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Einleitung 1

1 Einleitung und Zielsetzung

1.1 Biologische Membranen und Zellen

Biologische Membranen sind die grundlegende Voraussetzung zur Bildung von lebensfahigen
Zellen. Dabei sind sie nicht nur fiir die mechanische Abgrenzung und den Schutz gegeniiber
der Umwelt verantwortlich, sondern gewihrleisten den Austausch von Stoffen und
Informationen. Auch innerhalb der Zelle sind Membranen von Wichtigkeit. Sie dienen der
Kompartimentierung und schaffen somit voneinander abgegrenzte Reaktionsrdume. Die
Grundstruktur aller Zellmembranen ist eine Lipiddoppelschicht, die sich aufgrund des
bipolaren Autbaus der Lipidmolekiile in einer wissrigen Umgebung spontan bildet. Je nach
Lokalisation und Funktion in der Zelle bzw. nach Zelltyp ist die Lipiddoppelschicht aus
verschiedenen Lipiden zusammengesetzt und mit membranassozierten Proteinen
unterschiedlicher Art und Anzahl ausgestattet. Membranen sind fluide Systeme in denen
sowohl einzelne Lipide als auch Proteine innerhalb der Einzelschicht diffundieren kdnnen.
Diese Beweglichkeit kann durch die Verbindung mit einem intrazelluldren, der Unterstiitzung

der Membran dienenden, Proteingeriist eingeschrankt sein.

In der Biologie unterscheidet sich der Aufbau einer Prokaryotenzelle grundlegend von dem
einer Eukaryotenzelle. Auch innerhalb dieser Zelltypen gibt es verschiedene Arten von
Zellen. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit soll hier nur auf den Aufbau der fiir diese Arbeit

relevanten Zelltypen eingegangen werden.

Die Pflanzenzelle gehdrt neben der tierischen Zelle zu den Eukaryotenzellen, d.h. sie besitzt
einen echten Zellkern, in dem das Erbgut organisiert ist. Die Pflanzenzelle zeichnet sich durch
einen hochkomplexen Aufbau aus. Sie beinhaltet eine Vielzahl von Organellen, die als
Kompartimente fiir die komplizierten Stoffwechselreaktionen dienen. Im Zusammenhang mit
dieser Arbeit ist der Aufbau der Chloroplasten von besonderem Interesse (Abb. 1.1 A). In
diesen Organellen finden photosynthetische Energietransferreaktionen und die Fixierung von
Kohlenstoff statt. Chloroplasten sind von zwei Membranen umhiillt, die durch einen
Intermembranraum separiert werden. Im Stroma befindet sich ein drittes, eigenstdndiges
Membransystem — die Thylakoide. Die Thylakoidmembran umschliet das Lumen, lagert sich
durch starke Faltung zu Granastrukturen und beherbergt alle Energie umwandelnden Systeme

sowie das Chlorophyll.

Die Escherichia coli-Zelle (E. coli) ist ein Vertreter der Prokaryotenzellen, die keinen Kern

beinhalten (Abb. 1.1 B). Das Erbgut liegt hier nicht in einem abgegrenzten Kompariment vor.



2 Einleitung

Als Nucleoid bezeichnet, befindet sich ein einziges DNA-Molekiil in freiem, haufig
kondensiertem Zustand in der Zelle. Die einzigen Organellen der Prokaryotenzelle sind
Ribosomen. E. coli zdhlt zu den gramnegativen Bakterien und besitzt damit ein komplexes,
zellumschlieBendes Membransystem (Abb. 1.1 C). Die Zelle wird von zwei Membranen

umbhiillt, die im periplasmatischen Raum eine Schicht aus Peptidoglycan einschlie3en.

B GCytoplasmamembran
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Abb. 1.1: Schematische Darstellung von A: Chloroplast (http://www.pi3.uni-

stuttgart.de/SMG/bilder _homepage/lhcii_Chloroplast.jpg); B: Bakterium; C: Aufbau der

Zellummantelung von gramnegativen Bakterien!'.

1.2 Mechanismen des Membrantransportes

Lipiddoppelschichten sind fiir Ionen und grofle, polare Molekiile undurchldssig. Kleine,
nichtpolare und sehr kleine, polare Molekiile kdnnen diese Barriere passieren. Fiir den
Transfer von Ionen und komplexeren Verbindungen wie Nahrstoffen und Metaboliten sind
Membranproteine  verantwortlich. Man unterscheidet Kanal- und Trigerproteine.
Kanalproteine bilden eine wassergefiillte Pore in der Lipiddoppelschicht durch die Stoffe
passiv diffundieren. Triagerproteine binden Stoffe und transportieren sie, durch die
Verdanderung ihrer Konformation, durch die Membran. Der Transport mit Hilfe der
Trégerproteine kann aktiv oder passiv erfolgen. D.h. der Transport erfolgt entweder in
Richtung des Konzentrations- bzw. elektrochemischen Gradienten (passiv) oder
entgegengesetzt eines Konzentrations- bzw. elektrochemischen Gradienten unter
Energieverbrauch (aktiv). Der aktive Membrantransport wird wiederum unterschieden in
primdren und sekundéren, aktiven Transport. Beim priméren, aktiven Transport sind der

Translokationsprozess und der Energieverbrauch direkt aneinander gekoppelt. Der sekundére,
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aktive Transport ist dagegen indirekt mit dem Energieverbrauch verkniipft. In Pflanzen-, Pilz-

und Prokaryotenzellen wird fiir die Energetisierung iiberwiegend der H'-Gradient genutzt.

1.3 Twin Arginin Translocation Pathway

1.3.1 Das pflanzliche Twin-Arginin-Translokations-System

In der Thylakoidmembran von Chloroplasten existieren vier voneinander unabhingige
Systeme fiir den membraniibergreifenden Proteintransport'® ). Sie sind charakterisiert als der
spontane, der SRP- (signal recognition particle), der Sec- (sekretorisch) und der Tat- (twin
arginine translocation) abhingige Transportweg, wobei der Sec- und der Tat-abhingige Weg
der Translokation von Proteinen in das thylakoidale Lumen dienen. Von ihnen nimmt das Tat-
System eine Sonderstellung ein. Es ist der einzige Transportweg, der eine Translokation von

2 4 Das bedeutet, dass ein

gefalteten und Co-Faktor tragenden Proteinen ermdglicht!
Transport auch von Proteinen moglich ist, die sehr schnell falten oder die im Stroma mit
einem Co-Faktor versehen werden miissen um aktiv zu sein. Die Besonderheit des
Transportes gefalteter Proteine wurde durch Creighton in vitro gezeigt’™ und spiter durch

(6]

Marques auch in vivo nachgewiesen"'. Eine Faltung des Targetproteins ist aber keine

erforderliche Voraussetzung fiir den Tat-abhéngigen Transport!”.

Es ist bekannt, dass mehrere membranstindige Proteine den Tat-Translokationskomplex
bilden, an den das Target bindet und mit dessen Hilfe der Transport stattfindet. Verschiedene
Gruppen entwickelten Modelle zur Wechselwirkung dieser membranstiandigen Proteine und
schlugen einen Transportablauf fiir den Tat-abhiéngigen Translokationsprozess vor™ . Als
gesichert gilt, dass fiir den thylakoidalen Tat-abhidngigen Transmembrantransport ein
Signalpeptid an das zu transportierende Protein gekoppelt sein muss. Die Signalpeptide der
Sec- und Tat-Substrate sind durch eine amino-terminale, basische Region, einen
hydrophoben, zentralen Anteil und eine polare carboxy-terminale Region, die mit einer Ala-
X-Ala-Prozessierungssequenz endet, charakterisiert. Die Besonderheit des Signalpeptides von
Proteinen, die flir den Tat-abhidngigen Transportweg bestimmt sind, ist ein Aminosdurepaar
von Argininen in der an den hydrophoben Abschnitt grenzenden N-terminalen Region. Dieses

Charakteristikum ist der Namensgeber des Transportweges (Twin Arginine Translocase).

