen sind in mol-L™* angegeben.

Startwert Gleichgewichtswert
0,134
[K"] 0,0 3,32:107
[H"] (pHy) 5,01-10° (7,3) 2,01-107% (1,7)
[H"] (pH) | 5,01-10°(7,3) 5,01-10® (7,3)
N 0 1,20-10"

Die Gleichgewichtskonzentrationen der Protonen in der (berstehenden Ldsung bleibt
weitgehend unveréndert bei der Erhéhung der Anzahl tberspannter Poren. Durch die Vielzahl
an Poren, aus welchen Kaliumionen in die uUberstehende Losung freigesetzt werden, erhoht
sich die Kaliumionenkonzentration dort um vier GrofRenordnungen, wéhrend sie sich
innerhalb der Poren lediglich um drei GroRenordnungen erhéht. Der Quotient aus beiden
Kaliumionenkonzentrationen im Gleichgewicht sinkt dadurch, weshalb eine geringere
Protonenkonzentration in den Poren zum Erreichen des Gleichgewichtswertes genlgt.

Theoretisch und experimentell ermittelte Werte liegen unter Berticksichtigung der erhdhten
Anzahl bedeckter Poren in derselben GroRenordnung. Weitere Faktoren, welche zu einer
Uberschitzung der Anzahl transportierter Teilchen filhren, konnen Veranderungen in den
pKs-Werten der verwendeten Pufferlésungen sein. Dass lonen den pKs-Wert von puffernden
Substanzen beeinflussen konnen, wurde bereits am Beispiel von Pyranin erléutert
(Kapitel 5.1.2, hydrophil funktionalisierte Substrate). Eine lésungszusammensetzungs- oder
auch temperaturbedingte Erhéhung des pKs-Wertes der puffernden Substanzen Pyranin oder
MOPS wiirde eine Verringerung der Anzahl der bis zum Erreichen des Gleichgewichts in die
Poren transportierten Protonen bewirken. Allerdings zeigt der pKs-Wert von MOPS nur eine
geringe und dabei negative Temperaturabhangigkeit von ApKs/AT = -0,015 K™.2*! Es gilt zu
beachten, dass pKs-Werte und pH-Werte auch in die Berechnung der experimentell
ermittelten pH-Anderungen einflieRen und in die daraus extrahierte Zahl der transportierten
Teilchen N. Anderungen in den pKs-Werten der puffernden Substanzen eignen sich daher fir
einen Protonentransport in die Poren hinein nicht als Erklarung fiir grélRere Abweichungen
zwischen theoretisch und experimentell ermittelten Gleichgewichtswerten.
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Weitere Faktoren, die die Lage des Gleichgewichts verschieben und die nétige Anzahl
transportierter Teilchen verandern koénnen, sind eine Abnahme des Volumens der
uberstehenden Loésung (z. B. durch thermische Verdampfung im Verlauf langer andauernder
Bestrahlung mit Lasern wéhrend einer Messung), eine Verringerung des Porenvolumens
(z. B. durch eine Uberspannung mit Membranen in groReren Porentiefen, wie anhand von
Abb. 5.3 diskutiert), sowie eine geringfugig verringerte Kaliumionenkonzentration in den
Poren oder eine entsprechend geringfuigig erhdhte Konzentration in der Giberstehende Losung.

Zieht man von der nominellen Porentiefe von 12 um die mittlere Tiefe, in welcher
Membranen nach Ausfrieren des Losungsmittels die Poren uberspannen (1,60 um) ab, so
erhalt man eine Porentiefe von 10,4 um. In Kombination mit minimal veranderten Kalium-
ionenkonzentrationen von 0,154 mM in den Poren, sowie 1,5-10° M im (iberstehenden
Volumen (entspricht etwa dem kalkulierten Restwert nach fiinffachem Puffertausch), ergibt
sich ein Gleichgewichtswert von N =2,65-10° in die Poren hinein transportierten Protonen.
Durch das verringerte Porenvolumen aufgrund der geringeren Porentiefe ergibt sich daraus
ein Gleichgewichtswert von pH; = 5,3.

Unter Beriicksichtigung kleinster und dabei plausibler Anderungen sensitiver Parameter, kann
demnach genau der experimentell ermittelte Wert simuliert werden. Die gute Ubereinstim-
mung von experimentellem und kalkuliertem Wert in Kombination mit einer hohen
Abhéangigkeit der berechneten Gleichgewichtswerte von der Hohe des vorgelegten Kalium-
ionengradienten zeigt weiterhin, dass die mittels painting-Technik gebildeten porentberspan-
nenden Membranen sehr impermeabel gegentiber Kaliumionen sein missen und den Aufbau
eines stabilen Gradienten erlauben. Kédme es bereits vor Aufnahme einer konfokalmikrosko-
pischen Zeitserie und Zugabe von Nigericin zu einem passiven Transport von Kaliumionen
uber die Membranen aufgrund geringer Impermeabilitaten, so wiirde sich ein Gleichgewicht
nach Zugabe von Nigericin nach deutlich weniger transportierten Teilchen einstellen. Der
beobachtete Abfall des pH-Wertes ware dann deutlich geringer, als die aus Abb. 4.24, A
bestimmten 0,94 Einheiten.

Eine schematische Ubersicht zum Einfluss einzelner Variablen auf das Gleichgewicht ist in
Tabelle 5.3 dargestellt. Den starksten Einfluss auf die bis zum Erreichen des Gleichgewichts
nétige Anzahl transportierter Protonen bzw. Kaliumionen hat die Kaliumionenkonzentration
in der Uberstehenden Pufferldsung. Schon geringe Konzentrationsanderungen kénnen den
Gradienten stark verkleinern und so die detektierten Anderungen in der Fluoreszenzintensitit
von Pyranin wéhrend eines Experiments zum nigericininduzierten Aufbau verringern.
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Tabelle 5.3: Schematische Ubersicht zum Einfluss einzelner Startparameter auf die Anzahl von Protonen,
welche bis zum Einstellen eines Gleichgewichts theoretisch in eine Pore hinein transportiert werden. Ausgangs-
bedingungen wie unter Abb. 5.9 aufgefihrt. Der Index i steht fir einen Wert im Poreninneren, a fir einen Wert
in der Uberstehenden Pufferlésung. Fuhrt eine Erhdhung des Wertes eines Parameters zu einer Erhéhung der bis
zum Gleichgewicht transportierten Protonen, ist dieser je nach Starke des Effekts mit einem ++, + oder (+)
gekennzeichnet (absteigend von sehr stark bis schwach). Analog dazu ist ein antiproportionaler Effekt mit --, -
oder (-) gekennzeichnet. Hat ein Parameter keinen erkennbaren Einfluss auf das Gleichgewicht, wird dieser mit 0
eingetragen. Dies gilt sowohl fir Igsungsmittelhaltige als auch ldsungsmittelfreie porenlberspannende
Membranen.

Parameter  Effekt Parameter Effekt

[K*] + Vi +
[K*] -- V, +
pH; (+) pKs -
pH. - c(Puffer); +
N(Poren) - c(Puffer), 0

Neben den in der Losung vorhandenen Puffern wie MOPS und Pyranin, kdnnen auch die
Lipide der porenuberspannenden Membranen eine puffernde Wirkung haben und Protonen,
welche in die Pore hinein transportiert werden, binden. Bei einer Porenflache von 64 pm? und
einer Flache eines einzelnen Lipids von 0,32 nm? fiir DPPA*®! und 0,75 nm? fiir DPhPC,*"!
befinden sich rund 9-10° Lipidmolekiile in der membraniiberspannenden unteren Monolage.
Dieser Wert ist vernachlassigbar klein im Vergleich mit etwa 5-10° Molekiilen MOPS oder
Pyranin in einer Pore (c(Puffer) = 10,5 mM) und 2,6-10° Protonen, welche zum Einstellen des
Gleichgewichts in eine Pore eintreten, weshalb eine puffernde Wirkung der Lipide nicht néher
berticksichtigt wurde.

Die absoluten Anderungen des detektierten pH-Wertes in den Poren durch einen nigericin-
induzierten K*/H*-Antiport, wie er in Abb. 4.24, A gezeigt ist, stimmen gut mit theoretisch
bestimmten Werten Uberein. Ein weiterer Parameter, welcher anhand der aus konfokal-
mikroskopische Aufnahmen extrahierten Intensitatsverlaufen bestimmt wurde, ist die Initial-
steigung (Abb. 4.26). Daraus wurde eine initiale Transportrate von 10* H"-cm™?s™ errechnet.
Initiale Transportraten des nigericininduzierten Antiports von Kaliumionen und Protonen
wurden an planaren lésungsmittelhaltigen Membranen (BLMs) von Antonenko et al.
bestimmt.®>%! Fir vorgelegte Kaliumionenkonzentrationen von 10 mM auf einer Seite und
0,3-1 mM auf der anderen Seite der Membran (jeweils pH 7,0) wurden bei Zugabe von
0,03 pM Nigericin Transportraten von 30 pmol H*:cm?s™ ermittelt, was einer Menge von
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1,8-10" H*:cm™?-s™* entspricht. Dieser Wert stimmt in seiner GréRenordnung gut mit dem im
Rahmen dieser Arbeit ermittelten Wert (iberein.

Antonenko et al. zeigten in einem Konzentrationsbereich von (1-4)-10® M eine lineare
Abhéngigkeit der initialen Transportrate von der Nigericinkonzentration. Die hier einge-
setzten Konzentrationen sind Faktor 100 groRer und ein Kaliumionengradient von 160 zu
0 mM statt 10 zu 0,3 mM lag vor, wodurch sich der hohere experimentelle Wert erklart. Eine
lineare Extrapolation der Transportraten bis in den mikromolaren Konzentrationsbereich
sollte kritisch betrachtet werden, da der Mechanismus des nigericininduzierten Antiports fir
Konzentrationen groRer 10°M von demjenigen in niedrigeren Konzentrationsbereichen
abweichen kann.l*”

Wurden die Kaliumionenkonzentrationen im Poreninneren und in der berstehenden Ldsung
vertauscht, so wurde bei Zugabe von Nigericin ein Intensitatsanstieg der Fluoreszenz des in
den Poren eingeschlossenen Pyranins beobachtet (Abb. 4.24, B). Ein maximaler Anstieg des
pH-Wertes um ApH = 1,80 Einheiten kann analog zum Abfall des pH-Wertes in eine Anzahl
aus einer Pore heraus transportierter Protonen von N = 2,1-10° umgerechnet werden. Dieser
Wert ist identisch mit dem fiir den in Abb. 4.24, A abgebildeten pH-Abfall ermittelten Wert.

Auch fir einen pH-Anstieg in membraniberspannten Poren durch Umkehr des
K*/H*-Antiports wurden theoretische Berechnungen beziiglich eines Gleichgewichtswertes
nach Gl. 5.2 durchgefuhrt. Eine doppelt logarithmische Auftragung der errechneten
Quotienten aus Kaliumionen- bzw. Protonenkonzentrationen in den Poren und in der
uberstehenden Losung in Abhé&ngigkeit der Zahl von aus einer Pore transportierten Protonen
ist in Abb. 5.10 dargestellt.
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Abb. 5.10: Doppelt logarithmische Auftragung des Quotienten aus Kaliumionenkonzentration (m) bzw.
Protonenkonzentration (e) in den Poren und in der (iberstehenden Pufferlésung als Funktion der (ber eine poren-
iiberspannende Membran transportierten Protonen (N). Bei einem Wert gréRer 2,2-10° transportierter Protonen
betragt die Konzentration von Protonen in einer Pore 0. Da der Logarithmus fir Werte = 0 nicht definiert ist, ist
der Verlauf des Protonengradienten nur bis zu diesem Wert dargestellt. Die Kurven wurden berechnet fiir Start-
bedingungen von pH =73, c(Puffer)=105mM, pKgs(Puffer)=7,2, V(Pore)=7,6810"°L, Volumen der
Uberstehenden Losung V(Probe) = 3 mL, Anzahl der bedeckten Poren N(Poren) = 50000, Kaliumionenkonzen-
tration in den Poren [K*;]° = 0 mM, Kaliumionenkonzentration in der iiberstehenden Lésung [K*,]° = 160 mM.

Die Verlaufe beider Quotienten schneiden sich bei N =2,05-10° transportierten Protonen.
Dieser Wert stimmt mit dem experimentell ermittelten Gleichgewichtswert von 2,1-10°
transportierten Teilchen exakt Uberein. Bis zu diesem Punkt steigt der Quotient beider
Kaliumionenkonzentrationen linear an, wahrend der Protonengradient aufgrund des
vorliegenden Puffers konstant verlduft. Erst wenn die Grenze der Pufferkapazitat innerhalb
der Poren erreicht ist, nimmt der Quotient der Protonenkonzentrationen stark ab. Die
Konzentrationen der jeweiligen lonen im Gleichgewicht sind in Tabelle 5.4 aufgefiihrt.

Im Vergleich zu einem pH-Anstieg durch nigericininduzierten Protonentransport in membran-
uberspannte Poren hinein, werden bei vertauschtem Kaliumionengradienten Faktor 6 weniger
Teilchen transportiert, bis sich ein Gleichgewicht einstellt (Tabelle 5.2). Die Konzentrationen
beider lonensorten in der Uberstenenden Pufferlosung bleiben dabei aufgrund des im
Vergleich zu den Poren groRen VVolumens unveréndert.
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Tabelle 5.4: Ausgangs- und Gleichgewichtskonzentrationen von Kaliumionen und Protonen in einer Vielzahl
membraniberspannter Poren (N(Poren) =50000) und in der (berstehenden Pufferlésung. Theoretische
Betrachtung eines nigericininduzierten Protonentransports aus den Poren hinaus. Weitere Bedingungen wie unter
Abb. 5.10. Alle Konzentrationen sind in mol-L™ angegeben.

Startwert Gleichgewichtswert
[K".] 0,160 0,160
[H"] (pH)) 5,01-10% (7,3) 1,38-10° (8,9)
[H%] (PH)) | 5,01-10°(7,3) 5,01-10°® (7,3)
N 0 2,05-10°

Wie flr den Abfall des pH-Wertes in den Poren (Tabelle 5.3) wurde auch fur den Anstieg des
pH-Wertes eine schematische Ubersicht zum Einfluss einzelner Faktoren auf die Lage des
Gleichgewichts erstellt (Tabelle 5.5).

Tabelle 5.5: Schematische Ubersicht zum Einfluss einzelner Startparameter auf die Anzahl von Protonen,
welche bis zum Einstellen eines Gleichgewichts theoretisch aus einer Pore hinaus transportiert werden.
Ausgangsbedingungen wie unter Abb. 5.10 aufgefiihrt. Der Index i steht fir einen Wert im Poreninneren, a fir
einen Wert in der Uberstehenden Pufferldsung. Fihrt eine Erhéhung des Wertes eines Parameters zu einer
Erhohung der bis zum Gleichgewicht transportierten Protonen, ist dieser je nach Starke des Effekts mit einem
++, + oder (+) gekennzeichnet (absteigend von sehr stark bis schwach). Analog dazu ist ein antiproportionaler
Effekt mit --, - oder (-) gekennzeichnet. Hat ein Parameter keinen erkennbaren Einfluss auf das Gleichgewicht,
wird dieser mit O eingetragen. Dies gilt sowohl fiir 16sungsmittelhaltige als auch l8sungsmittelfreie poren-
Uberspannende Membranen.

Parameter  Effekt Parameter Effekt

[K™] - Vi +
[K*] + Va 0
pH; - pKs +
pH, + c(Puffer); +
N(Poren) 0 c(Puffer), 0

Wahrend bei einem Protonentransport in Poren hinein die Kaliumionenkonzentration der
einflussreichste Faktor ist, zeigen Unterschiede im vorgelegten Kaliumionengradienten beim
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Transport von Protonen aus der Pore hinaus nur einen moderaten Einfluss auf das Gleichge-
wicht. Statt dessen bewirken bereits kleine Erhéhungen des pH-Wertes und somit Verrin-
gerungen der Protonenkonzentration in den Poren vor Zugabe von Nigericin eine
Verschiebung des Gleichgewichts hin zu weniger transportierten Teilchen. Aufgrund der um
ein vielfaches geringeren Startkonzentration von Protonen in einer jeden Pore (5-10° M) im
Vergleich zu Kaliumionen fiir einen umgekehrten Gradienten (0,160 M), missen bis zum
Erreichen des Gleichgewichts deutlich weniger Protonen aus den Poren hinaus und im
Gegenzug Kaliumionen in die Poren hinein transportiert werden. Daher bleiben die
entsprechenden Konzentrationen in der berstehenden Losung weitgehend konstant im
Verlauf des nigericininduzierten Antiports und eine Verdnderung von Volumen und
Pufferkonzentration der Uberstehenden Lésung hat keinen Einfluss auf das Gleichgewicht.

Zusammengefasst stimmen die experimentell bestimmten Anderungen der pH-Werte in den
Poren und damit verbunden die Zahl der (ber eine poreniberspannende Membran
transportierten Teilchen sehr gut mit den theoretisch errechneten Werten (berein, unabhéngig
von der Richtung des vorgegebenen Kaliumionengradienten. Die gute Ubereinstimmung
belegt die hohe Impermeabilitdt porenlberspannender painted membranes nach Ausfrieren
des Losungsmittels, da bereits kleine Anderungen der Startkonzentrationen durch passiven
Transport Uber die Membranen das Gleichgewicht und dadurch die detektierten pH-Wertéan-
derungen stark verschieben wirden. Geschwindigkeitsraten fur den nigericininduzierten
Antiport, bestimmt anhand der initialen Steigung der pH-Abfélle bzw. pH-Anstiege, liegen im
Bereich literaturbekannter Werte fur BLMs.

Lésungsmittelfreie poreniiberspannende Membranen

Freistehende Membranen, welche mittels painting-Technik praprariert wurden, weisen hohe
elektrische Widerstande auf und sind praktisch impermeabel fiir geladene Teilchen, wie
lonen. Losungsmittelhaltige Membranen aus DPhPC, welche Poren mit Durchmessern im
Mikrometerbereich Uberspannen, besitzen typischerweise Widerstdande im Bereich von
20-30 GQ und eignen sich dadurch fiir elektrische Messungen an Ionenkanidlen auf
Einzelkanalebene.l’® Losungsmittelfreie, durch Spreiten von GUVs praparierte Membranen
wurden bisher selten fir Einzekanalmessungen eingesetzt. Beispiele finden sich hauptséchlich
fur Poren mit Durchmessern d <1 pm und auf Substraten aus SisN,®” oder hydrophob
funktionalisierten Substraten.*®! Die dabei gemessenen Membranwiderstdnde lagen im
Bereich von MQ bis GQ und somit leicht unterhalb der fur 16sungsmittelhaltige Membranen
reproduzierbaren mehreren zehn GQ, was auf Defekte in der Membran zuriickgefiihrt wird.
Sich dadurch ergebende Durchlassigkeiten einer Membran fur lonen wirden den nigericin-
induzierten Aufbau stabiler lonengradienten verhindern.
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Abb. 4.27 zeigt, dass Kaliumionengradienten auch tber I6sungsmittelfreie porenuiberspan-
nende Membranen gebildet werden und durch einen nigericingetriebenen K*/H*-Antiport
daraus ein stabiler Protonengradient aufgebaut werden konnte. Bei einem Transport von
Protonen in die Poren hinein wurden Abfélle des pH-Wertes von 1,26 bis 1,94 Einheiten
beobachtet. Bei einem Volumen der runden Poren, welche fiir die Bildung l6sungsmittelfreier
poreniiberspannender Membranen verwendet wurden, von 2,1-10*° L und unter den fir
Abb. 4.27, A angegebenen experimentellen Bedingungen, entspricht der gemessene Abfall
des pH-Wertes einem Transport von N =6,7-10% bzw. N =7,3-10° Protonen in jede Pore
hinein.

Theoretische Betrachtungen der bis zum Erreichen eines Gleichgewichts gemaR Gl. 5.2
nétigen Menge transportierter Protonen ergeben einen Wert von N = 2,06-10% fiir N(Pore) = 1
bedeckte Poren. Dieser Wert ist Faktor 3,6 kleiner, als der flr rechteckige Poren errechnete
Gleichgewichtswert, was genau dem Volumenunterschied beider Poren entspricht. Unter
Berlcksichtigung einer realistischen Anzahl bedeckter Poren nach Spreiten von GUVs, wie
N(Poren) = 500, verschiebt sich das Gleichgewicht zu N = 1,87-10* transportierten Protonen.
Dieser Wert ist Faktor 26 grolier, als der maximale experimentell ermittelte Wert. Am Verlauf
der Konzentrationsquotienten von Kaliumionen und Protonen &ndert sich qualitativ nichts im
Vergleich zu den lI6sungsmittelhaltigen poreniiberspannenden Membranen (Abb. 5.8). Durch
das verringerte Porenvolumen ist die Kurve des Quotienten der Protonenkonzentrationen
leicht nach links zu geringeren Mengen transportierter Teilchen verschoben, ebenso wie der
Abfall des Quotienten der Kaliumionenkonzentrationen. Eine Zusammenfassung der
errechneten Gleichgewichtskonzentrationen fur N(Poren) =500 bedeckte Poren st in
Tabelle 5.6 aufgefiihrt.

Tabelle 5.6: Ausgangs- und Gleichgewichtskonzentrationen von Kaliumionen und Protonen in einer Vielzahl
I6sungsmittelfreier membranuberspannter Poren (N(Poren) =500) und in der Uberstehenden Pufferlosung.

Theoretische Betrachtung eines nigericininduzierten Protonentransports in die Poren hinein. PorenmaRe:
d = 5,5 um, h = 9 um. Alle Konzentrationen sind in mol-L™* angegeben.

Startwert Gleichgewichtswert

K" 0,160 1,45-10°
[K"] 0 5,19-10°
[H*] (pH) 5,01-10® (7,3) 0,14 (0,9)
[H*.] (pH.) | 5,01-10% (7,3) 5,01-10° (7,3)
N 0 1,87-10%
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Die Abweichung der theoretisch ermittelten Zahl transportierter Protonen bis zum Einstellen
des Gleichgewichts von der experimentell bestimmten Zahl lasst sich vermutlich auf eine
Veranderung der Zusammensetzung der Lésung im Poreninneren beim Spreiten von GUVs
zuruckfuhren. Wie in Abb. 5.4 dargestellt und dort diskutiert, wird beim Spreiten sucrosehal-
tiger GUVs ein Teil ihrer Fullung in den Poren unter den sich bildenden planaren und
hemispharischen Membranen eingeschlossen. Dadurch kénnen puffernde Susbtanzen und
Kaliumionen teilweise aus den Poren heraus gespiilt werden, wodurch sich die Zusammen-
setzung der eingeschlossenen Ldsung veréndert.

Auch bei l6sungsmittelfreien porentberspannenden Membranen ist es plausibel, eine Rest-
konzentration von Kaliumionen in der Uberstehenden Lésung im mikromolaren Bereich nach
mehrfachem Austausch der Pufferlosung gegen kaliumionenfreie L&sung anzunehmen.
Ausgehend von einer Verringerung der Kaliumionenkonzentration in den Poren von 0,16 auf
0,12 und einer Verringerung der Porentiefe um 1,25 um (Mittelwert fur planare I6sungs-
mittelfreie Membranen, Tabelle 4.5), betragt die Restkonzentration von Kaliumionen in der
Uberstehenden Losung rund 1 mM, um einen Gleichgewichtswert entsprechend dem
experimentell ermittelten Wert zu erreichen. Dieser Wert ist hoher, als ein zu erwartender
Restwert nach mehrmaligem Spilen der Probe mit kaliumionenfreiem Puffer.

Grund fur diese Diskrepanz kann eine geringere Impermeabilitdt I6sungsmittelfreier
Membranen fur lonen gegenlber l6sungsmittelhaltigen sein. Aufgrund des fehlenden
Losungsmittelreservoirs in Form einer Plateau-Gibbs-Grenzschicht, bilden sich eher Defekte
in 16sungsmittelfreien Membranen, durch welche ein passiver Austausch von lonen entlang
eines Gradienten erfolgen kann. Dies wirde mit den eingangs berichteten niedrigeren
elektrischen Widerstanden 16sungsmittelfreier Membranen tbereinstimmen.

Ein weiterer Faktor, welcher berticksichtigt werden muss, ist das Verhéltnis von Protonen zu
Kaliumionen, welche wéhrend eines Transportzyklus durch Nigericin in entgegengesetzte
Richtung transportiert werden. Es ist bekannt, dass Nigericin in Konzentrationen ab etwa
10°M vom bei Konzentrationen <10°M berichteten ladungsneutralen 1:1-Verhaltnis
transportierter K* und H* abweichen kann.*®®! Werden effektiv Ladungen beim Antiport
transportiert, so bildet sich ein elektrisches Potential (iber der Membran, welches bei einer
Berechnung eines Gleichgewichts zwischen beiden lonenspezies neben den reinen
Konzentrationen berticksichtigt werden muss. Im unter Abb. 4.27, A gezeigten Beispiel
betrug die Nigericinkonzentration 16,7 uM und war somit im Bereich des abweichenden
Transportverhaltens von Nigericin. Die Konzentration von Kaliumionen l&sst sich demnach
nicht mehr mit derjenigen der Protonen in den Poren und in der Uberstehenden L&sung
korrelieren und es kann anhand der gemessenen pH-Wertanderung nicht mehr auf die Zahl
transportierter Teilchen geschlossen werden.

191



5 Diskussion

Bei einer Umkehr des vorgelegten Kaliumionengradienten konnten auch fir I6sungsmittel-
freie poreniberspannende Membranen Anstiege des pH-Wertes in den Poren detektiert
werden (Abb. 4.27, B). Die pH-Anderungen lagen dabei im Bereich von ApH =0,41 bis
0,47 Einheiten. Das entspricht N =2,810° bzw. N=3,1-10° aus einer Pore heraus
transportierten Protonen. Bei 500 membranbedeckten Poren ergibt sich ein theoretisch
kalkulierter Wert von N =5,7-10% transportierten Protonen. Weitere berechnete Gleichge-
wichtswerte sind in Tabelle 5.7 dargestellt.

Tabelle 5.7: Ausgangs- und Gleichgewichtskonzentrationen von Kaliumionen und Protonen in einer Vielzahl
lésungsmittelfreier membraniberspannter Poren (N(Poren) =500) und in der Uberstehenden Pufferldsung.

Theoretische Betrachtung eines nigericininduzierten Protonentransports aus den Poren hinaus. Porenmafe:
d =5,5um, h = 9 pm. Alle Konzentrationen sind in mol-L™ angegeben.

Startwert Gleichgewichtswert

[K™] 0 4,42-10°
[K"] 0,160 0,160
[H] (pH) 5,01-10°% (7,3) 1,38:10° (8,9)
[H'.] (pH.) | 5,01-10% (7,3) 5,01-10°® (7,3)
N 0 5,70-10°

Die errechneten Gleichgewichtswerte sind bis auf N identisch mit den fir einen nigericin-
induzierten Antiport von K* in die Poren hinein und H* aus den Poren hinaus ermittelten
Werte bei einem Transport Uber l16sungsmittelhaltige Membranen (Tabelle 5.4). Die verrin-
gerte Zahl transportierter Teilchen ist durch das kleinere Volumen der verwendeten Poren zu
erklaren. Die geringere Anzahl iberspannter Poren hat, wie in Tabelle 5.5 dargestellt, keinen
Einfluss. Der Verlauf der lonenkonzentrationsquotienten in einer doppelt logarithmischen
Auftragung ist qualitativ analog zu dem fir l6sungsmittelhaltige Membranen (Abb. 5.10).
Aufgrund des geringeren Porenvolumens ist lediglich der Kaliumionengradient im Bereich
N < Ngleichgewicht ZU Niedrigeren Werten verschoben und der Protonengradient nimmt bereits
bei geringeren Werten fur N starker ab.

Der theoretisch und der experimentell ermittelte Wert fiir die Zahl transportierter Protonen
stimmen gut Gberein. Eine Korrektur der Zusammensetzung des Poreninneren, bedingt durch
einen Eintrag von Sucroseldsung beim Spreiten von Vesikeln, ist in diesem Fall nicht
notwendig, da in kaliumionenfreier Losung gespreitet wurde. Diese Tatsache unterstitzt die
Argumentation Uber eine spreitbedingte Veranderung der Zusammensetzung der Ldsung im
Poreninneren bei umgekehrtem Kaliumionengradienten. Der einzige Parameter, welcher bei
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geringfiigiger Anpassung eine genaue Ubereinstimmung von experimentellem und theoreti-
schem Wert bedingt, ist der pKs-Wert des Puffers im Poreninneren. Alle weiteren Parameter
andern an der Lage des Gleichgewichts entweder nur wenig, oder beeinflussen den
experimentell ermittelten Wert ebenfalls, so dass sich beide Werte nicht angleichen. Bei
Annahme eines Wertes von pKs = 6,95 stimmen experimenteller Wert und theoretischer Wert
genau Uberein. Eine Verschiebung des pKs-Wertes fir einen nigericininduzierten pH-Anstieg
im Inneren lésungsmittelfreier membraniberspannter Poren ist durch die Anwesenheit von
Calciumionen zu erklaren. Avnir und Barenholz konnten zeigen, dass lonen, insbesondere
Calciumionen, den pKs-Wert von Pyranin z.T. drastisch erniedrigen konnen (z.B.
ApKs =-0,727 in 100 mM CaCl, im Vergleich zu 20 mM HEPES, pH 7,0).%%! Fur den
korrigierten pKs-Wert ergibt sich ein korrigierter Anstieg von ApH =171 statt
0,47 Einheiten. Dieser Wert stimmt gut mit den beobachteten pH-Wertanderungen fir
I6sungsmittelhaltige Membranen und flr entgegengesetzte lonengradienten Uberein. Eine
Ubersicht der ermittelten Gleichgewichtswerte fiir einen veranderten pKs-Wert im Inneren
der Poren ist in Tabelle 5.8 aufgefiihrt.

Tabelle 5.8: Ausgangs- und Gleichgewichtskonzentrationen von Kaliumionen und Protonen in einer Vielzahl
I6sungsmittelfreier membraniberspannter Poren (N(Poren) =500) und in der (berstehenden Pufferlésung.
Theoretische Betrachtung eines nigericininduzierten Protonentransports aus den Poren hinaus. Porenmalie:

d =5,5um, h =9 um. Der pKs-Wert im Poreninneren wurde mit 6,95 statt 7,20 einberechnet. Alle Konzentra-
tionen sind in mol-L™ angegeben.

Startwert Gleichgewichtswert

[K"] 0 3,14-10°
K" 0,160 0,160
[H"] (pH)) 5,01-10% (7,3) 9,82:10°(9,0)
[H"] (PH)) | 5,01-10%(7,3) 5,01-10% (7,3)
N 0 4,04-10°

Die gute Ubereinstimmung experimenteller und theoretischer Werte fiir einen nigericin-
induzierten Transport von Protonen aus den Poren hinaus weicht vom weniger idealen
Verhalten bei einem Transport von Protonen in die Poren hinein ab. In beiden Fallen wurden
Nigericinkonzentrationen bis 16,7 uM eingesetzt und die Membranen wurden l6sungs-
mittelfrei prapariert. Eine Bildung von Defekten in den Membranen und damit einhergehend
ein passiver Abbau der lonengradienten ist somit unwahrscheinlich. Ein verdndertes
stochiometrisches Verhaltnis des K*/H*-Antiports aufgrund der hohen Nigericinkonzentra-
tionen ist nur eine plausible Erklarung, wenn die Konzentration bei den Experimenten zum
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pH-Anstieg in den Poren bei geringeren Nigericinkonzentrationen, als 16,7 uM durchgefuhrt
wurden, da die dort erzielten Ergebnisse sonst ebenfalls von den theoretisch bestimmten
Werten abweichen missten.

Kaliumionenfrei geflllte Poren wurde durch Spreiten von GUVs in einer Pufferldsung mit
107 mM Calciumionen mit Membranen (berspannt. In Gegenwart von Calciumionen bilden
sich  mehr porenlberspannende Membranen, als in Gegenwart von Kaliumionen
(Kapitel 4.1.2, Spreiten auf hydrophil funktionalisierten Substraten). Dadurch vergroRert sich
die Gesamtmembranflache auf dem Substrat. Nigericin lagert sich aufgrund seines
hydrophoben Charakters bevorzugt in die Membran ein. Bei vergrolRerter Membranflache
nimmt bei Zugabe gleicher Mengen Nigericins die effektive Nigericinkonzentration innerhalb
der Membran ab. Durch die erhohte Membranflache der calciumionenhaltigen Probe im
Vergleich zur kaliumionenhaltigen Probe, kann die Konzentration von Nigericin in der
Membran dadurch unterhalb eines kritischen Wertes absinken und so ein ladungsneutraler
Transport statt finden. Ein Unterschied in der effektiven Nigericinkonzentration erklart somit
den Unterschied im Verhalten entgegengerichteter lonengradienten. Die Tatsache, dass bei
I6sungsmittelhaltigen porenuberspannenden Membranen eine Erhéhung der Nigericin-
konzentration keinen Einfluss zeigte, belegt diese Theorie, da bei per painting-Technik
praparierten Membranen ein sehr hoher Belegungsgrad erzielt wurde.