Das Tat-System wird aus drei Hauptkomponenten, den Membranproteinen TatA (Tha4)® ',

TatB (Hcf106)!"Y und TatC (cpTatC)m] aufgebaut. Die Proteine TatA und TatB sind
Homologe und weisen eine dhnliche Struktur auf. Sie sind durch eine N-terminale a-Helix in

der Membran verankert. Dieser Abschnitt weist eine hohe Sequenziibereinstimmung zwischen



4 Einleitung

den beiden Proteinen auf. Eine weitere a-Helix und eine C-terminale Doméne ragen in das
Stroma. In TatB sind diese Domédnen langer verglichen mit denen von TatA. Die dritte
Komponente, TatC, ist ein integrales Membranprotein mit sechs transmembranen a-Helices.

Sowohl der Amino- als auch der Carboxyterminus ragen in das Stroma.

Die einzelnen Proteinuntereinheiten (TatA, TatB, TatC) bilden in der Membran zwei
Subkomplexe. Die Proteine TatB und TatC formen einen ungefihr 700 kDa groflen
Rezeptorkomplex!'?!. Oligomere von TatA lagern sich zu einem separaten, losen Komplex
zusammen, der mit dem Rezeptorkomplex assoziiert ist, wenn ein Proteintransport

stattfindet!'* ',

Resting state (-precursor, -ApH)

Tha4 Hcf106 Hcf106

mn n n

Precursor Thad 700 kDa Hcf106
complex cpTatC-Hcf106 complex
@P complex
Disassembly

@ ] ’ <= e
S S,
n n n

Tha4 recruitment _
(Assembly) Protein translocation

ApH

; ~ lapH

cpTatC-Hcf106-Tha4 complex

Putative active translocon

Abb. 1.2: Schematischer Translokationsablauf des Tat-abhingigen Transportweges (Erliduterung siehe Text)!'?.

Man stellt sich den Translokationsablauf folgendermallen vor: Das mit dem Signalpeptid
versehene Protein (Precursor) bindet an den TatBC Komplex; durch diesen Stimulus lagern
sich TatA Oligomere an den Rezeptorkomplex und bilden vermutlich eine Art
Translokationspore; das mit dem Signalpeptid versehene Protein wird transportiert, vom
Komplex geldst, das Signalpeptid wird abgespalten und das reife Protein in das Lumen
entlassen; der TatA-Komplex zerfillt (Abb. 1.2)*. Ob TatA tatsichlich eine Pore oder einen
Kanal bildet, wodurch der Proteintransport stattfindet, wird von einigen Autoren

angezweifelt!'® 7.
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1.3.2 Das bakterielle Twin-Arginin-Translokations-System

Das bakterielle Tat-System ist dem pflanzlichen Tat-abhéngigen System sehr dhnlich, was
vermuten lésst, dass auch die jeweiligen Translokationsvorgédnge dhnlich sind (Abb. 1.2). Die
Untereinheiten TatA, TatB und TatC aus thylakoidalem und gramnegativem Systemen teilen
eine hohe Sequenzhomologie. Viele grampositive Bakterien verfiigen nur iiber TatA- und
TatC-Proteine, die ein ,,Minimalsystem® bilden!"® " TatA ist hier wahrscheinlich

bifunktional und iibernimmt die Aufgaben der gramnegativen TatA- und TatB-Proteine!*”’.

Das am besten charakterisierte bakterielle System ist das aus E. coli. Berthelmann und Briiser
zeigten, dass die Proteine des Translokationssystems nicht homogen in der Cytoplasma-

Membran verteilt sind?!

, wo sie den Transport vom Cytoplasma in das Periplasma
vermitteln. Durch die Fusion der einzelnen Komponenten an GFP ermittelten sie, dass TatB
und TatC vor allem an den Zellpolen lokalisiert sind, TatA dagegen in der gesamten
Membran verteilt ist. Studien von Ray et al. ergaben zwar gleiche Lokalitdten fiir TatA und
TatB, fiir TatC fanden sie allerdings ebenfalls eine homogene Verteilung in der

Plasmamembran!*?

. Pop et al. fanden in Bacillus subtilis, dass TatA nicht nur in der
Membran, sondern auch geldst im Cytoplasma vorkommt und dort mdglicherweise

Chaperonfunktionen erfiillt’*’],

Die Proteine TatA und TatB sind relativ klein (9,6 kDa bzw. 18,4 kDa) und besitzen eine
amino-terminale Transmembranhelix. Daran schlie3t sich eine kurze Linkerregion an, gefolgt
von einer amphiphatischen Helix und einem unstrukturierten, geladenen Carboxyterminus.
Uber die Membrantopologie des TatA-Proteins ist man sich nicht einig. Einige beschreiben,
dass sich der N-Terminus im Periplasma, der C-Terminus dagegen im Cytoplasma befindet**
1. Goulffi et al. postulierent auBerdem eine duale Topologie des Proteins®*!. Hier soll auch
die amphiphatische a-Helix die Membran durchspannen kénnen. Chan et al. andererseits
beschreiben eine Struktur fiir TatA, bei der beide Termini ins Cytoplasma ragen®®. Es
wurden zwar fiir die beiden Proteine TatA und TatB strukturelle Ahnlichkeiten gefunden,
einander ersetzen konnen sie aber nicht®®”). In E. coli existiert ein weiteres Protein, dass TatA
und TatB dhnlich ist — TatE. Es liegt monocistronisch, au3erhalb des tatABC Operons vor. Es
wird angenommen, dass es durch Gen-Duplikation des TatA entstanden ist. Beide Proteine
stimmen in ihrer Sequenz zu iiber 50 % {iiberein. Die Expression des Gens tatE kann das
Fehlen des Proteins TatA kompensieren®®. Die groBte Untereinheit des Tat-abhingigen
Translokationssystems ist TatC mit 28,9 kDa. Ausgehend von der Primérstruktur wurden

sechs Transmembranhelices vorhergesagt, wobei beide Termini in das Cytoplasma weisen'®.
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Wie im pflanzlichen System werden auch im bakteriellen System verschiedene funktionelle
Komplexe abgebildet. In E.coli werden ein homooligomerischer TatA-Komplex, ein
TatBC-Komplex, sowie in geringem Umfang ein TatABC-Komplex gefunden™. Das Protein
TatA kann Komplexe unterschiedlicher Grofe (zwischen 50 und 500 kDa) bilden. Die
Komplexe variieren in einer Gréflenordnung von etwa 34 kDa, was bedeutet, dass TatA in
Modulen von 3 bis 4 Untereinheiten vorkommt. Man nimmt an, dass TatA eine Art Pore in
der Membran bildet®'!. Allerdings bleiben damit einige Fragen die Praktikabilitit des
Proteintransportes betreffend ungekldrt. Briiser & Sanders entwickelten theoretische
Uberlegungen einer alternativen Funktion von TatA, in denen das Protein keine Pore bildet,
sondern durch die lokale Schwichung der Integritit der Membran einen Substratdurchtritt
ermdglicht®”. Der TatBC-Komplex liegt in einer GroBenordnung zwischen 350 und 600 kDa
vor und die Proteine TatB und TatC kommen in einem stochiometrischen Verhéltnis von 1:1
vor. Wie auch im pflanzlichen System ist der TatBC-Komplex an der Substratbindung
beteiligt?®® **. Um als Substrat erkannt zu werden, miissen die Proteine, wie im pflanzlichen
System, ein Signalpeptid tragen. Obwohl die Translokationskomplexe in grampositiven und
gramnegativen Bakterien offensichtlich unterschiedlich sind, haben die Signalpeptide eine
sehr dhnliche Struktur. Sie sind prinzipiell aus drei Domédnen aufgebaut; eine polare
N-terminale Region, eine hydrophobe, zentrale Domédne (H-Region) und die C-terminale
Region, die mit einer spezifischen Ala-X-Ala-Sequenz endet. Dieses Motiv dient der
Signalpeptidase als Schnittstelle. Das Twin-Arginine-Motiv ist in der Grenzregion zwischen
der N- und H-Region lokalisiert. Es ist eingebettet in eine Konsensussequenz SRRxXFLK,
wobei x eine polare Aminosdure ist. Ein weiterer Unterschied zum pflanzlichen Signalpeptid
ist, dass das Argininpaar nicht zwingend vorhanden sein muss. Verschiedene Eigenschaften
der Signalsequenz sind wichtig fiir eine spezifische Erkennung durch das Tat-System. In vitro
Assays haben gezeigt, dass die Energetisierung fiir den Transport ATP-unabhingig ist und

wahrscheinlich von der protonen-motorischen Kraft ausgeht**’.