Zusammengefasst konnte gezeigt werden, dass losungsmittelfreie porentberspannende
Membranen trotz des Fehlens einer isolierenden Plateau-Gibbs-Grenzschicht geeignet sind,
um nigericininduziert elektrochemische Gradienten aufzubauen. Die dabei erzielten
pH-Wertédnderungen liegen im Bereich derjenigen, welche fur l6sungsmittelhaltige
Membranen bestimmt wurden und stimmen mit theoretisch bestimmten Werten Uberein. Bei
Nigericinkonzentrationen groRer 10° M und einer geringen Membranflache (vereinzelte
patches, Annahme von 500 membraniiberspannten Poren auf 126000 Poren insgesamt) auf
dem Substrat kann es zu einer literaturbekannten Abweichung des ladungsneutralen
K*/H'-Antiports kommen. In Anwesenheit von Calciumionen muss eine mdgliche
Erniedrigung des pKs-Wertes von Pyranin und weiteren puffernden Substanzen bei einer
Bestimmung der pH-Wertanderung und der entsprechenden Berechnung eines theoretischen
Wertes berlcksichtigt werden. Die Transportgeschwindigkeit, welche sich als von der Menge
eingesetzten Nigericins unabhéngig gezeigt hat, betrug fir I6sungsmittelfreie wie I6sungsmit-
telhaltige porenlberspannende Membranen unabhdngig von der Richtung des Antiports
10" H em?%s™,

5.3 Rekonstitution von Bacteriorhodopsin in artifiziellen Membranen

In verschiedenen artifiziellen Membransystemen, wie sub-mikrometergroRen und mikro-
metergroRen Vesikeln und poreniiberspannenden Membranen, konnten in situ durch einen
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K*/H*-Antiport Protonengradienten aus Kaliumionengradienten aufgebaut werden. Neben der
nigericininduzierten Umwandlung eines Kaliumionen- in einen Protonengradienten, sollte
weiterhin der lichtgetriebene Aufbau eines Protonengradienten durch das membranstandige
Protein bR untersucht werden. Hierzu wurden verschiedene Methoden zur Rekonstitution von
bR in Vesikel und porentberspannende Membranen getestet. In porentberspannenden
Membranen rekonstituiertes bR wurde mittels FRAP-Experimenten auf seine Mobilitat
untersucht.

5.3.1 Isolierung von bR und Rekonstitution in Vesikeln

Einfluss des Kultivierungsmediums auf die Zusammensetzung von PM-Fragmen-

ten

Fur die Isolierung von bR in Form von PM-Fragmenten wurden Halobakterien in zwei unter-
schiedlichen Medien kultiviert. Je nach Zusammensetzung des Mediums unterschieden sich
UV-Vis-Spektrum (Abb. 4.28) und Photostromsignal (Abb. 4.30) der isolierten PM-Fragmen-
te. Das Differenzspektrum von PM-Fragmenten aus beiden Medien wies auf ein Vorhan-
densein der carotinoiden Pigmente Bacterioruberin und B-Carotin in aus Medium 97 isolierten
Fragmenten hin. Diese Pigmente beeinflussen die Membranelastizitat und bieten Schutz
gegeniiber UV Licht.™* Dummer et al. fanden einen Zusammenhang zwischen der Menge
von Bacterioopsin, dem Apoprotein des bR, an welches noch kein Retinal als Cofaktor
gebunden ist und der Menge an Bacterioruberin in Purpurmembranen aus Halobacterium
salinarum. So konnte durch Entfernen des Genes bop, welches Bacterioopsin kodiert, eine
Akkumulation von Bacterioruberin beobachtet werden. Licht und Sauerstoffkonzentration
wurden ebenfalls als Faktoren zur Regulation der Menge gebildeter Pigmente
identifiziert.1%51%7]

Carotinoide werden immer in Form von ,,roten und ,,braunen Membranfragmenten bei der
Isolierung von PM-Fragmenten beobachtet. Jedoch lassen sich diese durch eine Dichtegra-
dientenzentrifugation in der Regel sauber voneinander abtrennen.™® Dass bei Verwendung
von Medium 97 unter den im Rahmen dieser Arbeit beschriebenen Kultivierungs- und
Isolationsbedingungen (Kapitel 3.2.1) keine vollstandige Trennung von Carotinoiden und
PM-Fragmenten moglich war, kann neben einer stark erhthten Carotinoidkonzentration an
einer starkeren Bindung der Carotinoide an bR liegen. Solche Phanomene wurden bisher fir
keines der verwendeten Medien beschrieben. Einziger Unterschied zwischen beiden Medien
sind der pH-Wert (7,0 vs. 7,4) und die Zusetzung von Casaminosauren, Eisen- und Mangan-
ionen im Medium 97. Eine abschlieende Erklarung kann an dieser Stelle nicht gegeben
werden. Es sei jedoch darauf hingewiesen, dass Eisen und Mangan redoxaktive Metalle sind
und besonders Eisenionen in Enzymen an Radikalreaktionen beteiligt sind.’**®’ Hohe
Konzentrationen an Eisen im Kulturmedium konnten demnach die Bildung von reaktiven
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Radikalen bevorzugen. Eine erhéhte Bildung von Carotinoiden in den Bakterien zum Schutz
vor solchen Radikalen ware eine Erklarung fur deren Vorkommen in PM-Fragmenten.
Schéden am bR durch Radikalreaktionen wiirden die niedrigeren Photostromamplituden der
aus Medium 97 isolierten PM-Fragmente im Vergleich zu den aus -eisenfreiem
Normalmedium isolierten Fragmenten erklaren.

Qualitative Bestimmung der Pumpaktivitdt von bR mittels Photostrom

Um die Protonenpumpaktivitdt von bR zu untersuchen, wurden Photostrommessungen
durchgefuhrt (Kapitel 3.3.1). Die Aktivitdit von bR wurde in isolierten PM-Fragmenten
(Abb. 4.30), wie auch in sub-mikrometergrof3en (Abb. 4.32) und mikrometergrof3en unilamel-
laren Vesikeln (Abb. 4.36) getestet. Bei Belichtung der bR-haltigen Proben wurde jeweils ein
Photostromsignal in Form eines Einschaltstroms und eines Ausschaltstroms bei Start und
Ende der Belichtung beobachtet. Bei Zugabe des Entkopplers CCCP wurde zusétzlich jeweils
ein stationdrer Strom wéhrend der Belichtung beobachtet. Vergleichsproben, die kein bR
enthielten zeigten bei Belichtung keine Photostromantwort. Qualitativ wurde so die Aktivitat
von bR in Form eines lichtinduzierten Protonentransports in PM-Fragmenten, Proteo-
liposomen und Proteo-GUVs nachgewiesen.

Die Anbindung von PM-Fragmenten und Proteoliposomen erfolgt Uber eine elektrostatische
Wechselwirkung der negativ geladenen Lipide, wie sie in PM-Fragmenten vorkommen und
dort bis zu 80 % der Lipide ausmachen konnen***! und dem positiv geladenen Octadecylamin
(ODA), welches zu 0,05 bis 0,1 % (w/v) in n-Dekan zur Bildung von painted membranes
eingesetzt wurde. Eine schematische Darstellung der Anbindung ist Abb. 5.11 in aufgefuhrt.

painted
membrane

Au

Abb. 5.11: Schematische Darstellung der Adsorption von PM-Fragmenten (A) und bR-haltiger Vesikel (B) an
mit ODA dotierte painted membranes.*”}

Von einer Quantifizierung der Photostromsignale wurde abgesehen. Unterschiede in den
Kapazitaten der unterstiitzenden painted membranes, an welche die PM-Fragmente bzw.
bR-haltigen Vesikel elektrostatisch gebunden wurden, weisen auf mogliche Defekte in den
Membranen hin, welche das Photostromsignal beeinflussen konnen. Ein theoretisches Modell
zum lichtinduzierten Protonentransport von bR und die daraus bestimmten Verlaufe des
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Photostromsignals wurden fir verschiedene Membransysteme bereits beschrieben. Die
Adsorption von PM-Fragmenten an planare, l6sungsmittelhaltige Membranen wurde von
Schmitt,**”) Bamberg et al.,'* Seifert et al.”*? und Seta et al.”®” ausfiihrlich beschrieben.
In allen drei Berichten wurden Photostromverléufe gezeigt, die den im Rahmen dieser Arbeit
gemessenen Verldaufen fir PM-Fragmente qualitativ gleichen.

Seta et al. gehen weiterhin auf unterschiedliche Orientierungen der PM-Fragmente nach ihrer
Adsorption ein. Da die negativ geladenen Lipide ungleichmaRig zwischen beiden Monolagen
in den PM-Fragmenten verteilt sind, weisen die Monolagen unterschiedliche Ladungsdichten
auf. Dadurch kann es zu einer bevorzugten Adsorption der Fragmente mit der insgesamt
héher negativ geladenen Monolage an die positiv geladene Oberflache der painted membrane
kommen. Weil bR-Molekiile innerhalb eines PM-Fragments dieselbe Orientierung aufweisen,
ergibt sich so eine Vorzugsorientierung der adsorbierten bR-Molekule (N-Terminus der
Elektrode zugewandt) und Protonen werden bevorzugt in Richtung der membranbedeckten
Elektrode transportiert.

Die Bindung von bR-haltigen Vesikeln an painted membranes wird bei Schmitt,*”
Herrmann et al."%! und Mirsky et al.l*%! diskutiert. Auch hier gleichen die gemessenen und
theoretisch beschriebenen Verlaufe der Photostrome qualitativ den im Rahmen dieser Arbeit
ermittelten. Die Argumentation von Seta et al., dass eine unterschiedliche Ladungsverteilung
zwischen beiden Monolagen innerhalb der PM-Fragmente zu einer VVorzugsorientierung der
adsorbierten Fragmente fuhrt, Iasst sich auf die Anbindung bR-haltiger Vesikel tibertragen.
BR-Molekiile kénnen so orientiert in der Vesikelmembran vorliegen, dass der C-Terminus ins
Vesikelinnere gerichtet ist (Protonentransport aus dem Vesikel heraus), oder anders herum
mit dem C-Terminus nach aussen in die umgebende Pufferlésung (Protonentransport in den
Vesikel hinein).

Negativ geladene Lipide aus den PM-Fragmenten sind stark an die bR-Molekile gebunden,
sodass sich selbst bei Behandlung von PM-Fragmenten mit Detergens nur rund 75 % der
Lipide entfernen lassen.**! Unter der Annahme, dass negativ geladene Lipide nach der
Rekonstitution von bR ungleich verteilt sind zwischen beiden Monolagen der
Proteoliposomen kommt es zu einer Akkumulation negativ geladener Lipide und von einseitig
orientiertem bR an der Kontaktflache zwischen Vesikeln und positiv geladener painted
membrane. Selbst wenn auf den gesamten Vesikel gesehen beide moglichen Orientierungen
des bR gleichhdufig vorliegen, kann es so an der Grenzschicht zwischen Vesikelmembran und
painted membrane zu einem lichtinduzierten Netto-Protonentransport kommen und so ein
Photostromsignal detektiert werden.
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Aktivitdt von bR in Proteoliposomen

Die Aktivitdat von in Vesikeln rekonstituiertem bR wurde neben Photostrommessungen
anhand von pH-Wertmessungen mit Hilfe einer pH-Elektrode untersucht (Abb. 4.33) und
anhand von Intensitdtsanderungen der Pyraninfluoreszenz in Proteo-GUVs (Abb. 4.40).
Obwohl Photostrommessungen die Aktivitat des rekonstituierten bR in Proteoliposomen
belegten, lieR sich kein lichtinduzierter Protonentransport mit Hilfe einer pH-Elektrode oder
anhand der Pyraninfluoreszenz im Vesikelinneren nachweisen.

Grund hierfur kann eine fehlende Vorzugsorientierung des bR in den Vesikeln sein. BR kann
mit dem C-Terminus ins Vesikelinnere gerichtet rekonstituiert werden, oder mit dem
C-Terminus nach aussen zur umgebenden Pufferldsung. In beiden Féllen unterscheidet sich
die Richtung des Protonentransports. Wie oben beschrieben, konnen selbst bei einer
1:1-Verteilung beider Orientierungen Photostromsignale durch an eine planare painted
membrane adsorbierte bR-haltige Vesikel detektiert werden. Der pH-Wert der umgebenden
Losung éndert sich nur, wenn eine ungleiche Anzahl Protonen durch bR in die Vesikel hinein
und aus ihnen heraus transportiert werden. Findet bei Belichtung kein Netto-Transport von
Protonen statt, bleibt der pH-Wert der Umgebungslésung konstant. Ein solcher konstanter
Verlauf des extravesikularen pH-Wertes wurde bei Belichtung von bR-haltigen Liposomen in
einer Kuvette beobachtet (Abb. 4.33).

Eine unzureichend hohe Vorzugsorientierung von bR in Modellmembranen oder anderen
Systemen wird als Hauptgrund genannt dafiir, dass die kurzzeitig nach seiner Entdeckung
beschriebenen Anwendungen wie z.B. die Bildung von Adenosintriphosphat (ATP) aus
Sonnenlicht noch immer nicht technisch umgesetzt werden konnten.™" Bemiihungen, eine
Vorzugsorientierung von bR auf Oberflachen oder in Lipidmembranen zu erreichen,
resultierten bisher in einer Chemisorption von bR Uber eine durch gezielte Mutation
eingefiihrte Cystein-Seitenkette an Goldoberflachen,[** oder einer elektrostatischen Bindung
von bR auf negativ geladenen Oberflachen durch Einfihrung mehrerer positiver Ladungen am
C-Terminus des Proteins durch Mutation.!”” Weiterhin wére eine Modifikation von bR in der
Form moglich, dass entweder an N- oder C-Terminus selektiv Cystein eingefligt wird und
daran Uber Chemisorption ein Gold-Nanopartikel angebunden wird. Durch den groRRen
Partikel wird die Struktur des bR anisotroper gestaltet und eine selektive Insertion in sub-
mikrometergroRe Vesikel mit dem Terminus, an welchem der Nanopartikel gebunden ist nach
aussen ware bevorzugt. Dass grof3e aus der Membran hervortretende Teile eines Proteins eine
selektive Orientierung des Proteins bei einer Rekonstitution in Vesikel bevorzugen kénnen,
zeigen Experimente an FoF; ATP Synthasen. Diese Proteine bestehen aus einem
transmembranstédndigen Fo-Teil und einem 300 bis 400 kDa groRen, aus der Membran
herausragenden F1-Teil. Richard et al. konnten in mittels reverse phase Methode préparierten
Vesikeln detergensvermittelt eine CFoF; ATP Synthase mit praktisch unidirektionaler
Orientierung rekonstituieren (F;-Teil nach aussen gerichtet).!*%
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Anhand des in Abb. 4.33 gezeigten Beispiels soll theoretisch abgeschatzt werden, welche
Anderungen des pH-Wertes in der Umgebungslosung zu erwarten waren bzw. welchen
Einfluss die Orientierung der bR-Molekiile darauf hat. Unter Annahme eines VVolumens der
Losung in einer Kivette von 5mL und einem Start-pH-Wert von 6,2 mussten fiir eine
pH-Wertdnderung von ApH =0,1 Einheiten auf pH6,3 in der Umgebungslosung
3,9-10™ Protonen aus der umgebenden Losung in die Vesikel hineingepumpt werden. Bei
Veranschlagung von Flachen innerhalb einer Lipiddoppelschicht von 0,64 nm? fiir ein Lipid
und 8,75 nm? fiir ein bR-Molekiil enthalt ein unilamellarer Vesikel bei einem Anteil von
0,28 mol% bR und einem nominellen Durchmesser von 200 nm (entspricht Bedingungen in
Abb. 4.33) etwa 3090 Molekiile bR. Ausgehend von einem Lipidfilm (0,2 mg) erhalt man auf
5mL Kiivettenvolumen maximal 2-:10'" Vesikel mit 200 nm Durchmesser. Pro Vesikel
mussten demnach 1900 Protonen aus der umgebenden Lésung aufgenommen werden, um dort
den pH-Wert um 0,1 Einheiten zu erh6hen. Bamberg et al. geben in ihren Berechnungen eine
Rate von 100 Photozyklen pro bR und Sekunde an, was 100 H*s? entspricht.’% In
10 Minuten Belichtungszeit (analog zu Abb. 4.33) kann ein einziges bR-Molekil somit 60000
Protonen Uber eine Membran transportieren. Zusammengefasst wiirde es demnach gentigen,
wenn nur 3 % aller Vesikel einen Uberschuss von einem einzigen bR-Molekiil mit einer
Orientierung, welche einen Protonentransport aus der umgebenden Lésung ins Vesikelinnere
hinein erlaubt, besitzen, um in einem Belichtungszeitraum von 10 min den pH-Wert der
umgebenden Ldsung um 0,1 Einheiten auf pH 6,3 zu erhdhen. Diese Verteilung entsprache
einem Verhéltnis beider mdglichen bR-Orientierungen innerhalb eines Vesikels von
49,97:50,03. Im Gegenzug wirde sich der pH-Wert bei einer Aufnahme von 1900 Protonen in
einem Vesikel allerdings von 6,2 auf 3,1 um Uber 3 Einheiten verringern. Bei einem so
geringen pH-Wert im Vesikelinneren kdnnen die Kopfgruppen von Lipiden protoniert werden
(pKs Carboxygruppe ca. 3-4), was die Vesikel instabil und fir lonen permeabel machen kann.
PH-Wertanderungen von 3 Einheiten wurden flir bR-induzierte Protonengradienten bei
Rekonstitution in sub-mikrometergroBe Vesikel bisher als maximal erreichte Werte
beschrieben.!®”! Es ist daher denkbar, dass eine zu geringe Kapazitat der Vesikel zur Protonen-
aufnahme, bedingt durch ihr kleines Volumen (108 L), ein limitierender Faktor fir die
Anderung des pH-Wertes der umgebenden Losung darstellt.