1.4 Modellsubstrate

In dieser Arbeit wurden Studien zum Adsorptionsverhalten von verschiedenen Substraten an
Lipidmonoschichten durchgefiihrt. Dabei wurden Wechselwirkungen zwischen Substrat und
Lipiden in Abhdngigkeit des Vorhandenseins bzw. Fehlens einer Peptidsequenz am Substrat,
die fiir den Transport durch das Tat-Translokationssystem essentiell ist, und verschiedener

Parameter der Lipidmonoschicht wie Zusammensetzung und Druck untersucht.
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1.4.1 Modellsubstrate des Thylakoid-Systems

Es ist gezeigt worden, dass verschiedene Modellproteine liber den Tat-abhingigen Weg
transportiert werden konnen, wenn sie das entsprechende Signalpeptid tragen'®. Das fiir die
Untersuchungen verwendete Enhanced Green Fluorescent Protein (EGFP) ist eine Variante
des Green Fluorescent Protein (GFP). Das in der Abb. 1.3 abgebildete GFP kommt in der im
Pazifischen Ozean lebenden Qualle Aequorea victoria vor. Es emittiert griines Licht (Apax =
510 nm) wenn es durch ultraviolettes oder blaues Licht (Apax = 395 nm bzw. A = 470 nm)

angeregt wird"!.

A
N

4.0 nm

v

Abb. 1.3: Struktur des Green Fluorescent Protein GFP (pdb: 1GFL). Die Zylinderwdnde werden durch 11
B-Faltblattstringe (Griin) gebildet. Kurze a-helikale Abschnitte (Blau) befinden sich an den
Zylinderenden und bilden das Geriist fiir das Fluorophor (Gelb)?*®).

In der Qualle wird es durch das blau fluoreszierende Photoprotein Aequorin angeregt. GFP
wird héufig als Fluoreszenzmarker z.B. zur Lokalisierung bestimmter Proteine oder der
Bestimmung von Genaktivititen benutzt. Um die farbliche Bandbreite und damit den
Anwendungsbereich zu erweitern, wurden unterschiedliche Verdnderungen des Proteins
durch Mutationen erzeugt”’”, darunter auch das EGFP. Die Mutationen betreffen die
Aminosduren Phenylalanin64Leucin und Serin65Threonin. Diese bewirken eine
Verschiebung der Anregungswellenldnge auf A = 488 nm wobei das Emissionsmaximum bei

A =508 nm liegt”®. AuBerdem weist EGFP eine 35-fach verstirkte Fluoreszenz auf*”’.

Die verschiedenen chimiren Formen des EGFP, die in dieser Arbeit verwendet wurden,
wurden von Marques et al. fiir die Untersuchung von Transportprozessen Tlber die

thylakoidale Membran verwendet!*",

An EGFP wurden Transitpeptide verschiedener
Chloroplastenproteine, unter anderem das Transitpeptid der 16 kDa Untereinheit des
sauerstoff-entwickelnden Komplexes (oxygen evolving complex — OEC) des Photosystems II

(PSII-Q) und das Transitpeptid des Plastocyanins (PC), fusioniert. Beide Peptide weisen
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jeweils eine die Translokation ins Stroma des Chloroplasten vermittelnde Doméne und eine
den Transport ins Lumen der Thylakoide dirigierende Region auf*'l. Die Transitpeptide
unterscheiden sich durch die spezifische Nutzung bestimmter Transportwege iiber die
Thylakoidmembran, wobei die thylakoiddirigierende Region des PSII-Q fiir den Tat-Weg und
die des PC fiir den Sec-Weg spezifisch ist™). Die chimiren Proteine werden als 16/EGEP und
PC/EGFP bezeichnet. Ist von 16/EGFP die erste Domine abgespalten und verfiigt damit nur
noch tiber die thylakoiddirigierende Domédne, wird das Protein 116/EGFP (i steht fiir
Intermediat) genannt (Abb. 1.4).

A B C

A
v

i16/EGFP

A
v

16/EGFP

Abb. 1.4: Schema chimédrer Formen des EGFP. A: chloroplastendirigierende Doméne; B: thylakoiddirigierende
Domine; C: Substrat.

Das fiir die Untersuchungen verwendete Signalpeptid SP16 ist, wie oben beschrieben, der
thylakoiddirigierende Teil des Transitpeptides des sauerstoff-entwickelnden Komplexes im
Photosystem II. Es besteht aus 31 Aminosduren und beinhaltet das charakteristische

Argininpaar (Abb. 1.5). Es wurde von BACHEM synthetisiert.

AEAETSRRAMLGFVAAGLASGSFVKAVLASA

Abb. 1.5: Aminosduresequenz des fiir den thylakoidalen, Tat-abhidngigen Weg spezifischen Signalpeptides
(SP16) der 16 kDa Untereinheit des OEC. Rot: Twin-Arginin-Motiv.

1.4.2 Modellsubstrate des E. coli-Systems

Das High Potential Iron Sulfur Protein (HiPIP) kommt natiirlicher Weise hauptsichlich in

phototrophen Bakterien vor, wurde aber auch in nicht phototrophen Organismen

[42-44]

nachgewiesen . Mitglieder der HiPIP-Familie zeigen eine geringe Homologie der

Primirsequenz aber ihre Tertidrstruktur ist jeweils sehr dhnlich!®!. Die dreidimensionale

Struktur wurde durch NMR und Réntgenstreuung untersucht und publiziert (Abb. 1.6)!*% *7).

Vertreter der HiPIP-Familie sind 7-9 kDa grof3 und tragen einen Eisen-Schwefel-Komplex,

welcher als Elektronenaustauscher bei hohen Redoxpotentialen (zwischen +50 bis +450 mV)

(48, 49

fungiert[45]. Es wurde gezeigt, dass HiPIP in E. coli expriemie ) und dass das Protein

durch den Tat-abhingigen Weg in E. coli transportiert werden kann™".

In dieser Arbeit wurden sowohl die reine Form des Proteins (HiPIP) als auch eine mit dem

Tat-spezifischen Signalpeptid versehene Variante (preHiPIP) verwendet®”. Das in dieser
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Arbeit verwendete, monomere HiPIP ist 9 kDa grof3. Der [Fe4S4]-Komplex ist iiber vier

[47, 51

Cysteine gebunden I Das Protein faltet und bindet den Co-Faktor bevor es in den

periplasmatischen Raum transportiert wird.

A
v

3.4 nm Q//’T _
— I8

v

Abb. 1.6: Struktur des High Potential Iron Sulfur Protein HiPIP (pdb: INEH) inklusive Eisen-Schwefel
Komplex!*"). Die Sekundrstrukturanteile sind farbig hervorgehoben: Magenta und Violett: a-Helices;
Gelb: B-Faltblitter.

Das Signalpeptid ist aus 36 Aminosduren aufgebaut und wurde synthetisch hergestellt (Kap.