Weitere mogliche Ursachen fur den beobachteten konstanten Verlauf des pH-Wertes der
Losung bei Belichtung konnen anders hervorgerufene Anderungen der Permeabilitat der
Vesikelmembranen sein. Preobraschenski beschreibt die Rekonstitution einer FoFy ATP
Synthase in sub-mikrometergro3e unilamellare Vesikel und den Aufbau eines Protonen-
gradienten unter Verbrauch von ATP.[*3 Eine Zugabe von Valinomycin in mikromolaren
Konzentrationen verhinderte den Aufbau eines Protonengradienten, was mit einer Erhdhung
der Permeabilitdt der Membranen durch Valinomycin erklart wurde. Durch die Zugabe von
Valinomycin in mikromolaren Konzentrationen, wie sie im Rahmen dieser Arbeit eingesetzt
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wurden, kénnten die Vesikel somit in einem Malie flr Protonen durchl&ssig gemacht worden
sein, dass trotz eines bR-induzierten Netto-Protonenpumpens aus den Vesikeln hinaus keine
Anderung des pH-Wertes der umgebenden Losung detektiert werden konnte.

In Abwesenheit von Valinomycin baut sich ein elektrisches Potential uber der Vesikel-
membran auf durch einen Netto-Ladungstransport bei einer Verschiebung von Protonen. Mit
zunehmendem Potential verringert sich die Geschwindigkeit des Protonentransports durch bR
und es bilden sich kleinere pH-Gradienten, als in Gegenwart von Valinomycin. Rigaud et al.
zeigten solche Unterschiede durch Messungen des pH-Wertes einer Suspension von
bR-haltigen Vesikeln mit einer pH-Elektrode bzw. durch Messungen der Fluoreszenz-
intensitat des pH-sensitiven Farbstoffs 9-Aminoacridin.®”! Ohne Valinomycin unterschieden
sich die pH-Verlaufe nicht von Verlaufen in Gegenwart von Entkopplern wie FCCP, was
bedeutet, dass sich kein detektierbarer pH-Gradient aufbaut. Mit Valinomycin (1 pM) wurden
von Rigaud et al. bei Belichtung pH-Wertanderungen von bis zu ApH = 3 Einheiten gemessen
(Vesikel Phosphatidylcholin/Phosphatidsdaure 9:1, zweifach extrudiert bei nominellen Poren-
durchmessern von 400 und 200 nm, Lipid/bR-Verhdltnis von 80:1 (w/w), finale
bR-Konzentration bei der Messung 50 pug-mL™ in 150 mM KClI).¥”]

Fur Protokolle zur Bildung sub-mikrometergroRer bR-haltiger Vesikel, wie sie in dieser
Arbeit ebenfalls verwendet wurden, werden Verhéltnisse der bR-Orientierungen von 95:5
(Bjorklund, Kapitel 3.2.4, 2)),["% 75:25 (Girard, Kapitel 3.2.4, 1))*1 und 85:15 (reverse
phase Methode, Kapitel 3.2.4)"** in den Vesikeln angegeben. Dabei wird eine Anordnung
begunstigt, in welcher bR Protonen in die Vesikel hinein transportiert. Dabei konnten
maximale pH-Wertanderungen bei Belichtung von ApH =2 Einheiten beobachtet werden.
Bjorklund et al. beobachteten pH-Wertanderungen von 2 Einheiten in Abwesenheit von
Valinomycin oder anderen Substanzen, die ein elektrisches Potential abbauen kénnten, was
den Ergebnissen von Rigaud widerspricht.

Die Literatur liefert somit widerspriichliche Ergebnisse in Bezug auf die bR-induzierte
Bildung von Protonengradienten in unilamellaren Vesikeln und den Einfluss wvon
Valinomycin. Warum im Rahmen dieser Arbeit Vesikel, die nach den oben erwéhnten
Protokollen prapariert wurden kein Netto-Protonentransport zeigten, kann nicht abschlieRend
geklart werden. Ein Faktor, welcher den Netto-Protonentransport beeinflussen kénnte, ist die
GroRe der PM-Fragmente, welche fir die Rekonstitution verwendet wurden. Innerhalb eines
solchen Fragments besitzen alle enthaltenen bR-Molekile dieselbe Orientierung. Werden bei
einer Rekonstitution in Liposomen groBe PM-Fragmente eingesetzt, von denen nur eine
kleine Zahl jeweils in einen Vesikel eingelagert wird, erhoht sich die Wahrscheinlichkeit einer
ungleichen Verteilung beider Orientierungen des bR im Vesikel. Werden statt dessen kleine
PM-Fragmente verwendet mit jeweils nur wenigen gleichorientierten bR-Molekilen, so
werden in einen Vesikel mehr Fragmente eingelagert und die Wahrscheinlichkeit eine
Vorzugsorientierung des bR in den Vesikeln zu erhalten sinkt.
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Die GroRe der PM-Fragmente kann zwischen Durchmessern von wenigen hundert Nanome-
tern bis zu 5 um variieren und Ubersteigt somit den Durchmesser der Vesikel, in welche bR
rekonstituiert wurde.[2%42%%1 pyrch Behandlung mit Diethylether (reverse phase Methode),
Detergentien oder Ultraschall im Rahmen der Rekonstituion von bR in Vesikel, wird die
zweidimensionale kristallartige Struktur des bR in Form der PM-Fragmente aufgeldst, sodass
ein Einfluss der GrolRe der PM-Fragmente auf die Orientierung des bR in den gebildeten
Vesikeln ausgeschlossen werden kann.

Zum Vergleich mit den errechneten Werten fiir sub-mikrometergrof3e Vesikel soll berechnet
werden, welches Verhéltnis beider bR-Orientierungen in einem GUV einen Abfall des
pH-Wertes um 0,1 Einheiten verursachen wirde. Fir einen GUV mit einem Durchmesser von
10 um, geflllt mit einer Losung von 320 mM Sucrose, 10 mM MOPS und 1 mM Pyranin
(pKs je 7,2), pH 7,3 (Bedingungen wie unter Abb. 4.40) missten unter Verwendung der
Henderson-Hasselbalch-Gleichung 2-10° Protonen in den GUV hinein transportiert werden.
Bei einem Belichtungszeitraum von 60 s und einer Transportrate von 100 H"-bR™s™ miisste
ein Uberschuss von 3,3:10* bR-Molekiile einen Transport von Protonen in den Innenraum des
GUV hinein durchfiihren. Fiir einen bR-Anteil von 0,3 mol% errechnen sich 7,7-10° Molekiile
bR pro GUV mit 10 pm Durchmesser. 3,3-10* Molekiile ergeben davon einen Anteil von
0,43 %. Ein Uberschuss von 0,43 % aller im GUV rekonstituierten bR-Molekiile geniigt
demnach, um innerhalb von 60s den pH-Wert im GUV um 0,1 Einheit zu senken. Das
entspricht einer Verteilung beider bR-Orientierungen von 50,2:49,8. Wie schon in der
Berechnung fur sub-mikrometergroRe bR-haltige Vesikel gezeigt, musste auch bei geringen
Abweichungen von einer 50:50 Verteilung beider moglicher bR-Orientierungen ein Abfall
des pH-Wertes innerhalb von GUVs binnen 60 s Belichtungszeitraum stattfinden. Ein solcher
Abfall des pH-Wertes in Form einer Verringerung der Fluoreszenzintensitat von Pyranin
konnte experimentell nicht nachgewiesen werden.

Eine Erklarung daflr, dass sich auch in bR-haltigen GUVs kein lichtinduzierter Protonen-
gradient aufbauen liel3, kann eine erhéhte Durchldssigkeit der Membran flir Protonen sein. Flr
die Untersuchung einer bR-induzierten pH-Wertdnderung in pyraningefullten GUVs wurden
diese Uber eine Biotin-Avidin-Wechselwirkung auf einem Siliziumsubstrat angebunden
(Kapitel 3.3.3). Eine Dotierung der GUVs mit dem biotinfunktionalisierten Lipid Bio-Cap-PE
konnte die Impermeabilitat der Vesikelmembran beeinflussen. Weiterhin kann es durch die
starke Wechselwirkung zwischen Avidin und Biotin bei Anbindung der Vesikel auf
avidinfunktionalisierten Oberflachen zu einer Akkumulation von Bio-Cap-PE an der Kontakt-
flache zwischen GUV und Oberflache kommen und dadurch zu einer partiellen Entmischung
der unterschiedlichen Lipide in der GUV-Membran. An den Grenzflachen zwischen Bio-Cap-
PE-reichen Regionen und POPC-reichen Regionen kann es aufgrund geringer Unterschiede in
der L&nge der Seitenketten beider Lipide (Bio-Cap-PE: zweimal C;6, POPC: Cy5 und einfach
ungeséttigt Cyg) zu einem hydrophobic mismatch kommen.?®® Eine erhohte Durchlassigkeit
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an der Grenzschicht zweier Bereiche mit unterschiedlichen hydrophoben L&ngen ware
plausibel.

Carnarius beobachtete teilweise ein Austreten von Pyranin aus mit Bio-Cap-PE dotierten
GUVs nach Anbindung auf avidinfunktionalisierten Oberflachen (personliche Mitteilung).
Pyranin liegt in wassriger Losung bei pH 7,3 drei- bis vierfach negativ geladen vor. Ein
Austritt dieses Farbstoffs aus den GUVs ist aufgrund der hohen Ladungsdichte und der
vielfach hoheren GroRe im Vergleich zu einem Proton gehindert. Demnach ist trotz eines
konstanten Verlaufs der Fluoreszenzintensitat von Pyranin in GUVs gleichzeitig ein passiver
Transport von Protonen Uber die Vesikelmembran moglich und ein stabiler Farbstoffein-
schluss kein Ausschlusskriterium fir eine erhdhte Permeabilitat der GUVs.

Girard et al. rekonstituierten bR in GUVs nach einem ebenfalls im Rahmen dieser Arbeit
verwendeten Protokoll (Kapitel 3.2.5, 1-1)) und konnten bei Belichtung der Vesikel
Anderungen der Intensitat der Fluoreszenz von eingeschlossenem Pyranin beobachten.[”!
Dabei wurde in 2/3 aller GUVs ein Protonentransport ins Vesikelinnere hinein beobachtet und
bei 1/3 ein nach aussen gerichteter Protonentransport. Es sei darauf hingewiesen, dass die
beobachteten Anderungen in der Fluoreszenz gerade einmal 1 Einheit tber einen Zeitraum
von etwa 4,5 min betrégt, also langsam verlauft und dabei sehr gering ausfallt. Erst durch eine
nicht nachvollziehbare Extrapolation der Werte und eine Korrektur des Photobleichens um
1 -2 Einheiten (Faktor 2 der gemessenen Differenz!) wird ein Abfall der Fluoreszenz-
intensitdt erkennbar. Die Intensitatsdnderungen wurden nicht in pH-Einheiten umgerechnet.
Eine Bildung der Proteo-GUVs fand unter Verwendung von Triton-X-100 statt, einem
Detergens, welches sich im Rahmen dieser Arbeit nur schlecht aus der GUV-Suspension
entfernen liel und einen Einschluss von Farbstoff unmdéglich machte (Kapitel 4.3.3, Bildung
eines lichtinduzierten Protonengradienten). Die GUVs wurden von Girard et al. mit einer
Xenon Lampe uber einen Zeitraum mehrerer Minuten belichtet. Die Warmeentwicklung dabei
kann, wie in Abb. 4.45 gezeigt, zu einer Verschiebung des Fokus und somit einer Anderung
der detektierten Fluoreszenzintensitit fiihren. Anhand dieser Befunde stellt sich ein
tatséchlicher Protonentransport bei Belichtung, induziert durch funktionell rekonstituiertes bR
in den GUVs wie von Girard beschrieben als hdchst unwahrscheinlich dar.

Kahya et al. rekonstituierten bR in GUVs durch Fusion von GUVs mit Proteoliposomen und
wiesen eine Protonentransportaktivitit von bR ebenfalls anhand von Anderungen der Pyranin-
fluoreszenz nach.**®! Dabei wurde nicht eingeschlossenes Pyranin nicht aus der umgebenden
Losung entfernt. GUVSs, welche sich nach Belichtung der Probe mit einer Xenon Lampe in
ihrer Pyraninfluoreszenz von der Fluoreszenz in der umgebenden L6sung unterschieden,
wurden als funktionelles bR enthaltend beschrieben. Ein Photobleichen als Grund fir die
Intensitatsabnahme im Vesikelinneren wurde mit dem Argument widerlegt, dass relative
Anderungen zur Hintergrundfluoreszenz beobachtet wurden. Der Austausch von gebleichtem
gegen ungebleichten Fluorophor ausserhalb der GUVs durch Diffusion wurde dabei offenbar
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nicht berlcksichtigt. Auch dieser Aktivitdtsnachweis von bR ist daher unter Vorbehalt zu
betrachten.