2.1.2.4).

SDKPISKSRRDAVKVMLGTAAAIPMINLVGFGTARA

Abb. 1.7: Aminosduresequenz des Tat-spezifischen Signalpeptides des HiPIP. Rot: Twin-Arginin-Motiv.

YcdB ist ein periplasmatisches Hidmoprotein und ist ~45 kDa groB3. Es wurde von Sturm et al.
als erstes Mitglied dieser Gruppe als Tat-Substrat in E. coli identifiziert. Als prosthetische
Gruppe enthilt es einen Protoporphyrin IX Komplex (~ 0,6 kDa), welcher unabhéngig von
der Interaktion mit dem Tat-Translokationskomplex wahrscheinlich im Cytoplasma gebunden
wird. Die Funktion des Proteins ist unbekannt. Womdglich fungiert es als Peroxidase unter

Sdurestress”.

1.5 Lipidmodellsysteme

Aufgrund der Komplexitdt der Struktur biologischer Membranen ist es schwierig einzelne
Prozesse, wie Bindung und Transport von Molekiilen an bzw. durch Membranen, gezielt im

biologischen System zu untersuchen. Um diese Prozesse zu studieren, werden héaufig
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Modellmembranen eingesetzt. In solchen Modellmembranen konnen Parameter wie z.B.

Temperatur, Druck oder die Lipidzusammensetzung leicht variiert werden.

In allen Membranen ist das grundlegende Aufbauprinzip einer molekularen Doppelschicht zu
beobachten. Diese Gleichformigkeit wird durch die amphipathischen Eigenschaften und der
damit verbundenen Féhigkeit der Lipide in wéssriger Umgebung spontan in bestimmte
Strukturen zu assoziieren, verursacht. Die Lipide orientieren sich dabei so, dass die
hydrophilen Teile mit Wasser in Interaktion treten konnen. Die hydrophoben Anteile werden
dagegen moglichst so angeordnet, dass sie nicht in Kontakt mit dem umgebenden Wasser

kommen. Diesem Phidnomen liegt der von Tanford beschriebene hydrophobe Effekt

[53]
zugrunde™™-.
Q =
| wasser-
\‘ | einzelne Einheiten 1 ﬁ&:l‘:&m i
| ||I sind kegelfirmig einzelne Einheiten sind
/ {Querschnitt des Kopfes zylindrisch (Querschnitt des Kopfes
griiBer als der ') gleich grofl wie der der Seitenkette)
der Seitenkette)

Z:.j,; ) :

:::::

Abb. 1.8: Schematische Darstellung verschiedener Organisiationstypen von Lipiden. Die Ausbildung der
unterschiedlichen Strukturen ist u. a. von der Geometrie der Lipidmolekiile abhéngig. A: monomolekulare

Lipidschicht; B: Mizelle; C: planare Membran; D: unilamellares Vesikel. Modifiziert nach Lehninger et al.>*.

Aufgrund der Féhigkeit der Selbstorganisation von Lipidmolekiilen in wéassriger Umgebung
bilden sich in Abhingigkeit der strukturellen Eigenschaften der Lipide, der
Losungsmittelverhéltnisse (lyotrope Mesomorphie) und der Temperatur (thermotrope

Mesomorphie) verschiedene Strukturen, die sich als Modellmembranen eignen (Abb. 1.8).

In dieser Arbeit wurde das Modellsystem einer monomolekularen Lipidschicht verwendet

(Abb. 1.8 A)P*7,

Monoschichten werden durch die Préparation von Lipidlosungen auf der Oberfliche
wissriger Phasen gebildet, wobei sich die hydrophilen Kopfgruppen der Lipide zum Wasser,
die hydrophoben Kohlenwasserstoffketten zur Luft ausrichten. Strukturell entspricht dieses
Modell einer Hélfte der Lipiddoppelschicht einer biologischen Membran. In dieser Arbeit
wurden Monoschichten zur Charakterisierung der verwendeten Lipide und zur Untersuchung

der Wechselwirkungen von in der Subphase geldsten Substanzen mit den Lipiden verwendet.
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1.6 Lipide
1.6.1 Lipide der Thylakoid-Lipidmembran

Die Lipide Monogalactosyldiacylglycerol (MGDG), Digalactosyldiacylglycerol (DGDGQG),
Sulfoquinovosyldiacylglycerol (SQDG) und Diacylphosphatidylglycerol (PG) sind die vier
Lipidhauptbestandteile der thylakoidalen Membran (Abb. 1.9), auBBerdem enthalten sind die
Lipide Phosphatidylcholin (PC) und Phosphatidylinositol (PT)"** "],

A B 0OH
OH 0
OH

OH
OH| 4O

i
OH OH o 0
8]

OH
o] R
0
2 2
C 505 D C|J
Oﬂ:o 0 O_ﬂ_o
HO 0 = HO 0 0 R

i I

Abb. 1.9: Schematische Darstellung der verwendeten thylakoidalen Lipide. A: Monogalactosyldiacylglycerol
(MGDG); B: Digalactosyldiacylglycerol (DGDG); C: Sulfoquinovosyldiacylglycerol (SQDG); D:
Diacylphosphatidylglycerol (PG). Die Acylketten werden durch den Buchstaben R wiedergegeben.

Die Hauptkomponente MGDG bildet invers-hexagonale Phasen (Hi), wohingegen die Lipide
DGDG, SQDG und PG lamellare Phasen ausbilden'® . Die Eigenschaft von MGDG
Hy-Phasen zu bilden, ist essentiell fiir die Bildung der Granastrukturen des thylakoidalen
Systems'®’], dabei interagieren die Lipide untereinander aber auch mit Membranproteinen. Es
ist bekannt, dass einzelne Lipidmolekiile Interaktionen mit Membranproteinen eingehen und
direkte funktionelle Aufgaben im Zusammenhang mit den Aufgaben der Proteine
iibernehmen'®. Die Kohlenwasserstoffketten der Glycolipide aus photosynthetisch aktiven

Geweben der hoheren Pflanzen sind zum grofiten Teil mehrfach ungesittigt. Hauptsdchlich
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kommen 9,12,15-Octadecatriensidure (A9’12’15 -18 : 3) und 7,10,13-Hexadecatriensdure (A7’10’13-

16 : 3) vor™®.

Eine umfassendere, biophysikalische Untersuchung der zwei héufigsten Lipide der
Thylakoidmembran, MGDG und DGDG, wurde durch Bottier et al. vorgenommen'®”. Die
Druck/Flachen-Isotermen (m/A-Isothermen) zeigen, dass die Lipide in der fliissig-
expandierten Phase vorliegen. Unter dem Rasterkraftmikroskop (AFM) wurde ein homogener
MGDG-Film bei 15mNm’, aber eine Separation in ungleichmiBige Dominen bei
35mNm’ gemessen, wohingegen der DGDG-Film iiber den gesamten Druckbereich
homogen erscheint. Ellipsometrische Messungen ergaben eine groflere Schichtdicke von
DGDG-Monoschichten gegeniiber MGDG-Monoschichten. Durch Polarisations-Modulations-
Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spektroskopie ~ (PM-IRRAS) wurden eine parallele
Orientierung der Monogalactosylgruppen der MGDG-Molekiille im Bezug auf die
Grenzflache und eine Neigung von 40° der Digalactosylgruppen der DGDG-Molekiile im
Bezug zur Oberflichennormalen ermittelt. Aulerdem wurde ein geringerer Hydratationsgrad
der MGDG-Molekiile gegeniiber den DGDG-Molekiilen mittels Raman-Spektroskopie
festgestellt. Mittels Rontgenstreuung wurde das schon frither durch Brentel et al. und Webb et

all. publizierte unterschiedliche Phasenverhalten der Lipide in Wasser bestitigt!®! 2.
1.6.2 Lipide der Cytoplasmamembran von E. coli
Die Cytoplasmamembran von E.coli ist hauptsdchlich aus den Lipiden

Phosphatidylethanolamin (PE), Phosphatidylglycerol (PG) und Kardiolipin (CL) aufgebaut'*
(Abb. 1.10).