In einer Studie aus dem Jahr 2013 weisen Dezi et al. anhand von Anderungen der
Fluoreszenzintensitat von in GUVs eingeschlossenem Pyranin den Protonentransport von
rekonstituiertem bR bei Belichtung nach.™®! Die Rekonstitution erfolgte dabei detergensver-
mittelt (mit n-Dodecyl-B-D-thiomaltopyranosid, DOTM). Dabei wurden pH-Wertédnderungen
von bis zu 0,8 Einheiten innnerhalb von 40 min beobachtet, wobei Valinomycin (0,01 uM)
zugegeben wurde, um durch passiven K*-Transport den Aufbau eines elektrischen Potentials
uber die Vesikelmembran zu verhindern. Anhand der Fluoreszenzintensitdt von mit Texas
Red markiertem bR in den GUVs wurde deren bR-Gehalt auf 1800 = 570 Molekile bR pro
um? bestimmt. Aus diesen Werten errechnet sich fiir einen GUV mit einem Durchmesser von
d =10 um analog zu oben gezeigter Berechnung eine Pumprate von rekonstituiertem bR von
0,6 H*s™. Dieser Wert ist Faktor 170 geringer, als der von Bamberg in seiner Rechnung
angenommene Wert von 100 H"-s™.[1%! Djese Diskrepanz wird von den Autoren nicht naher
diskutiert. Die Zugabe von Casein (5 mg-mL™) sowie das Auftragen eines Mineraldlfilms auf
die Probe, wie von Dezi et al. durchgefiihrt, sind Faktoren, die die Funktionalitdt von bR
sowie die Permeabilitdt von GUVs beeinflussen kénnten und ebenfalls nicht naher erléutert
werden. GUVs wurden in 400 mM Sucrose gebildet und im Verhdltnis 2:1 (v/v) mit
detergenshaltiger Pufferlosung (u. a. 200 mM K,SO,) versetzt. Die genaue Zusammensetzung
der GUVs nach Detergensentzug ist unklar und kann zwischen einzelnen GUVs variieren.
GUVs wurden dann mehrfach in einer Losung von 200 mM Glucose und u. a. 100 mM K;SO4
verdunnt und nach Valinomycinzugabe belichtet. Liegt dabei ein Kaliumionengradient vor,
kann dieser in einem langsamen Prozess durch einen passiven Transport mittels Valinomycin
von Kaliumionen entlang des Gradienten und einem passiven Antiport zum Ladungsausgleich
von Protonen als membranpermeabelste Teilchen ausgeglichen werden. Dabei wiirde sich ein
Protonengradient aufbauen, welcher nicht lichtinduziert durch bR generiert wéare. Dass dieser
Prozess so statt findet kann anhand der von Dezi beschriebenen Ergebnisse nicht ausgeschlos-
sen werden, zumal in derselben Studie gezeigt wird, dass GUVs (ber einen Zeitraum von
40 min permeabel fir Protonen sind. Ob die beobachteten Abnahmen der Fluoreszenz-
intensitdt von Pyranin tatsachlich auf einen ins Vesikelinnere gerichteten Protonentransport
durch bR zurtckzufiihren sind, bleibt zweifelhaft und wird nicht ausreichend belegt.

Weitere Studien an in GUVs rekonstituiertem bR weisen eine Protonentransportaktivitat
indirekt durch Anderungen der Mobilitst von bR in der Vesikelmembran®” oder einer
Anderung der Membranspannug bei Belichtung nach.!**® Eine direkte Messung der Anderung
des pH-Wertes in bR-haltigen GUVs mit verldsslichen Ergebnissen wurde bisher nicht
berichtet.
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5.3.2 Rekonstitution von bR in poreniiberspannenden Membranen

Durch Spreiten bR-haltiger GUVs auf hydrophil funktionalisierten porésen Substraten mit
geschlossenen Porenbtéden konnten bR-haltige porenliberspannende Membranen gebildet
werden (Kapitel 4.3.4). Die Rekonstitution von bR in porenlberspannenden Membranen
wurde durch CLSM-Aufnahmen von fluoreszenzmarkiertem bR visualisiert (Abb. 4.41). Eine
Kolokalisation des Membranfarbstoffs Texas Red DHPE und des an bR gebundenen
Farbstoffs Alexa Fluor 488 in allen Ebenen der Ortho-Darstellung von CLSM-Aufnahmen
belegen die erfolgreiche Insertion von bR in die Membranen. Bisher sind nur wenige
Transmembranproteine erfolgreich in porentiberspannende Membranen insertiert worden. Der
allergroRte Teil entsprechender Studien berichtet die Rekonstitution von a-Hamolysin.?!
Dieses Protein ist als Monomer wasserloslich und lagert sich spontan in Membranen ein unter
Bildung einer heptameren Pore, was im Vergleich zu komplett wasserunléslichen Trans-
membranproteinen die Rekonstitution vereinfach. Neben a-Hamolysin wurde von der
erfolgreichen Rekonstitution von Connexin 26(°”! und einem Glutamat-Rezeptor'®® in multi-
pordsen, membraniberspannten Systemen berichtet.

Mit Hilfe von FRAP-Experimenten wurde die Mobilitat von rekonstituiertem bR untersucht.
Dabei wurde in planaren poreniberspannenden Membranen ein mobiler Anteil von
M = 68 + 16 % bestimmt und ein apparenter Diffusionskoeffizient von D = 0,21 +0,10 um*s™
(N =6). Anhand dieser Messungen wurde erstmals gezeigt, dass ein Transmembranprotein in
porenuberspannenden Membranen Uber den Stegbereich hinweg beweglich ist. FRAP-
Experimente an in poreniiberspannende Membranen rekonstituiertem antikdrpermarkierten
Connexon Cx26 (transmembranstidndiges Hexamer aus 26 kDa-Einheiten) zeigten, dass kein
Proteinaustausch zwischen benachbarten Poren iiber den Porensteg hinweg moglich war. 264
Die untersuchten porentiberspannenden Membranen wurden dabei auf mit Tetradekanthiol
(TDT) hydrophob funktionalisierten Substraten mit offenen Porenbdden gebildet. Weitere
Studien, bei denen die Mobilitat rekonstituierter Membranproteine in poreniiberspannenden
Membranen adressiert wurde sind nicht bekannt.

Ein Unterschied in der Struktur porenlberspannender Membranen auf hydrophob (TDT)
funktionalisierten Substraten im Vergleich zu hydrophil (Thioalkohol) funktionalisierten
Substraten, welcher die Diffusion von Membranproteinen beeinflussen kann, wird bei Kocun
diskutiert.®? In AFM-Experimenten konnte dort beobachtet werden, dass Idsungsmittelfreie
porenuberspannende Membranen auf hydrophob funktionalisierten Substraten tiefer unterhalb
der Stegoberflache die Poren (berspannen, als solche auf hydrophil funktionalisierten
Substraten. Weiterhin wiesen Membranen auf hydrophob funktionalisierten Substraten eine
hohere laterale Spannung auf, als Membranen auf hydrophil funktionalisierten Substraten. Ein
anhand dieser Ergebnisse von Kocun entwickeltes Modell der jeweiligen Membranstrukturen
ist in Abb.5.12 gezeigt. Auf hydrophob funktionalisierten Stegbereichen insertieren die
hydrophoben Reste des SAM in die untere Monolage der poreniiberspannenden Membranen
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(Abb.5.12, A). Um die attraktive Wechselwirkung dabei zu erhéhen, folgt die Membran der
Goldbeschichtung und Uberspannt die Pore in einer z-Position unterhalb der Substrat-
oberflache. Durch die eingeschréankte Mobilitat der Lipide innerhalb der substratzugewandten
Monolage und die starken Krimmungen der Membran, welche beim Ubergang zwischen
Porenbereich und Goldoberflache, sowie an der Kante der Goldbeschichtung auftreten, wird
eine Diffusion von Transmembranproteinen aus einer Pore (ber den Stegbereich hinaus
unterbunden. Ist die Oberflache des Substrats hingegen hydrophil funktionalisiert, befindet
sich eine dinne Schicht von Wasserteilchen zwischen unterer Monolage der Membran und
dem Substrat (Abb. 5.12, B). Die attraktive Wechselwirkung zwischen Substrat und Membran
ist geringer, weshalb die Membran nicht der Goldbeschichtung folgt und die Pore unterhalb
der Substratoberflache iberspannt. Beide Monolagen weisen eine laterale Mobilitat der Lipide
auf und starke Krimmungen der Membran treten aufgrund der abgeschwachten Wechsel-
wirkung mit dem Substrat nicht auf. Dadurch kénnen auch membrandurchspannende Proteine
aus dem Porenbereich heraus Uber die Stege hinweg in andere Poren diffundieren.

so'e
" N B

Abb. 5.12: Schematische Darstellung der Struktur poreniiberspannender Membranen (rot) auf hydrophob (A)
bzw. hydrophil (B) funktionalisierten Substraten. Das Substrat ist in schwarz dargestellt, die aufgebrachte
Goldschicht in gold. Ein hydrophober SAM ist in braun dargestellt, ein hydrophiler mit Wasserschicht zwischen
SAM und Membran in blau. Die Kreise zeigen jeweils einen vergroRerten Ausschnitt der Membran auf dem
Stegbereich (links) und im Porenbereich (rechts). Durch die starken lokalen Krimmungen der Membran im
Verlauf entlang der Goldbeschichtung, sowie die Immobilitat der unteren Monolage der Membran, ist auf
hydrophob funktionalisierten Substraten keine laterale Diffusion von Proteinen (z. B. bR, violett) méglich (A,
angedeutet durch Pfeile). Porenuberspannende Membranen auf hydrophil funktionalisierten Substraten weisen
keine starken Krimmungen auf und in beide Monolagen sind Lipide lateral beweglich. Dadurch kénnen
Membranproteine Uber den Stegbereich hinaus zwischen benachbarten Poren diffundieren (B, angedeutet durch
Pfeile). Darstellung verandert nach Kocun.?*2

In glasunterstutzten Membranen (DPhPC/DOPC, 6:4, 1 mol% bR) wurden fir die Mobilitét
von bR Werte von M =70% und D = 0,6 um>s™ bestimmt.'”*! Kahya et al. zeigten eine
Verringerung des Diffusionskoeffizienten von bR bei Aktivierung des Proteins durch
Belichtung.™" Fiir ein Protein/Lipid-Verhaltnis von 1:130 (w/w) ergaben sich Koeffizienten
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von D =1,0 pm*s™ vor Belichtung und D = 0,2 um?s™ nach 2 min Belichtung (bestimmt
mittels fluorescence correlation spectroscopy, FCS). Die Absorption von bR bei 1 = 488 nm,
der fur FRAP-Experimente im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Wellenlénge, ist gering, so
dass von einer nicht-aktivierten Form des bR innerhalb der Membranen und somit einer
erhdhten Mobilitat ausgegangen wird. Peters und Cherry bestimmten den Diffusions-
koeffizient von bR in multilamellaren Vesikeln in Abh&ngigkeit von Temperatur, Lipidphase,
Protein/Lipid-Verhaltnis und Viskositdt der wassrigen Phase.”®! Fur experimentelle
Bedingungen, wie sie im Rahmen dieser Arbeit vorlagen, ergaben sich dabei Werte im
Bereich von 0,2 pm?s™, welche gut mit den hier bestimmten Werten bereinstimmen. Eine
ausfuhrliche Diskussion zur Mobilitat von bR in verschiedenen Modellmembranen findet sich
bei Frese.'™

CLSM-Aufnahmen unter Belichtung bR-haltiger poreniiberspannender Membranen zeigten
keine Anderungen der Fluoreszenzintensitat eingeschlossenen Pyranins (Abb. 4.43). Wie
bereits bei bR-haltigen sub-mikrometergroen Vesikeln und GUVs konnte somit kein
gerichteter Protonentransport durch bR beobachtet werden. Intensitatsverlaufe, die in der
Literatur beschriebenen Verlaufen dhneln und welche dort einem bR-induzierten Protonen-
transport zugeordnet werden, konnten als thermisch bedingt identifiziert werden (Abb. 4.45).
Dass poreniiberspannende Membranen sich prinzipiell zum Aufbau stabiler elektrochemischer
Gradienten eignen konnte durch den nigericininduzierten K*/H*-Antiport gezeigt werden
(Kapitel 4.2.3).

Wie bereits fiir bR-haltige Vesikel diskutiert, konnte eine mangelnde VVorzugsorientierung des
bR in den porenlberspannenden Membranen einen Netto-Protonentransport bei Belichtung
verhindern. Um einen Netto-Protonentransport ins Poreninnere hinein zu forcieren, wurde
Lanthanchlorid zu poreniiberspannenden Membranen gegeben. Lanthanionen inhibieren einen
Protonentransport von bR, wenn sie auf Seite des C-Terminus zugegeben werden.™! Zugabe
von LaCl; zur Gberstehenden Lésung bewirkte jedoch keine detektierbare Akkumulation von
Protonen im Poreninneren.

Um einen moéglichen Einfluss der Orientierung des bR besser abschatzen zu kénnen, wurden
fir bR-haltige poreniiberspannende Membranen theoretische Uberlegungen anhand von
Abb. 4.43 angestellt. Bei einem Start-pH-Wert von 7,8 in den Poren (d = 4,5 um, h =9 um)
und einer Pyraninkonzentration von 0,5 mM (pKs = 7,2) missten fur einen pH-Abfall um
0,1 Einheiten in der Pore N = 1,7-10° Protonen hinein transportiert werden. Ausgehend von
einer bR-Dichte in den GUVs von 1800 bR-pum™, wie von Dezi et al. bestimmt und deutlich
niedriger, als die fir einen Anteil von 1 mol% berechnete Dichte von 24700 bR-um?
befinden sich im Bereich der poreniiberspannenden Flache einer Membran 28600 Molekile
bR.M® Um wahrend der etwa 30 s langen Belichtungsdauer 1,7-10° Protonen in eine Pore zu
transportieren, erfordert es bei einer Transportrate von 100 H"-bR™*s™ einen Uberschuss von
570 bR mit einer in die Pore hinein gerichteten Transportrichtung. Dies entspricht einer

206



5 Diskussion

Verteilung beider bR-Orientierungen von 51,0:49,0, was immer noch an einer Gleichver-
teilung beider Orientierungen grenzt.

Wahrend die prinzipielle Funktionsfahigkeit von bR nach Rekonstitution in Vesikel mit Hilfe
von Photostrommessungen verifiziert werden konnte, war dies mit dem unter Kapitel 3.3
beschriebenen Versuchsaufbau nicht direkt moglich. Es ist demnach moglich, dass bR nicht
funktionell in poreniiberspannende Membranen rekonstituiert wurde. Als kritischster Schritt,
dem bR ausgesetzt wurde, gilt die Dehydratisierung und anschlieBende Rehydratisierung
unter Anlegen einer Wechselspannung mit einer Amplitude von 3V bei der Bildung von
Proteo-GUVs (Kapitel 3.2.5)."*7 Da in bR-haltigen GUVs Proteinaktivitat anhand von
Photostrommessungen nachgewiesen werden konnte, ist es unwahrscheinlich, dass die
Proteinaktivitat nach Spreiten von Proteo-GUVs verloren geht, zumal bR als sehr robustes
Protein gilt, das unempfindlich gegeniiber Entfernung nativer Lipide, (1431 extremen
pH-Werten®* und hohen Temperaturen ist.[?**!

Ein Faktor, welcher bei den theoretischen Uberlegungen zum bR-induzierten Protonen-
transport bisher nicht bericksichtigt wurde, ist ein passiver Rucktransport von Protonen durch
Membranen entlang des Gradienten. Dezi et al. zeigten in einem Experiment an GUVs
(Ei-PC/Ei-PA, 9:1), dass ein pH-Gradient von 1,5 Einheiten (pH 7,5 im Inneren der GUVS,
pH 6,0 in der umgebenden Ldsung) sich erst Uber einen Zeitraum von 40 min durch passiven
Transport von Protonen tiber die Vesikelmembran ausglich.™**®! Anhand der dort angegebenen
Daten lasst sich fur eine pH-Wertdifferenz von 0,1 Einheiten ein passiver Transport in der
GréRenordnung von 10° H*min™ fir einen GUV mit einem Durchmesser von 10 pm
abschatzen. Das entspricht 3-10* H*min™pm™ und bertragen auf die Flache einer Pore mit
Durchmesser d = 4,5 um einem Transport von 5-10° H min™. Bezogen auf die Anzahl von
Protonen, welche in 30s in die Pore hinein transportiert werden missten, um in diesem
Zeitraum eine detektierbare pH-Wertanderung von 0,1 Einheiten zu verursachen
(N=1,7-10° H") ist ein entgegengerichteter passiver Transport von Protonen von
N =2,5-10°H" im selben Zeitraum vernachlassigbar klein. Unter Beriicksichtigung dieses
passiven Protonentransports ergdbe sich statt eines Verhéltnisses beider bR-Orientierungen
von 51,0:49,0, welches noétig ware, um eine pH-Wertanderung von 0,1 Einheiten in einem
30 s Belichtungszeitraum zu erreichen, nun ein Verhaltnis von 51,1:48,9. Ein passiver
Protonenriicktransport, welcher schneller verlauft, als der aktive durch bR getriebene
Protonentransport in die Poren hinein, lasst sich als Grund fur den beobachteten konstanten
pH-Verlauf bei Belichtung von bR-haltigen Poren somit ausschlief3en.