Die Kettenldnge der Acylketten variiert in einer breiten Verteilung (Tab. 1.1). In der Literatur
ist eine ausfiihrliche biophysikalische Betrachtung dieser Lipide bzw. deren Gemische nicht
zu finden. Clausell et al. verdffentlichten m/A-Isothermen des totalen Lipidextraktes von
E. coli, der die Zusammensetzung PE/PG/CL/Unbekannt 57:15:10:18 mol-% und ein fliissig-

expandiertes Phasenverhalten aufweist'®”.
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Abb. 1.10: Schematische Darstellung der verwendeten Lipide der Cytoplasmamembran von E.coli. A:
Kardiolipin (CL); B: Phosphatidylethanolamin (PE); C: Phosphatidyglycerol (PG). Die Acylketten
werden durch den Buchstaben R wiedergegeben.

Acylkettenldange PE PG CL
14:0 1,5 1,6 2,2
15:0 / 1,2 4,8
16:0 33,6 43,6 33,3
16: 1 9,3 7,4 10,2
17:0 17,7 27,3 28,4
18:0 / 0,4 /
18:1 34,1 9,8 14,4
19:0 3.8 5,6 53
unbekannt / 3,2 1,4

Tab. 1.1: Fettsdureverteilung der verschiedenen E. coli Einzellipide. http://www.avantilipids.com/.
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1.7  Aufgaben und Ziele

Ziel der Arbeit war es, die ersten Schritte des Twin-Arginin-Transportweges (Tat-Weg) zu
charakterisieren. Dieser Transportweg nimmt eine Sonderstellung unter den verschiedenen,
bekannten Translokationsmechanismen iiber Membranen ein. Er ist der einzige Weg iiber den
nativ gefaltete und Co-Faktor tragende Proteine transportiert werden konnen. Es ist bekannt,
welche membranstindigen Proteine in diesem Translokationsvorgang involviert sind und
auch welche Voraussetzungen das zu transportierende Protein erfiillen muss. Auflerdem ist
bekannt, dass vor dem Transport ein spezifischer Erkennungs- und Bindungsvorgang
zwischen zu transportierendem Protein und dem membranstindigen Translokationskomplexes
stattfindet. Eine der wichtigsten zu beantwortenden Fragen ist, ob vor dieser spezifischen
Erkennung und Bindung unspezifische Wechselwirkungen des Proteins mit den

Membranlipiden vorhanden sind, die die Bindung an den Translokationskomplex vorbereiten.

Da das Tat-spezifische Transportsystem sowohl in Chloroplasten pflanzlicher Zellen als auch
in einigen Bakterien vorkommt, sind die Untersuchung der Unterschiede bzw.
Gemeinsamkeiten der friihen Schritte des Transportes durch beide Systeme ebenfalls von

Interesse.
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2 Experimenteller Teil

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Chloroform und Methanol: Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland.
Salze und Puffer: Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland.

20 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8,0 (Puffer I)

20 mM Tris, pH 8,0 (Puffer II)

20 mM Kaliumphosphat, pH 7,0

Fluoreszenzfarbstoffe: Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland.

Hellmanex: Hellma GmbH & Co. KG, Miillheim, Deutschland.

2.1.2 Lipide und Proteine/Peptide

2.1.2.1  Thylakoid-Lipide
Die thylakoidalen Lipide wurden von Lipid Products (South Nutfield, Redhill, UK) bezogen
und ohne weitere Reinigung verwendet.

Die Lipide MGDG, DGDG, SQDG und PG wurden in Losung geliefert. Durch die Zugabe
dieser Stammlosung zu Chlorform wurden die Losungen der gewiinschten Konzentration
hergestellt. Die Gemische wurden aus den genannten Einzelkomponenten hergestellt und

hatten folgende Zusammensetzung:

Thylakoid-Lipidgemisch (MGDG/DGDG/SQDG/PG 55:27:7:11 mol-%)
Anionisches Lipidgemisch (SQDG/PG 39:61 mol-%)
Chloroplasten-Lipidgemisch (MGDG/DGDG/SQDG/PG/PC 18:31:6:11:34 mol-%)

2.1.2.2  E.coli-Lipide

Die E. coli Lipide PE, PG, CL, sowie die verschiedenen Lipidgemische (s.u.) wurden von
Avanti Polar Lipids, Inc. (Alabaster, Alabama, USA) bezogen und ohne weiter Reinigung
verwendet. Die Losungen wurden durch Einwiegen des Pulvers und Auflésen in

Chloroform/Methanol hergestellt. Die Gemische waren folgendermallen zusammengesetzt:
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Gesamtlipidextract (PE/PG/CL/Unbekannt 57:15:10:18 mol-%)
polarer Lipidextract (PE/PG/CL 67:23:10 mol-%)

AuBerdem wurden die Lipide POPC und PC aus Soja ebenfalls von Avanti Polar Lipids, Inc.
(Alabaster, Alabama, USA) verwendet. Auch diese Lipide wurden ohne zusitzliche
Aufreinigung benutzt und die Losungen durch die Einwaage des Pulvers und Auflésen in

Chloroform/Methanol hergestellt.

2.1.2.3  Proteine/Peptide fiir das Thylakoid-System

Die verschiedenen Proteine (EGFP, i16/EGFP, 16/EGFP, PC/EGFP) fir die
Wechselwirkungsstudien wurden von der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. R. B. Klésgen (Institut
fiir Biologie, Pflanzenphysiologie, Martin-Luther Universitit Halle-Wittenberg) bereitgestellt.
Sie befanden sich in Losung (in Puffer I, 20 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8,0) und wurden
ohne weitere Behandlung eingesetzt. Das Peptid
(AEAETSRRAMLGFVAAGLASGSFVKAVLASA) wurde von BACHEM (Bubendorf,
Schweiz) synthetisiert und lag als Feststoff vor. Fiir die Experimente wurde es in Trifluor-
ethanol (TFE) bzw. Puffer unter der Zugabe von TFE (99,8 mol-% Puffer I mit 0,2 mol-%
TFE bzw. 99,2 mol-% Puffer I mit 0,8 mol-% TFE) gelost.

2.1.2.4  Proteine/Peptide fiir das E. coli-System

Die verschiedenen Proteine (HiPIP, preHiPIP, preHiPIP-Thr, YcdB, YcdB-Co-Faktor), sowie
der Co-Faktor des YcdB wurden von der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. T. Briiser (Institut fiir
Mikrobiologie, Leibnitz Universitit Hannover) bereitgestellt. Die Proteine befanden sich in
Losung und wurden ohne weitere Behandlung eingesetzt. Das  Signalpeptid
(SDKPISKSRRDAVKVMLGTAAAIPMINLVGFGTARA) wurde von Dr. Miroslav
Malesevi¢ (Max-Planck-Forschungsstelle fiir Enzymologie der Proteinfaltung, Halle) in
einem SYRO II MULTISYNTECH Peptidsynthesizer unter Verwendung eines Fmoc-Ala-
Wang-Harzes mittels Fmoc-Chemie synthetisiert® und bereitgestellt. Das Peptid und der
Co-Faktor lagen als Feststoff vor und wurden in Puffer (20 mM Kaliumphosphat, pH 7,0)
bzw. DMSO gelost.
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2.2 Methoden und experimenteller Versuchsaufbau

2.2.1 Filmwaage

Die Filmwaage ist ein wichtiges Hilfsmittel zur Untersuchung der physikalischen

55 .. .
[ ], wobei sich Parameter wie

Eigenschaften von Monoschichten amphiphiler Molekiile
Temperatur, lonenstirke, pH-Wert u.s.w. der Subphase sehr gut einstellen und variieren
lassen. So kann die Abhéngigkeit des lateralen Oberflachendruckes des Films bzw. der Flache
pro Lipidmolekiil von diesen Parametern festgestellt werden. Auch der Einfluss anderer

Substanzen durch die Zugabe in die Subphase kann so festgestellt werden.

Fiir die verschiedenen Experimente wurden unterschiedliche Filmwaagetypen benutzt (siche
dazu Kap. 2.2.1.1 und 2.2.1.2). Die Troge aller Filmwaagen waren mit Teflon beschichtet
oder aus diesem hergestellt, durch einen Thermostaten (Thermo Haake GmbH, Karlsruhe,
Deutschland) temperierbar und durch einen Uberbau aus Plexiglas abdeckbar. Vorhandene

Barrieren sind ebenfalls aus Teflon und computergesteuert.

Die Troge wurden nach Bedarf mit Hellmanex gereinigt und anschlieBend mehrfach mit
Reinstwasser gespiilt. Die wéssrige Subphase wurde in den Trog gefiillt und der
entsprechende Fiillstand eingestellt. Auf die Oberfliche dieser Subphase wurde die
Lipidlosung ,,gespreitet™, d.h. die Losung wurde tropfenweise mit Hilfe von Dosierspritzen
(Hamilton Deutschland GmbH, Darmstadt, Deutschland) auf der Oberfliche aufgetragen.

Durch das Verdampfen des Losungsmittels bildet sich eine Lipidmonoschicht.

Der Oberflichendruck m kann aus der Reduktion der Oberflichenspannung ¢ nach der
Gleichung:
T=09—0

berechnet werden. D.h. = ist als Differenz zwischen der Oberflichenspannung des Wassers
ohne (op) bzw. mit Lipidfilm (o) definiert. Der Oberflichendruck m wurde iiber ein
Filterpapierblittchen durch ein Wilhelmy-Messsystem aufgenommen (,,RuK trough control®,
Riegler & Kirstein GmbH, Berlin, Deutschland) und mit einer Origin Software (ADDITIVE
GmbH, Friedrichsdorf, Deutschland) ausgewertet. Das Filterpapierblattchen wurde nach jeder

Adsorptionsmessung mit Proteinen/Peptiden ausgetauscht.

Die Filmwaagetechnik ermdglicht die verfiigbare Fliche pro Molekiil auf der Subphase
kontinuierlich zu verdndern und damit das Kompressionsverhalten der Monoschicht zu

bestimmen und in einem Phasendiagramm darzustellen (Abb. 2.1).
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Fir die ,.gespreitete Monoschicht konnen je nach der Lipidkonzentration (Fldche pro
Molekiil) gas-, fliissig- oder festanaloge Phasen unterschieden werden. Die sich ausbildenden

Phasenzustinde werden nach der Nomenklatur von Adamson benannt'® (Abb. 2.1).

6o -
E 5ot
z
< 40
Z 30} AR flissig-expandiert, LE |
£ /7 gasanalog, G
E 20+ | —
10 lesenubergang { ¢ hﬁf :
LE LC 6
ol . . \

0.40 0, }D 0, 60 0,70 0,80 0,90
Fliche / nm’ Molekil”

Abb. 2.1: Vereinfachte n/A-Isotherme eines Lipids mit zwei Acylketten mit schematischer Darstellung der
Molekiilorganisation in den einzelnen Phasen'®’,

Mit einer Fliche von mehreren Quadratnanometern je Molekill liegt der Film als
zweidimensionales Gas (G) vor, in dem keine Wechselwirkung zwischen den amphiphilen
Molekiilen stattfindet. Mit zunehmender Verringerung der Fliachen pro Molekiil kommt es zu
einem Ubergang zur fliissig-expandierten Phase (LE), in der die Ketten wie in der Gasphase
ungeordnet sind aber zunehmend miteinander wechselwirken. In der fliissig-expandierten
Phase kommt es zu einem Druckanstieg, bis die Phase sich bei einem konstanten
Oberfliachendruck in einem Phaseniibergang erster Ordnung in die fliissig-kondensierte Phase
(LC) umwandelt”*"*), Bei weiterer Verringerung der Fliche pro Lipidmolekiil deutet ein
Knick in der Isotherme einen kontinuierlichen Ubergang von der fliissig-kondensierten in die

festanaloge Phase (S) an!’> 7!

. Wird der Film weiter komprimiert (in der Abbildung nicht
dargestellt) kommt es zum Kollaps der Monoschicht. Das bedeutet eine irreversible
Zerstorung des Films, da sich einzelne Molekiile oder Molekiilgruppen iibereinander schieben

oder in die Subphase abtauchen.

2.2.1.1  Druck/Flachen-Isothermen (7/A-Isothermen)

Fiir die Messung der n/A-Isothermen wurde eine sehr groie Filmwaage (783 x 68,4 x 3 mm?,
Riegler & Kirstein GmbH, Berlin, Deutschland) verwendet. Nach dem Reinigen des Troges
und der Befiillung mit der Subphase wurde das Lipid auf die Subphasenoberfliche
aufgetragen. Die gespreitete Menge der Lipidlosung wurde jeweils so gewdhlt, dass die
aufgetragene Lipidschicht in der gas-analogen Phase bzw. im Ubergangsgebiet zwischen gas-

analoger und fliissig-expandierter Phase vorliegt und noch kein Oberflichendruck messbar ist.



Experimenteller Teil 19

Nach einer Equilibrierungszeit von ~10 min wurde der Film mit einer konstanten

Geschwindigkeit von 0,02 nm? Lipidmolekiil 'Minute™ bis zum Kollaps komprimiert.

2.2.1.2  Zeitabhingige Adsorptionsmessungen

Fir die  zeitabhdngigen = Adsorptionsmessungen von  Proteinen/Peptiden  an
Lipidmonoschichten wurde eine selbstgebaute Filmwaage (113,85 x 25,2 x 5,5 mm?), die iiber
eine Barriere zur Fldchenregulation verfiigt, verwendet. Nach der Priparation des Lipidfilms
auf der entsprechenden Subphase wurde durch Kompression (s.0.) ein bestimmter
Oberflachendruck eingestellt, der durch die computergesteuerte Variation der Fliche konstant
gehalten wurde. Nach dem Erreichen des gewiinschten, lateralen Druckes wurde ein
bestimmtes Volumen der Protein/Peptidlosung durch eine Bohrung direkt in die Subphase
injiziert. Die Protein/Peptidkonzentration im Trog betrug dann 100 nM. In Einzelfallen wurde
eine hohere Konzentration des Proteins/Peptides in der Subphase durch die Zugabe eines
entsprechend groBeren Volumens der Stammlosung erreicht. Wéhrend der Injektion wurde
die Subphase durchmischt, um eine Verteilung der Protein/Peptidlosung im Trog zu

gewihrleisten. Danach wurde die Anderung der Fliche als Funktion der Zeit gemessen.

Zusétzlich wurden zeitabhdngige Adsorptionsmessungen von Proteinen/Peptiden an
Lipidmonoschichten mit einer sehr einfachen, ebenfalls selbstgebauten, runden Variante der
Filmwaage ohne mobile Barrieren durchgefiihrt (@ 30 mm x 13,9 mm). In diesem Fall wurde
die Druckinderung nach der Injektion der Protein/Peptidlosung in die Subphase in
Abhingigkeit von der Zeit gemessen. Der entscheidende Vorteil dieser Filmwaage ist das
geringe Subphasenvolumen, woraus ein ebenfalls geringes Injektionsvolumen der
Protein/Peptidlosungen resultiert. Nach dem Reinigen des Troges und der Befiillung mit der
entsprechenden Subphase wurde der Lipidfilm gespreitet. Durch die Variation des
Spreitvolumens wurden Lipidfilme mit verschiedenen Oberfldchendriicken hergestellt. Nach
der Eqilibrierungsphase wurde die Protein/Peptidlosung ebenfalls durch eine Bohrung
injiziert. Wéhrend der gesamten Messung wurde die Subphase kontinuierlich durchmischt.
Aufgrund der Trogtiefe konnte eine storende Einwirkung auf die Grenzschicht ausgeschlossen
werden. Allerdings muss beachtet werden, dass das Riihren eine beschleunigende Wirkung

auf den Adsorptionsprozess haben konnte.