Warum bR trotz mit Hilfe von Photostrommessungen gemessener Aktivitdt nach
Rekonstitution in artifizielle Membranen keinen Aufbau eines Protonengradienten zuldsst,
kann nicht abschlieBend geklart werden. Es ist moglich, dass die Menge rekonstituierten
Proteins deutlich von der Menge eingesetzten Proteins abweicht. Auch nach Rekonstitution ist
z. B. in porenuberspannenden Membranen eine Verarmung der Porenflache an bR denkbar
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durch Akkumulation von bR auf den Stegbereichen. Der aus der Membran hervorstehende
Teil des Proteins kdnnte mit der Substratoberflache bzw. der dort aufgebrachten hydrophilen
Funktionalisierung wechselwirken und dadurch zu einer Verdichtung von bR auf den
Stegbereichen fuhren. Durch die fluoreszenzldschende Wirkung der Goldbeschichtung lasst
sich anhand von CLSM-Aufnahmen Uber die Verteilung von bR zwischen Poren- und
Stegbereich keine Aussage treffen. Eine stark verringerte Anzahl von bR-Molekilen im
Porenbereich wiirde auch die theoretischen Uberlegungen zur Orientierung von bR
beeinflussen. Bei einer Verringerung der Anzahl von bR-Molekilen Uber einer Pore muss
eine groRere Ungleichverteilung zwischen beiden moéglichen Orientierungen vorliegen, um in
einem konstanten Zeitraum eine bestimmte Zahl an Protonen in die Pore hinein zu
transportieren. Durch Anderungen der bR-Konzentration, z. B. durch Aggregation auf dem
Stegbereich oder untereinander, durch Verdnderung der Transportrate von bR oder andere
Parameter, kann die Orientierung des Proteins demnach mehr Einfluss auf einen Netto-
Protonentransport gewinnen.
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Im Fokus dieser Arbeit stand die Entwicklung eines artifiziellen Membransystems zur
Bildung und Untersuchung elektrochemischer Gradienten. Hierzu wurden poreniberspan-
nende Membranen (PSMs) auf mikroporésen Substraten mit geschlossenen Porenbtden
gebildet.

Losungsmittelhaltige PSMs wurden mit Hilfe der painting-Technik hergestellt und der Gehalt
remanenten Losungsmittels durch Anwendung des solvent freeze-out reduziert. Die Struktur
der PSMs vor bzw. nach Ausfrieren des Lésungsmittels wurde erstmals anhand dreidimensio-
naler konfokalmikroskopischer und rasterionenleitfahigkeitsmikroskopischer (SICM)
Aufnahmen untersucht. In Kombination mit fluorescence recovery after photbleaching
(FRAP-) Experimenten war eine Abschatzung des Gehaltes in der Membran verbleibenden
Losungsmittels maoglich. Ein Mechanismus des Ausfrierprozesses von membranstandigen
Losungsmittel wird anhand der Bildung von Mikrokristallen beim Abkuhlen der Probe und
einer durch Kapillarkrafte getriebenen Beschichtung dieser Kristalle durch das Losungsmittel
diskutiert.

Losungsmittelfreie PSMs konnten durch Spreiten mikrometergroRer unilamellarer Vesikel
(GUVs) auf hydrophil funktionalisierten Substraten erhalten werden. Dabei konnten
Offnungen mit Durchmessern d > 2,5 um reproduzierbar mit planaren Membranen tiberspannt
werden, was bisher nicht oder nur durch Verengung der Porentffnung auf Kosten eines
verringerten Flache-zu-Volumen Verhaltnisses mdglich war. Mit negativ geladenen Lipiden
dotierte GUVs konnten nur in Anwesenheit metallischer Kationen auf positiv funktiona-
lisierten Substraten gespreitet werden. Gemeinsam mit Prof. David Andelman (Tel Aviv
University, Israel) wurde ein Modell fir den Spreitmechanismums geladener GUVs auf
entgegengesetzt geladenen Oberflachen entwickelt, welches die entropisch beginstigte
Freisetzung von an den geladenen Grenzflachen gebundenen Gegenionen als treibende Kraft
fir die Bildung planarer PSMs beschreibt.

Neben planaren PSMs wurde beim Spreiten sucrosehaltiger GUVs auf hydrophil funktiona-
lisierten pordsen Substraten mit geschlossenen Boden erstmals die Bildung hemispharischer
PSMs beobachtet. Diskutiert wird die Bildung solch ausgestiilpter Membranen anhand eines
Einschlusses von Ldsung aus dem Inneren der GUVs in unterliegenden Poren im Verlauf des
Spreitvorgangs. Die Stabilitdt hemisphdarischer PSMs wird anhand eines Gleichgewichts
zwischen Adhésion von Membran und Substrat und dem osmotischen Druck zwischen
membranumschlossenem Volumen und Gberstehender wéssriger Losung erlautert.
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PSMs auf hydrophob wie hydrophil funktionalisierten porésen Substraten erlaubten den
stabilen Einschluss des pH-sensitiven Fluorophors Pyranin. Uber planare PSMs wurde durch
nigericininduzierten K*/H*-Antiport in situ ein Protonengradient aufgebaut, dessen Bildung
anhand des Verlaufs der Pyraninfluoreszenz quantitativ verfolgt werden konnte. Dabei
wurden pH-Wertédnderungen von bis zu ApH = 2 Einheiten beobachtet. Die experimentell
ermittelten Werte stimmten mit Werten, welche anhand eines Modells fur einen
ladungsneutralen Antiport errechnet wurden, gut Uberein. Die Rate des Protonentransports
wurde jeweils anhand der Initialsteigungen der pH-Wertverlaufe zu 10* H*-cm?s™ bestimmt.

Neben der Bildung nigericininduzierter Protonengradienten aus Kaliumionengradienten sollte
ein lichtinduzierter Protonengradient durch das Membranprotein Bacteriorhodopsin (bR)
untersucht werden. Hierzu wurden verschiedene Methoden zur funktionellen Rekonstiution
von bR in sub-mikrometergroRe Vesikel (LUVs), GUVs und PSMs getestet. Photostrom-
messungen bestatigten dabei die Konservierung der Protonenpumpaktivitdt von
rekonstituiertem bR in LUVs und GUVs. Durch eine Fluoreszenzmarkierung des Proteins
konnte dessen Insertion jeweils konfokalmikroskopisch bestatigt werden. FRAP-Experimente
an bR-dotierten PSMs zeigten, dass das Protein lateral mobil ist (Diffusionskoeffizient
D =0,21 +0,10 pm*s™, mobiler Anteil M =68 +16 %, N =6) und iiber den Stegbereich
hinaus zwischen benachbarten Poren diffundieren kann. Membranproteine in anderen pordsen
Modellmembransystemen waren bisher in ihrer Mobilitat auf eine einzelne Pore beschrankt.
Ein Netto-Protonentransport, welcher den lichtinduzierten Aufbau eines Protonengradienten
durch bR verursachen wirde, konnte fur keines der Modellsysteme nachgewiesen werden,
weder durch Messungen mit Hilfe einer pH-Elektrode, noch durch Verfolgung der Pyranin-
fluoreszenz. Anderungen der Pyraninfluoreszenz konnten einem thermischen Einfluss der
Lichtquelle zugeordnet werden (,,Thermodrift”), welcher durch Entwicklung eines LED-
Rings zur Belichtung bR-haltiger Proben unterbunden werden konnte.
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8 Anhang

8.1 Symbolverzeichnis

a.u.

AU

(0] M m (W) o ()

> «Q

Zz 3 Z <

>

NA

Flache

arbitrary units, willkurliche Einheiten
airy unit

Konzentration

Durchmesser; Auflésung
Diffusionskoeffizient

Extinktion

Faraday Konstante (96485 C'mol™)
Gibbs Energie, Freie Enthalpie
Erdbeschleunigung (9,81 m-s™)
Planksches Wirkungsquantum (6,626:103* J-s™)
Tiefe

Fluoreszenzintensitat

Lichtstarke

Stromdichte

molare Masse; mobile fraction, mobiler Anteil
Steigung

Teilchenzahl; Anzahl

Brechungsindex

Avogadro-Konstante (6,022-10% mol™)
Numerische Apertur

Porositét
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R Universelle Gaskonstante (8,31451 J-mol*K™)
R? BestimmtheitsmaR

T absolute Temperatur

t Zeit

T Zeitkonstante einer exponentiellen Anpassung
T. Phasenumwandlungstemperatur

Vv Volumen

v Volumen

w Gewicht

X x-Achse

y y-Achse

z Ladung; z-Achse

a Halber Offnungswinkel eines Objektivs

€ Molarer, dekadischer Extinktionskoeffizient
n Viskositt

A Wellenlange

v Frequenz

T2 charakteristische Diffusionszeit

0 elektrisches Potential

) Radius eines Bleichprofils

8.2 Abkiirzungsverzeichnis

A/D analog/digital

Abb. Abbildung

abs. absorption, Absorption
ABT Aminobenztropin

ADP Adenosin-5'-diphosphat
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AFM

APS

ATP

BAR

BHF
Bio-Cap-PE
BLM
Bodipy PC
bop

bR

bzw.

ca.
CCCP
CF
CLSM
CMC
CPEQO3
DHPE
DMF
DNA
DOL
DOPC
DOPE
DOTM
DPhPC
DPPA
DPPS
DPPTE
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atomic force microscopy, Rasterkraftmikroskopie
3-Aminopropyldimethylethoxysilan

Adenosin-5'-triphosphat

Bin-Amphiphysin-Rvs

buffered HF, gepuffertes HF-Atzen
1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin-N-capronséure-biotin
black lipid membrane, freistehende Membran

S-BODIPY® 500/510 C;, HPC

Bacterioopsin-codierendes Gen

Bacteriorhodopsin

beziehungsweise

Cystein

circa

Carbonylcyanid-m-chlorphenylhydrazon

Carboxyfluorescein

confocal laser scanning microscope, konfokales Laserrastermikroskop
critical micelle concentration, kritische Mizellenbildungskonzentration
Cholesterylpolyethylenoxythiol
1,2-Dihexadekanoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin
N,N-Dimethylformamid

Desoxyribonukleinséure

degree of labeling, Markierungsrate
1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin
n-Dodecyl-B-D-thiomaltopyranosid
1,2-Diphytanoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphat

diode-pumped solid state

1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphothioethanol
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DPX p-Xylol-bispyridiniumbromid

em. emission, Emission

etal. et alii/aliae/alia, und andere

ETFE Ethylentetrafluorethylen

ex. excitation, Anregung

FCCP Carbonylcyanid-p-(trifluormethoxy)phenylhydrazon

FCS fluorescence correlation spectroscopy,
Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie

FITC Fluoresceinisothiocyanat

FomA fusobacterial outer membrane porin A, ein Porin

FRAP fluorescence recovery after photobleaching

FWHM full width at half maximum, Halbwertsbreite

Gbs Globotriaosylceramid

Gl. Gleichung

GuUVv giant unilamellar vesicle, mikrometergrof3er Vesikel

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

ITO indium tin oxide, Indium-Zinn-Oxid

KcsA potassium crystallographically-sited activation channel, ein Kaliumkanal

Kcv viral potassium channel

LED light-emitting diode, Leuchtdiode

lg, log dekadischer Logarithmus

In logarithmus naturalis, natlrlicher Logarithmus

LUV large unilamellar vesicle, sub-mikrometergrof3er unilamellarer Vesikel

M Methionin

max. maximum, Maximum

MOPS 3-(N-Morpholino)-Propansulfonséure

NHS N-Hydroxysuccinimid

NMR nuclear magnetic resonance, Kernspinresonanz

n-0G n-Octyl-B-D-glucosid
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norm. normiert

ODA Octadecylamin

ODT Octadekanthiol

OmpF outer membrane protein F, ein Porin

PBS phosphate buffered saline, phosphatgepufferte Salzlésung

PDB (ID) protein data bank (identity document)

PDMS Polydimethylsiloxan

PEG Polyethylenglycol

PH pinhole, Lochblende

Pi anorganisches Phosphat

PM purple membrane, Purpurmembran

PMMA Polymethylmethacrylat

PMT photomultiplier tube, Sekundarelektronenvervielfacher

POPC 1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin

POPS 1-Palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serin

Pyranin 8-Hydroxypyren-1,3,6-Trisulfonsdure

QCM-D quartz crystal microbalance with dissipation monitoring,
Schwingquarzmikrowaage mit Dissipationsaufnahme

rel. relativ

ROI region of interest

SIN signal-to-noise, Signal-zu-Rauschen

SAM self assembled monolayer, selbstorganisierende Monoschicht

sccm standard cubic centimeters per minute, Standardkubikzentimeter pro
Minute

SDS Natriumdodecylsulfat

SEM scanning electron microscopy, Rasterelektronenmikroskopie

SICM scanning ion conductance microscopy,
Rasterionenleitfahigkeitsmikroskopie

s0g. sogenannt

SOl silicon-on-insulator
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SOPC
SPM
SPR
SSM
TDT
TIRF

TRIS
u. a.
UsB
uv
uvm.
Vis
Vpu
VS

wt

z. B.
z.T.
a-HL

1-Stearoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin

scanning probe microscopy, Rastersondenmikroskopie

surface plasmon resonance, Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie
solid supported membrane, festkdrperunterstitzte Membran
1-Tetradekanthiol

total internal reflection fluorescence, interne
Totalreflexionsfluoresezenzmikroskopie
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

unter anderem

universal serial bus

Ultraviolett

und vieles mehr

visible, sichtbar

viral protein unique, virales Porin
Versus

wild type

zum Beispiel

zum Teil

a-Hamolysin

8.3 Chemikalien, Gerate, Materialien und Software

8.3.1 Chemikalien

11-Amino-1-undekanthiol (Hydrochlorid) Dojindo EU GmbH (Miinchen)

11-Carboxy-1-undekanthiol Dojindo EU GmbH (Miinchen)

1-Tetradekanthiol

2-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

3-Mercaptopropionséure Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
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6-Mercapto-1-hexanol
Aceton

Alexa Fluor 488 NHS Ester (Dilithiumsalz)
Ammoniak
Ammoniumsulfat

Argon

Avidin

BioBeads SM-2
Bio-Cap-PE (Natriumsalz)
Bodipy-PC

BSA

Calciumchlorid
Casaminosauren

CCCP

Chloroform
Chloroform-D1

Chrom

Cy3 NHS Ester
Diethylether
Dikaliumhydrogenphosphat
DMF

DMSO

DNAse I, Grade 1l

DOPC

DOPE

DPhPC

DPPA (Natriumsalz)
DPPTE

D-Trehalose Dihydrat
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Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

VWR Internationa GmbH (Darmstadt)
Invitrogen GmbH (Karslruhe)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Air Liquide Deutschland GmbH (Dusseldorf)
Merck KGaA (Darmstadt)

Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen)
Avanti Polar Lipid (Alabaster, USA)
Life Technologies GmbH (Darmstadt)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Merck KGaA (Darmstadt)

Otto Nordwald GmbH (Hamburg)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

VWR Internationa GmbH (Darmstadt)
Deutero GmbH (Kastellaun)

Umicore Materials AG (Balzers, Liechtenstein)
GE Healthcare Europe GmbH (Miinchen)
VWR Internationa GmbH (Darmstadt)
Merck KGaA (Darmstadt)

Acros Organics b.v.b.a. (Geel, Belgien)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Roche GmbH (Mannheim)

Avanti Polar Lipid (Alabaster, USA)
Avanti Polar Lipid (Alabaster, USA)
Avanti Polar Lipid (Alabaster, USA)
Avanti Polar Lipid (Alabaster, USA)
Avanti Polar Lipid (Alabaster, USA)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
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EDTA

Eisensulfat Heptahydrat
Ethanol

FCCP

FITC

Gbs

Glucose

Glycerin, 87 %

Hefeextrakt
Hellmanex-L6sung

HEPES

Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydroxid
Kaliumiodid
Lanthanchlorid Heptahydrat
Magnesiumsulfat Hexahydrat
Mangansulfat Monohydrat
Mercaptoessigséure

MES

Methanol

Molsieb

MOPS

Mucasol

Natriumchlorid
Natriumcitrat
Natriumdodecylsulfat

Natriumhydrogencarbonat
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Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
AppliChem GmbH (Darmstadt)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Santa Cruz Biotechnology Inc. (Heidelberg)

Invitrogen GmbH (Karslruhe)

Matreya LLC (Pleasant Gap, PA, USA)
VWR Internationa GmbH (Darmstadt)

Merck KGaA (Darmstadt)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Hellma GmbH (Mdllheim)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Merck KGaA (Darmstadt)
Merck KGaA (Darmstadt)
Merck KGaA (Darmstadt)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Merck KGaA (Darmstadt)
ABCR GmbH (Karlsruhe)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Merck KGaA (Darmstadt)
Merck KGaA (Darmstadt)
Merck KGaA (Darmstadt)
AppliChem GmbH (Darmstadt)
Carl Roth GmbH (Karlsruhe)