Bestimmung des maximalen Einbaudruckes

Mit den Werten der Oberfldchendruckidnderungen (An-Werte) nach der Proteininjektion kann

in Abhingigkeit vom Ausgangsdruck der maximale Einbaudruck ermittelt werden!’> ",

Dafiir wurden die An-Werte 2 h nach der Protein/Peptidinjektion gegen die Startdriicke
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aufgetragen und eine lineare Regression durchgefiihrt. Durch das Ablesen des Schnittpunktes
dieser Geraden mit der x-Achse wird der maximale Einbaudruck ermittelt. Der maximale
Einbaudruck eines Proteins/Peptides gibt an, bis zu welchem Oberflichendruck der
Monoschicht ein Einbau des Proteins/Peptids erfolgt. Ist dieser Wert groBer als der
Monolayer-Bilayer Aquivalenzdruck (~30 mNm™)"” kann angenommen werden, dass das

Protein/Peptid in der Lage ist spontan in Membranen zu insertieren.

2.2.1.3  Oberfldchenaktivitidt von Proteinen/Peptiden

Die Oberflachenaktivititsmessungen wurden ebenfalls in der runden Filmwaage durchgefiihrt
(s.0.). Es wurde vor der Injektion der Protein/Peptidlosung kein Lipidfilm prapariert. Ferner
gleicht der Versuchsaufbau dem der zeitabhingigen Adsorptionsmessungen an

Lipidmonoschichten (s.0.).

2.2.2 Infrarot Reflexions-Absorptions-Spektroskopie (IRRAS)

Das Verhalten von Lipidmodellmembranen und Peptid/Proteinfilmen kann mittels
IR-Spektroskopie untersucht werden!’®®4. So kénnen sowohl qualitative als zum Teil auch
quantitative Aussagen {iiber die Struktur und das Phasenverhalten von Modell- und

Biomembranen gewonnen werden.

Der theoretische Hintergrund dieser Methode liegt in der Anregung und Registrierung
einzelner Molekiilschwingungen der zu untersuchenden Verbindung. Dafiir wird die Probe
mit Licht aus dem infraroten Bereich des elektromagnetischen Spektrums bestrahlt. Dabei
werden diejenigen Wellenldngen dieses Teilspektrums absorbiert, die in der Lage sind,
Schwingungsiiberginge im Molekiil anzuregen. Ein Absorptionsspektrum ist fiir die
chemische Struktur des untersuchten Molekiils spezifisch. Kleine Anderungen in den
Bindungsverhéltnissen, wie Konformationsinderungen des Molekiils z. B. durch
Wechselwirkungen mit einem Substrat, wirken sich auf die Schwingungsfrequenz aus und

verdndern damit die Wellenlénge des absorbierten Lichtes.

Bei der Betrachtung von Lipiden sind die C-H-Streckschwingungen (3000-2800 cm™) fiir die
Konformation der Kohlenwasserstoffketten und C=0-Streckschwingungen (1200-1315 cm™)
fiir die Hydratation der Kopfgruppe charakteristisch. Andere wichtige Schwingungsbanden
sind in der Tab. 2.1 aufgelistet.
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Zuordnung Wellenzahl [em™] Symbol
C-H-Vinylschwingung ~3000 v(C=CHa)
Methylstreckschwingung 2800 - 3000 v(CHs)
Antisymmetrische Methylenstreckschwingung 2916 — 2936 Vas(CHa)
Symmetrische Methylenstreckschwingung 2843 — 2863 vs(CHy)
Carbonylstreckschwingung 1800 - 1650 v(C=0)
Methylendeformationsschwingung 1465 — 1473 O(CHy),
C-O Streckschwingung 1315- 1200 v(C-0)
Antisymmetrische SOs-Streckschwingung 1355 - 1340 Vas(SO3)
Symmetrische SO;-Streckschwingung 1165 - 1150 vs(SO3)
Antisymmetrische PO, -Streckschwingung 1200 — 1260 Vas(PO2)
Symmetrische PO, -Streckschwingung 1085—-1110 vo(POy)

Tab. 2.1: Zuordnung wichtiger IR-aktiver Schwingungsbanden von Lipiden™"-*3].

Peptide bzw. Proteine weisen mehrere charakteristische Absorptionsbanden auf, von denen
die aussagekriftigste die Amid I Bande ist (1700-1600 cm™). Dieser Bande liegt im
Wesentlichen die C=0O Streckschwingung zugrunde. Die Frequenzlage und Bandenform
hidngen von der Sekundirstruktur des Peptids/Proteins ab (Tab. 2.2). Die Amid II Bande
resultiert hauptsdchlich aus den C-N-H-Deformationsschwingung und C-N Streckschwingung
(1580-1510 cm™) und enthélt ebenfalls Informationen iiber die Sekundirstruktur des
Molekiils.

Sekundarstruktur Amid-I-Bande [cm™] Amid-I1-Bande [cm™]
Turns/Schleifen 1672 (1662 — 1682)
a-Helix 1654 (1648 — 1657) 1546 (1545 — 1550)
ungeordnet 1654 (1642 — 1657)
1633 (1623 — 1641)
B-Faltblatt 1684 (1674 — 1695) 1528 (1525 -1532)

Tab. 2.2: Zuordnung der Amid I und II Banden zu verschiedenen Sekundérstrukturen von Proteinen/Peptiden in
Wasser™,



22 Experimenteller Teil

Die in dieser Arbeit benutzte IRRA-Spektroskopie beruht auf dem Phédnomen der duBeren
Reflexion, d.h. der IR-Strahl trifft aus dem Medium der Luft kommend auf eine optisch
dichtere Probe und wird dort reflektiert’®> *1. Mit der IRRA-Spektroskopie wurde erstmals
von Dluhy & Cornell ein monomolekularer Oberflichenfilm an der Luft/Wasser-Grenzfldche
untersucht®™”. Es ist moglich Informationen iiber die Konformation und Orientierung der
Acylketten von Lipiden, sowie 1iiber Wechselwirkungen der Lipidkopfgruppen in
Monoschichten zu erhalten. AuBerdem konnen die Sekundirstruktur und Orientierung von
Proteinen/Peptiden sowohl an der Luft/Wasser-Grenzfldche als auch in Wechselwirkung mit
Lipidmonoschichten untersucht werden. Die verwendete Technik macht die gleichzeitige
Aufnahme von IRRA-Spektren und w/A-Isothermen moglich. Dadurch konnen IR-

spektroskopischen Beobachtungen mit Phaseniibergingen direkt verglichen werden.