Natriumhydroxid
n-Dekan

n-Hexan

Nigericin
n-Octyl-B-D-glucopyranosid
n-Propanol
Octadecylamin

Pepton L34

POPC

POPS (Natriumsalz)
p-Xylol-bispyridiniumbromid
Pyranin (Trinatriumsalz)
Salpetersaure

Salzsaure

Sauerstoff
Schwefelsaure

SOPC

Stickstoff

Sucrose

Texas Red DHPE

Texas Red NHS Ester
TRIS

Triton-X-100
Valinomycin

Wasserstoffperoxid, 30 %

8.3.2 Gerite
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Merck KGaA (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
AppliChem GmbH (Darmstadt)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Oxoid Deutschland GmbH (Wesel)
Avanti Polar Lipid (Alabaster, USA)
Avanti Polar Lipid (Alabaster, USA)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Acros Organics b.v.b.a. (Geel, Belgien)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Merck KGaA (Darmstadt)

Linde AG (Minchen)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
Avanti Polar Lipid (Alabaster, USA)
Linde AG (Minchen)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Santa Cruz Biotechnology Inc. (Heidelberg)
Invitrogen GmbH (Karslruhe)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Merck KGaA (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
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Bedampfungsanlage

Bal-Tec MED 020

CLSM

LSM 710 Examiner

Objektiv W Plan-Apochromat 63x/1.0 M27
Elektronenmikroskop

LEO Supra 55 VP SEM Instrument
Feinwaagen

Adventurer

Sartorius CP55D
Fluoreszenzspektrometer

FP-6500 Spectrofluorimeter

Thermostat 1162A
Impedanzspektrometer
Impedance/Gain-Phase Analyser SI 1260
1296 Dielectric Interface
Kathodenzerstauber

Sputter Coater 108 auto

Thickness Controller MTM20

pH-Meter

pH-Meter Calimatic 766

pH Meter Pro Lab 2000
Mikro-pH-Einstabmesskette Typ N 6000 A
Photostromanlage

428 Current Amplifier

Halogenlampe KL 2500

Kantenfilter
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Balzers AG (Liechtenstein)

Carl Zeiss GmbH (Jena)
Carl Zeiss GmbH (Jena)

Carl Zeiss GmbH (Jena)

OHAUS (Pine Brook, NJ, USA)

Sartorius (Gottingen)

Jasco (Gross-Umstadt)

VWR International GmbH (Darmstadt)

Solartron Instruments (Farnborough, UK)

Solartron Instruments (Farnborough, UK)

Cressington Scientific Instruments (Watford,
UK)
Cressington Scientific Instruments (Watford,
UK)

Knick (Berlin)
SlI-Analytics GmbH (Mainz)
SlI-Analytics GmbH (Mainz)

Keithley (Germering)
Opto Sonderbedarf (Miinchen)
AHF Analysetechnik (Tubingen)



Lichtleiter
Blendverschluss
A/D-Wandlerkarte
Plasma Cleaner

PDC 32 G-2
Reinstwasseranlage
Milli-Q Elix 5

Milli-Q Gradient A10
Rotationsverdampfer
Laborota 4000

VAC control automatic
SICM

ICnano scanning ion conductance
microscope
P-1000 puller

UV-Vis Spektrometer

V-650 Spectrophotometer
Weitfeld-Fluoreszenzmikroskop
Axiotech Vario

Filtersatz 44

Filtersatz 45

Objektiv Achroplan 40x/0,8 W
Sonstige Gerate
Frequenzgenerator Agilent 33220A
Gleichspannungsnetzteil PS280
LED-Ring

Magnetriihrer MR 3001 K
Miniextruder LiposoFast

Osmometer Osmomat 030

8 Anhang

Opto Sonderbedarf (Miinchen)
Voigtlander (Furth)
National Instruments (Minchen)

Harrick Plasma (Ithaca, NY, USA)

Millipore (Eschborn)
Millipore (Eschborn)

Heidolph (Kelheim)
Heidolph (Kelheim)

lonscope (Melbourn, UK)

Sutter Instruments (Novato, CA, USA)

Jasco (Gross-Umstadt)

Carl Zeiss GmbH (Jena)
Carl Zeiss GmbH (Jena)
Carl Zeiss GmbH (Jena)
Carl Zeiss GmbH (Jena)

Agilent Technologies (Santa Clara, USA)

Tektronix (Beaverton, OR, USA)
Werkstatt IOBC (Gottingen)
Heidolph (Schwabach)

Avestin (Ottawa, Kanada)

Gonotec GmbH (Berlin)
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Schuttler Reax Top

Tip Sonifier Sonoplus HD2070
Ultraschallbad Sonorex RK 255 H
Vakuumtrockenschrank VD 23

Variomag Einzel-Magnetrihrsystem MINI

Vortexer

8.3.3 Materialien

Dialyseschlauche
Eppendorf-Gefale
Eppendorf-Pipetten
Haftaufkleber
Glaskapillare
Glaskiivette Fluorimeter
Gold-Target
Gradientenmischer
Indium-Zinnoxid-Glaschen
Kalrez O-Ringe
Kupferklebeband
Kivetten
Mikroliterspritze
Parafilm

Petrischalen

Pinsel (Painting)
Pipettenspitzen
Polycarbonatmembranen

Pordse Substrate, offene Bdden
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Heidolph (Schwabach)

Bandelin (Berlin)

Bandelin (Berlin)

Binder GmbH (Tuttlingen)

H+P Labortechnik GmbH (Oberschleifzheim)
Heidolph (Schwabach)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe)

Eppendorf AG (Hamburg)

Eppendorf AG (Hamburg)

Plano GmbH (Wetzlar)

NPI Electronic GmbH (Tamm)

Hellma Optik (Halle)

Elektronen Optik Service GmbH (Dortmund)
Glasgeratebau Ochs e.K. (Bovenden)
Prézisions Glas & Optik GmbH (Iserlohn)
DuPont Dow Elast. (Newark, NJ, USA)
Prézisions Glas & Optik GmbH (Iserlohn)
Sarstedt (Nirnbrecht)

Hamilton AG (Bonaduz, Schweiz)

Pechiney Plastic Packaging (Chicago, IL, USA)

VWR International GmbH (Darmstadt)
daVinci DEFET GmbH (Nurnberg)
Sarstedt (Nirnbrecht)

Avestin (Ottawa, Kanada)

FluXXion b.V. (Eindhoven, Niederlande)



Reagenzgléser

Schleifpapier P100

Schwingquartz fir MTM20

Sephadex G25 Sédulen
Silica-TLC-Platten fur

Dunnschichtchromatografie)

Siliziumwafer

Spritzen BD Discardit 11, 20 mL
Spritzensterilfilter Minisart RC 25

Titan-Target

8.3.4 Software

AxioVision 4.8 LE
ChemSketch V 12.01
Citavi V 3.4.0
Gwyddion V. 2.20
ImageJ V. 1.41
LabView V 6.0.2
Microsoft Office 2007
Multilab Pilot V 5.04
OriginPro 8 SRO V 8.0724
ScanlC V 1.0

ZEN 2008

ZEN 2009 LE

ZView V 3.0a
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VWR International GmbH (Darmstadt)

AEG (Frankfurt/Main)

Elektronen Optik Service GmbH (Dortmund)
GE Healthcare (Freiburg)

Merck KGaA (Darmstadt)

CrysTec (Berlin)
Becton Dickinson, BD (Heidelberg)
Sartorius (Gottingen)

Elektronen Optik Service GmbH (Dortmund)

Carl Zeiss GmbH (Jena)

Advanced Chemistry Development Inc. (Toronto, Kanada)
Swiss Academic Software GmbH (Wéadenswil, Schweiz)
http://gwyddion.net/

http://rsb.info.nih.gov/ij/

National Instruments (Austin, TX, USA)

Microsoft Corporation (Redmond, WA, USA)
SI-Analytics GmbH (Mainz)

Origin Lab Corporation (Northampton, MA, USA)
lonscope (Melbourn, UK)

Carl Zeiss GmbH (Jena)

Carl Zeiss GmbH (Jena)

Scribner Associates Inc. (Southern Pines, NC, USA)

245



8 Anhang

8.4 Mathematischer Anhang

8.4.1 Herleitung von Gl. 5.1 (Verhiltnis der Oberflichen poréser und unporoser
Substratbereiche)

Die globale Porositat P eines pordsen Substrates ist definiert als das Verhéltnis von Poren-
flache (Apore) Zu Gesamtflache (Agesamt)

A
p= Pore

B AGesamtl
Die Porenflache entspricht dabei der Flache der Pore in der Ebene der Substratoberflache
(Apore 24), also im Falle runder Poren einer Kreisflache mit Porendurchmesser d

d 2

APore,Zd =1 (E) .
Unter Berlcksichtigung der Porentiefe h und somit der Flache der Poreninnenwande ergibt
sich flr eine Pore eine Gesamtflache (Apore 3q) VON

dZ
APore,den'(E) +med-h=Apyreq+m-d-h

Mit Umstellung der ersten Gleichung zu

_ APore
AGesamt - p ’

ergibt sich flr die Gesamtflache in Ebene der Substratoberflache (Agesamt 24 0der kurz Azqg)

Fir die Gesamtflache unter Berticksichtigung der Poreninnenwénde (Agesamt3d 0der kurz Agq)
muss entsprechend Apore 34 €iNgesetzt werden

APore,3d _ APore,Zd +m-d-h
P P

Azq =

Das Verhaltnis von poroser zu unpordser Oberflache ergibt sich dann geman
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APore,Zd +m-d-h

A . m-h-d
= d =1+ .
AZd APore,Zd d
—p n(3)
P
und vereinfacht sich zu
@:1+4-h-P Gl.5.1
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8.4.2 Berechnung der Konzentrationen von Kaliumionen und Protonen im
Verlauf eines nigericininduzierten Antiports

Ein schematisches Modell des nigericin-vermittelten Antiports von Protonen und Kalium-
ionen Uber einen porendiberspannende Membran ist in Abb. 8.1 dargestellt.

Abb. 8.1: Schematische Darstellung des nigericin-vermittelten Antiports von Protonen und Kaliumionen (ber
eine poreniberspannende Membran (rot). Nigericin (blau) kann als Anion Kaliumionen aufnehmen, so einen
ungeladenen Komplex bilden und das lon entlang eines vorgelegten Gradienten (ber die Membran
transportieren. Nach freisetzung des Kaliumions bindet das Nigericinanion ein Proton passiert erneut die
Membran und setzt das Proton auf der anderen Seite der Membran frei. So wird netto ein Kaliumion gegen
jeweils ein Proton transportiert in einem ladungsneutralen Prozess. Protonen kénne in beiden membrangetren-
nten Losungen durch Puffermolekile HP freigesetzt, oder durch deprotonierte Puffermolekile P~ aufgenommen
werden. Modell gemal{Antonenko 1988 #405}.

Unter der Annahme eines 1:1 Transportes von Protonen gegen Kaliumionen durch Nigericin
uber porenuberspannende Membranen, gilt fur ein Gleichgewicht gemaR GI. 5.2:
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(K] [H] Gl.52

Die Konzentrationen der einzelnen lonen lassen sich unter Berticksichtigung verschiedener
Parameter gemald einfacher Gleichungen, wie der Henderson-Hasselbalch-Gleichung in
Abhéngigkeit der Anzahl von in die Pore hinein bzw. aus der Pore heraus transportierter
Teilchen N errechnen. Eine Tabelle fur verschiedene Porengeometrien, entgegengesetzte
lonengradienten, sowie mit und ohne Berlicksichtigung von puffernden Substanzen wurde in
Microsoft® Office Excel® 2007 programmiert. Die zugrundeliegenden Gleichungen und
entsprechende in Excel verwendete Gleichungen werden nachfolgend aufgefuhrt und
erléutert.

Abb. 8.2 zeigt den ersten Teil der Excel-Tabelle. In Spalte A sind die jeweiligen Parameter
(Abhdngig von Porengeometrie oder Zusammensetzung der verwendeten Pufferldsungen)
benannt und ihre Einheiten angegeben.

[r— - -

A B C D E

1 Kaliuminnen Kalium aussen Kaliuminnen+Puffer Kalium aussen + Puffer

2 Durchmesser Poren /um 5.5 5,5 5,5 5,5
3 |Tiefe Poren / pum 9 9 9 9
4 |Volumen Innen /L 2,13825E-13 2,13825E-13 2,13825E-13 2,13825E-13
5 Volumen Aussen /L 3,00E-03 3,00E-03 3,00E-03 3,00E-03
6 Anzahl der bedeckten Poren i) 1 1 500
7 pHOinnen 7.3 7,3 7.3 7,3
8 pHOaussen 7.3 7,3 7,3 7,3
9

10 Konzentration Puffer in Poren /mM 0 0 10,5 10,5
11 pks Puffer 7,2 7,2 7,2 7,2
12 |Verhaltnis [P-]/[HP] 1,258925412 1,258925412 1,258925412 1,258925412
13 |[[HP]Oin Pore /M 0 0 0,004648228 0,004648228
14 |[P-]0inPore /M 0 0 0,005851772 0,005851772
15

16 [Konzentration K+0 in Poren /M 0,16 0 0,16 0
17

18 Konzentration H+0 in Poren /M 5,01187E-08 5,01187E-08 5,01187E-08 5,01187E-08
19

20 | Konzentration Puffer aussen /mM 0 0 10 10
21 pks Puffer 7,2 7,2 7,2 7.2
22 Verhaltnis [P-]/[HP] 1,258925412 1,258925412 1,258925412 1,258925412
23 [HP]0 aussen /M 0 0 0,004426884 0,004426884
24 [P-]0aussen /M 0 0 0,005573116 0,005573116
25

26 |Konzentration K+0 aussen /M 0 0,16 0 0,16
27

28 Konzentration H+0 aussen /M 5,01187E-08 5,01187E-08 5,01187E-08 5,01187E-08

Abb. 8.2: Variablen und Startparameter zur Berechnung der Konzentrationen von Kaliumionen und Protonen im
Verlauf eines nigericininduzierten Antiports.

In Zeile 1 sind die jeweiligen Randbedingungen eines Experimentes angegeben, namentlich
die Richtung des vorgegebenen Kaliumionengradienten und ob Puffer berlcksichtigt wurde
oder nicht. Die Startparameter wurden dem jeweiligen Experiment angepasst von Hand
eingegeben. Einzelne Werte, wie das Porenvolumen, die Protonenkonzentrationen (H+0), das
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Verhéltnis unprotonierter zu protonierter Form puffernder Substanzen [P-]/[HP] und daraus
resultierend die Konzentrationen beider Pufferspezies wurden anhand anderer manuell
eingetragener Werte berechnet. Die entsprechenden Eingaben sind in Abb. 8.3 aufgefiihrt.

13

14
15
16
17
18
19
20
21
22

23

24
25
26
27
28

A

Durchmesser Poren /um
Tiefe Poren / um

Volumen Innen /L

Volumen Aussen /L

Anzahl der bedeckten Poren

pHO innen

pHO aussen

Konzentration Puffer in Poren /mM
pks Puffer

Verhaltnis [P-]/[HP]

[HP]O in Pore /M

[P-]0inPore /M

Konzentration K+0 in Poren /M
Konzentration H+0 in Poren /M
Konzentration Puffer aussen /mM
pks Puffer

Verhéltnis [P-]/[HP]

[HP]0 aussen /M

[P-]0aussen /M

Konzentration K+0 aussen /M

Konzentration H+0 aussen /M

B C D E
Kaliuminnen Kaliumaussen Kaliuminnen+Puffer Kalium aussen + Puffer
5,5 5,5 5,5 5,5
9 9 9 9

=(B2*0,000001 =(C2*0,000001/
/2)A2*B3%0,00 2)A2%C3*0,0000 =(D2*0,000001/2)42*D3 =(E2*0,000001/2)"2*E3*0,0
0001*P1()*1000 01*PI()*1000  *0,000001*PI()*1000  00001*PI()*1000

3,00E-03 3,00E-03 3,00E-03 3,00E-03
1 1 1 500
7,3 7,3 7,3 7,3
7,3 7,3 7,3 7,3
0 0 10,5 10,5
7,2 7,2 7,2 7,2
=10(B7-B11) =10A(C7-C11) =10A(D7-D11) =10~(E7-E11)
=B10/1000/(B1 =C10/1000/(C12
2+1) +1) =D10/1000/(D12+1) =E10/1000/(E12+1)
=B10/1000-B13 =C10/1000-C13 =D10/1000-D13 =£10/1000-E13
0,16 0 0,16 0
=104(-B7) =104(-C7) =104(-D7) =107(-E7)
0 0 10 10
7,2 7,2 7,2 7,2
=10(BS-B21) =10A(C8-C21) =10A(D8-D21) =10~(ES-E21)
=B20/1000/(B2 =C20/1000/(C22
2+1) +1) =D20/1000/(D22+1) =E20/1000/(E22+1)
=B20/1000-B23 =C20/1000-C23 =D20/1000-D23 =£20/1000-E23
0 0,16 0 0,16

=10/(-B8) =104(-C8) =10/(-D8) =107(-E8)

Abb. 8.3: Variablen und Startparameter zur Berechnung der Konzentrationen von Kaliumionen und Protonen im
Verlauf eines nigericininduzierten Antiports. Verwendete Gleichungen sind in Form ihrer Eingabe dargestellt.

Ausgehend von den hier eingefligten Startbedingungen, wurden die Konzentrationen der
beiden transportierten lonensorten, [K+i] (Kaliumionen in einer Pore), [K+a] (Kaliumionen in
der Uberstehenden Pufferlésung), [H+i] (Protonen in einer Pore) und [H+a] (Protonen in der
uberstehenden Pufferldsung) als Funktionen der Anzahl transportierter Teilchen N berechnet.
N = 1 bedeutet hierbei, dass ein Proton auf einer Seite der Membran gegen ein Kaliumion auf
der anderen Seite der Membran ausgetauscht wurde. Eine Darstellung der Werte fir den Fall
Kaliumionen im Poreninneren und keinen Kaliumionen in der Uberstehenden L&sung
(Startbedingungen Abb. 8.2, Spalte B) ist in Abb. 8.4 dargestellt.
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F G H 1 J

1 Kalium innen

2 Anzahl der gepumpten Protonen [K+i] /M [K+a] /M [H+i] /M [H+a] /M

3 0,16 0,00E+00 5,01187E-08 5,01187E-08
4 ] 0,16 5,54E-22 5,01265E-08 5,01187E-08
5 10 0,16 5,54E-21 5,01964E-08 5,01187E-08
6 100 0,159999999 5,54E-20 5,08953E-08 5,01187E-08
7 1000 0,159999992 5,54E-19 5,78848E-08 5,01187E-08
8 1,00E+04 0,159999922 5,54E-18 1,27779E-07 5,01187E-08
9 1,00E+05 0,159999223 5,54E-17 8,26726E-07 5,01187E-08
10 1,00E+06 0,159992234 5,54E-16 7,81619E-06 5,01187E-08
11 1,00E+07 0,159922339 5,54E-15 7,77109E-05 5,01187E-08
12 1,00E+08 0,159223393 5,54E-14 0,000776657 5,01187E-08
13 1,00E+09 0,152233927 5,54E-13 0,007766123 5,01182E-08
14 1,00E+10 0,082339268 5,54E-12 0,077660782 5,01132E-08
15 1,00E+11 0 1,14E-11 0,16000005 5,01073E-08
16 1,00E+12 0 1,14E-11 0,16000005 5,01073E-08
17 1,00E+13 0 1,14E-11 0,16000005 5,01073E-08
18 1,00E+14 0 1,14E-11 0,16000005 5,01073E-08
19 1,00E+15 0 1,14E-11 0,16000005 5,01073E-08
20 1,00E+16 1] 1,14E-11 0,16000005 5,01073E-08
21 1,00E+17 0 1,14E-11 0,16000005 5,01073E-08
22 1,00E+18 0 1,14E-11 0,16000005 5,01073E-08
23 1,00E+19 0 1,14E-11 0,16000005 5,01073E-08
24 1,00E+20 0,157475706 1,80E-13 0,002524344 5,01185E-08

Abb. 8.4: Errechnete Konzentrationen von Kaliumionen und Protonen auf beiden Seiten einer poreniiberspan-
nenden Membran in Abhdngigkeit der Zahl ausgetauschter Teilchen. Darstellung fir den Fall von Kaliumionen
iim Poreninneren und kaliumionenfreier (iberstehender Losung ohne Puffer.

Die zugrundeliegenden Gleichungen, nach denen sich die Werte errechnen sind exemplarisch
fur Zeile 3 in Abb. 8.5 aufgefiihrt.

F G H | J
1 Kalium innen
2 |Anzahl der gepumpten Protonen [K+i] /M [K+a] /M [H+i] /M [H+a] /M
=IF(F3/(6,022E+2 =IF(F3/(6,022E+23*3B$4)>$
=IF(F3/(6,022E+ 3*$B$4)>$B$16;S BS16;58528-

23*$B34)>3BS1  BS26+3BS6¥SBS1 =IF(F3/(6,022E+23*$BS4 SBS6*SBS16%SBS4/SBS5;SB

6;0;5B8516- 6*5BS4/5BS5;5BS )>5BS16;5BS18+5B516;5 $28-

(F3/(6,022E423* 26+3BS6*F3/(6,0 BS18+F3/(6,022E+23*SB $BS6*F3/(6,022E+23*3B35)
3 0 $8%4))) 22E+23%$BS5))  $4)) )

Abb. 8.5: Darstellung der Abb. 8.4, Zeile 3 in Form der verwendeten Gleichungen zur Berechnung der lonen-
konzentrationen in Abhé&ngigkeit der Zahl transportierter Teilchen.

Die lonenkonzentrationen werden in Form von ,,IF-Funktionen* bestimmt, mit der Rahmen-
bedingung, dass z. B. kein Transport mehr statt findet, wenn die aus den Poren heraus
transportierte lonenspezies vollstandig aus den Poren entfernt wurde ([X+i] = 0).

Fir einen umgekehrten Kaliumionengradienten ergeben sich die unter Abb. 8.6 dargestellten
Gleichungen zur Bestimmung der lonenkonzentrationen.
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F G H | J
1 Kalium aussen
Anzahl der
gepumpten
2 Protonen [K+i] /M [K+a] /M [H+i] /M [H+a] /M

=IF(F3/(6,022E+23*$C =IF(F3/(6,022E+23*$C$4)>SCS1 =IF(F3/(6,022E+23*S =IF(F3/(6,022E+23*$C$4)>$

$4)>$C318;5C316+5CS 8;5C526- C34)>$C518;0;9C518- C518;SCS28+5CS6*3CS18*S
18;SCS16+F3/(6,022E+ SCS6*SCS18*SCSA/SCS5;3CS26- (F3/(6,022E+23*3CS  C34/9C35;5C528+3CS6*F3/
3 0 23*3C34)) SCS6*F3/(6,022E+23*3CS5))  4))) (6,022E+23*5CS5))

Abb. 8.6: Darstellung der verwendeten Gleichungen zur Berechnung der lonenkonzentrationen in Abhéangigkeit
der Zahl transportierter Teilchen fir einen Transport von Kaliumionen in die Poren hinein und von Protonen aus
den Poren heraus ohne Beriicksichtigung von Puffer (Abb. 8.2, Spalte C).

Unter Berticksichtigung von Puffer in den Poren und in der Giberstehenden Losung, kann die
Henderson-Hasselbalch-Gleichung angewendet werden. Dadurch sind weitere ,,IF-Funktio-
nen* notig, um den Pufferbereich zu definieren und die Gleichungen gewinnen an Umfang.
Die entsprechenden Gleichungen flir einen Transport von Protonen in die Poren hinein und
Kaliumionen heraus ist in Abb. 8.7 aufgeftihrt.

F G H 1 J
1 Kalium innen + Puffer
Anzahl der
gepumpten
2 Protonen [K+i] /M [K+a] /M [H+i] /M [H+a] /M

'=IF(F3/( =IF(F3/(6,02 =IF(F3/(6,022E+23*$D$4)>$DS16;IF($DS =IF(F3/(6,022E+23*$D$4)>$DS16;IF(SDS6*SDS16%$
6,022E+ 2E+23*$D$4 16<$D$14;104(-($DS11+LOGI0((SDS14- DS4/$DS5<$D$23;104(-
23*$D$4 )>$DS$16;5D  $DS16)/(SDS13+3D3$16))));SDS18+(SDS1 (SDS21+LOG10((SDS24+SDS6*SDS16%3D34/SDS5)/

)>$D$16 S26+9DS6*S 6- (8D$23-$D$6*3DS16*3DS4/9DS5))));$DS28-
;0;9DS1  DS16*3D%4/ $DS14));1F(F3/(6,022E+23*SD34)<SDS14 SDS6*SDS16*5D34/SDS5-
6- $DS$5;3D$26 ;10°(-(SDS11+LOG10((SDS14- SDS$23);IF(SDS6*F3/(6,022E+23*SDS5)<SDS$23;10 -

(F3/(6,0 +3DS6*F3/( F3/(6,022E+23*SD$4))/(SDS13+F3/(6,02 (SDS21+LOG10((SDS24+5DS6*F3/(6,022E+23*SDS5
22E+23* 6,022E+23*$ 2E+23*$D$4)))));SDS18+(F3/(6,0226+23  ))/($D$23-SDS6*F3/(6,022E+23*5D$5)))));SDS28-
3 0 $D$4))) DS$5)) *$D3$4)-$D%14))) $D$6*F3/(6,022E+23*$DS5)-$D$23))

Abb. 8.7: Darstellung der verwendeten Gleichungen zur Berechnung der lonenkonzentrationen in Abhéngigkeit
der Zahl transportierter Teilchen fur einen Transport von Protonen in die Poren hinein und von Kaliumionen aus
den Poren heraus unter Beriicksichtigung von Puffer (Abb. 8.2, Spalte D).

SchlielRlich wurden die lonenkonzentrationen fiir einen entgegengesetzten Transport unter
Berlicksichtigung von Puffer berechnet. Die zugehorigen Gleichungen finden sich in
Abb. 8.8.
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F G H | J
Kalium
aussen +
1 Puffer
Anzahl der
gepumpten
2 Protonen [K+i] /M [K+a] /M [H+i] /M [H+a] /M

=IF(F3/(6,0 =IF(F3/(6,022E =IF(F3/(6,022E+23%$ES4)> =IF(F3/(6,022E+23*SESA)>SES18+SES13;IF((SES18+SES13)*(SESA/
20E+23%$E +23*SES4)>SE  SES18+SESIZ;0;IF(F3/(6,0 SESS)*SES6/(6,022E+23%SESS)<SES24;104(-(SES21+LOG10((SES24-
$4)>$ES18  $18+SES13;SES 22E+23*SESA)<SES13;107(- SES6*(SES18+SES13)*(SESA/SESS)/(6,022E+23*SES5))/(SES23+SE
+SES13;SES 26- (SES11+LOGIO0((SES14+F3  $6%(SES18+SES13)*(SESA/SESS)/(6,022E+23*SES5)))));SES28+(SES
16+3ES18+ SES6*(SES18+ /(6,022E+23*SES4))/(SEST 6%(SES18+SES13)*(SESA/SESS)/(6,022E+23*SESS)-

SES13;$ES1 SES13)*SESA/S 3- $ES24));IF(F3*SES6/(6,022E+23*SES5) <SES24;104(-

6+F3/(6,02 ESS;SES26-  F3/(6,022E+23*3E34)))));S (SES21+LOG10((SES24-

2E+23*$ES SES6*F3/(6,02 ES18+$ES13- SES6*F3/(6,022E+23%SESS))/(SES23+$ES6*F3/(6,022E+23%3ES5)))

3 0 4)) 2E+23%$ESS)) F3/(6,022E423%$ES4)))  ));SES28+(SES6*F3/(6,022E+23*SESS)-SES24)))

Abb. 8.8: Darstellung der verwendeten Gleichungen zur Berechnung der lonenkonzentrationen in Abhéangigkeit
der Zahl transportierter Teilchen fiir einen Transport von Kaliumionen in die Poren hinein und von Protonen aus
den Poren heraus unter Berticksichtigung von Puffer (Abb. 8.2, Spalte E).

Fur die beiden Falle ohne Berlicksichtigung von Puffer in den Ldsungen lasst sich eine
Anzahl transportierte Protonen errechnen, bei der Gl. 5.2 erflllt ist. Durch Einsetzen der hier
beschriebenen Funktionen fir die lonenkonzentrationen in Gl. 5.2 und Auflésen nach der
Anzahl transportierter Protonen, ergibt sich fir den Transport von Protonen in die Poren
hinein (Abb. 8.9):

F G
1 Kalium innen
2 Anzahl der gepumpten Protonen
=6,022E+23*B4*B5*(B16*B28-
B18*B26)/(B16*B4*B6+B28*B5+B18*B
3 4*B6+B26*BS) [K+i]/[K+a]=[H+i]/[H+a]

Abb. 8.9: Bestimmung des Gleichgewichtswertes transportierter Protonen, bei welchem Gleichung Gl. 5.2
erflllt ist fr eine Transport von Protonen in die Poren hinein und Kaliumionen aus den Poren heraus ohne
Berticksichtigung von Puffer.

Bei Umkehr des vorgelegten lonengradienten folgt die Gleichung, wie sie in Abb. 8.10
dargestellt ist.

A - G
1 Kalium aussen
Anzahl der gepumpten Protonen
=6,022E+23*CA*C5*(-
C16*C28+C18*C26)/(C16*C4A*C6+C28*
3 | C5+C18*CA*C6+C26*C5) [K+i]/[K+a]=[H+i]/[H+a]

Abb. 8.10: Bestimmung des Gleichgewichtswertes transportierter Protonen, bei welchem Gleichung GI. 5.2
erfullt ist fir eine Transport von Kaliumionen in die Poren hinein und Protonen aus den Poren heraus ohne
Berucksichtigung von Puffer.
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Aufgrund des Umfangs der Gleichungen zur Bestimmung der lonenkonzentrationen unter
Berlcksichtigung von Puffer, wurden Gleichgewichtswerte fur die Zahl transportierter
Protonen hierfir nicht berechnet, sondern iterativ bestimmt.

AbschlieRend sind die zugrundeliegenden Gleichungen fir Kaliumionengradienten in beide
Richtungen unter Berticksichtigung von puffernden Substanzen nachfolgend aufgefuhrt.

[K"il > [K4]:

K1) = [K 10 = 5

N - N(Poren)
Vo - Ny

- N
( P v\
_ p,{&ﬁmg(l—vl&u

[HP 1O+
[HY1(N < [P7]0 - Vi - N,) = 10 \ P

[Ks1(N) = [KS1° +

[HI 1N = [P7]° Vi~ Ny) = [H]° +

( [P0+ N-N(Poren) \
- pKS‘a+log< __VaNa >/

N-N(Poren)
10—
[HP,] VN

[HF](N - N(Poren) < [HP,]° -V, - N,) = 10

N - N(Poren)
[HEJ(N - N(Poren) = [HP,1° - Vo Ny) = [HE]° = =+ [HP,)°
a Vg
[K"] < [K4]:
K~+ N) = K-+ 0
1) = KT+ g
KN = [KF]° N - N(Poren)
a - a Va . NA
P+
—/sz,i+log<7[ ] V"ﬁ“‘>\
+ 0.y, . — \ (HPI 7N, /
[H ](N < [HP;]® - V; - N,) = 10
[H (N = [HP]° - V; - Ny) = [H{]° — A [HP;]°
i" Vg
[ o)
—| pKga+l a T4
. » PKs, Og([HPa]°+N'NV(:?X,Zen) /
[HF](N - N(Poren) < [P;]°-V,-N,) =10
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N - N(Poren)

[HZ1(N - N(Poren) > [F;]° -V, - Ny) = [H{]° + VN,

~[P°

Dabei gelten als weitere Randbedingungen (hier nicht explizit aufgefiihrt), dass kein
Transport mehr moglich ist, wenn die zu transportierende Spezies im Kompartiment, aus
welchem heraus transportiert wird, nicht mehr vorhanden ist ([X] = 0). Eine Berlicksichtigung
findet in den in Excel eingetragenen Funktionen statt. Die Indices i und a stehen fiir Parameter
in den Poren (i) bzw. auBerhalb der Poren in der Gberstehenden Lésung (a). HP beschreibt
Puffermolekiile in ihrer Protonierten, neutralen Form, P welche in ihrer deprotonierten,
geladenen Form. Fur die Protonenkonzentrationen wird jeweils unterschieden zwischen
Bereichen in denen entsprechende Substanzen noch puffernde Wirkung haben und dem
Bereich jenseits der Pufferkapazitét.
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