Die IRRAS-Filmwaage besteht aus einem Proben- (300 x 60 x 3 mm?®) und einem
Referenztrog (60 x 60 x 3 mm?) aus Teflon (Riegler & Kirstein GmbH, Berlin, Deutschland)
(Abb. 2.2). Fiir die Messungen wurde ein Equinox 55 FT-IR-Spektrometer (Bruker Optik
GmbH, Ettlingen, Deutschland) mit schmalbandigen MCT-Detektor benutzt. Der IR-Strahl
wird liber ein System von Spiegeln in einen im Einfallswinkel verstellbaren Arm auf die
Probenoberfldche gelenkt. Dabei wird der IR-Strahl durch einen KRS-5-Polarisator mit einer
besonders hohen Giite der linearen Polarisation (>98 %) geleitet. Nach der Reflexion an der
Luft/Wasser-Grenzfliche wird der IR-Strahl iiber ein analog aufgebautes Spiegelsystem in
einem zweiten Arm zu einem externen MCT-Detektor gefiihrt. Die Reflexionsspektren
wurden mit der Opus Software (Bruker Optik GmbH, Ettlingen, Deutschland) aufgenommen

und ausgewertet.

p-Polarisation

MCT-Detektor

s-Polarisation

Abb. 2.2: Schematische Darstellung des IRRA-spektroskopischen Versuchsaufbaus. Trogsystem mit Probentrog
inkl. beweglicher Barrieren und Referenztrog. Vereinfachte Darstellung des IR-Strahlenganges mit
schematischer Abbildung der Reflexion an der Grenzfliche!®.
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Das beschriecbene Trogsystem ist auf einer fahrbaren Biihne montiert (Trog-Shuttle®).

Dadurch koénnen der Proben- und Referenztrog abwechselnd, computergesteuert in den
IR-Strahlengang geschoben werden, um Proben- (Ry) bzw. Referenzsspektren (R)
aufzunehmen. Das Absorptions-Reflexionsspektrum (RA) wird dann mit
RA = -log(R/Ry)

berechnet. Wegen des geringen zeitlichen Abstandes zwischen der Messung der Probe und
der reinen Subphasenoberfliche werden die Rotationsschwingungsbanden des
Wasserdampfes (zwischen 1400 und 1800 cm™) weitgehend kompensiert. Das ist die
Voraussetzung fiir Beobachtungen der zeitlichen Anderung von Carbonylstreckschwingungs-

und Amid-Banden.

Um einen immer gleichen Fiillstand — sowohl iiber die Zeit als auch im Vergleich zwischen
Proben- und Referenztrog — zu gewihrleisten, wurden unterschiedliche Maflnahmen ergriffen.
Zundchst waren beide Troge durch Kanile verbunden, was den Nachteil der freien Diffusion
der Proteine/Peptide in den Referenztrog hatte und dadurch Messungen zum Teil unbrauchbar
wurden. Um die Diffusion zu unterbinden, wurden die Kanile verschlossen und die Troge
durch einen Teflonschlauch verbunden. Theoretisch konnte auch durch diese Verbindung
Protein/Peptid in den Referenztrog gelangen. Durch den geringen Durchmesser und die Lénge
des Schlauches ist es allerdings unwahrscheinlich, dass die Molekiile diese Strecke wéhrend
der Messung bewiltigen. Fiir Langzeitmessungen war diese MaBnahme dennoch wenig
geeignet, weil die Angleichung der Fiillstinde in den verschiedenen Trégen nicht genau
genug war und damit die Spektrenqualitit beeintrachtigte. Letztendlich bewédhrten sich die
Installation eines Fiillstandsensors und die damit verbundene, computergesteuerte Regulation
des Fiillstandes durch Pumpen. So wurde sowohl im Proben- als auch im Referenztrog der
Fiillstand regelméBig tiberpriift und der durch Verdampfung entstandene Wasserverlust durch

Zupumpen von Reinstwasser ausgeglichen.

2.2.2.1 Druck/Fliachen-Isothermen

Die Reinigung des Trogsystems und Vorbereitung der Messung erfolgte wie in Kapitel 2.2.1
beschrieben. Nach dem Spreiten der Lipidlosung im Probentrog und Abwarten der
Equilibrierungszeit ~ wurde der Film  mit einer Geschwindigkeit von
0,02 nm? Lipidmolekiil '"Minute” bis zu einem lateralen Oberflichendruck von 20 mN m™
komprimiert und IRRA-Spektren in p-Polarisation bei einem Einfallswinkel von 40°
aufgenommen. Jedes Spektrum wurde aus 2000 Scans, mit einer Auflésung von 8 cm’

berechnet. Als Subphase wurde Reinstwasser verwendet.
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2.2.2.2  IRRA-spektroskopische =~ Untersuchung  zeitabhidngiger =~ Adsorption  von

Proteinen/Peptiden an Lipidmonoschichten

Nach der Reinigung der Troge und der Befiillung mit der entsprechenden Puffersubphase
wurde der Lipidfilm im Probentrog gespreitet und bis zum gewiinschten Oberflichendruck
komprimiert, wobei gleichzeitig IRRA-Spektren des Lipidfilms aufgenommen wurden (Kap.
2.2.2.1). Die Protein/Peptidlosung wurde durch die Filmoberflidche in die Subphase injiziert.
Dafiir wurde eine Spritze mit einer sehr feinen Kaniile verwendet, um den Oberfldchenfilm so
wenig wie moglich zu storen. Da die Subphase nicht durchmischt wurde, wurde an mehreren
Stellen injiziert, um eine mdglichst gleichméBige Verteilung des Proteins/Peptides zu
erreichen. Die zeitabhiingige Anderung der Fliche pro Molekiil sowie IRRA-Spektren wurden

iber einen Zeitraum von mindestens 12 h aufgenommen.

2.2.2.3 IRRA-spektroskopische Untersuchung von Proteinen/Peptiden an Luft/Wasser-
Grenzflachen

Fiir die Messungen zur Bestimmung der Oberflachenaktivitit der Proteine/Peptide wurde das

Trogsystem nach der Reinigung mit der entsprechenden Subphase gefiillt. Die Injektion der

Protein/Peptidlosungen erfolgte durch die Oberfliche in die Subphase des Referenztroges

(Kap. 2.2.2.2). Es wurde die Druckénderung nach der Injektion als Funktion der Zeit verfolgt

und IRRA-Spektren (Kap. 2.2.2.1) gemessen.

2.2.2.4 IRRA-spektroskopische Orientierungsmessungen

Zur Bestimmung der Orientierung der adsorbierten Protein/Peptidmolekiile wurden
IRRA-Spektren bei verschiedenen Einfallswinkeln und sowohl in p- als auch s-Polarisation
des IR-Lichtes aufgenommen. Der Einfallswinkel des IR-Strahls wurde von 32° bis 68° in
4°-Schritten variiert und bei jedem Winkel in p-Polarisation 2000 Scans aufgenommen. Fiir

ein in s-Polarisation aufgenommenes Spektrum wurden nur 1000 Scans gemessen.

2.2.2.5 Spektren-Simulation

Fiir die Spektrensimulation wurde ein durch Dr. C. Schwieger (Institut fiir Chemie,
physikalische = Chemie, Martin-Luther-Universitdt  Halle-Wittenberg)  geschriebenes
MATLAB-Programm (MathWorks, Massachusetts, USA) verwendet, dem das optische

89-91

Model von Kuzmin & Michailov zugrunde liegt’®**!). Um Spektren mit mehreren Banden zu

simulieren, wurden Absorptionskoeffizient (k) und Brechungsindex (n) nach

K“=3 kix,z
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bzw.

0" = Nax - £ 0™

berechnet. Dabei geben i die Nummer der Banden und nn.x den Brechungsindex des
gespreiteten Films wieder, wobei ni mit nj = 2AK; maxy / (4A2+yz) berechnet wird. Fur die
Berechnung von n; werden y = 2mc (fwhh) und A = 2mc (v-vo), wobei fwhh die
Halbwertsbreite der Bande, ¢ die Lichtgeschwindigkeit, vo das Wellenzahlmaximum und v
die Wellenzahl, fiir die die Berechnung gemacht wurde, eingesetzt. Der komplexe

Brechungsindex (1) des Films wurde dann mit
ﬁx,z — nx,z + ikx,z

berechnet. Die optischen Konstanten fiir die wéssrige Subphase wurden von Bertie et al.

{ibernommen®> 31,

Die simulierten Spektren wurden durch einen globalen Fit an die experimentellen Daten
angendhert, wobei alle bei unterschiedlichen FEinfallswinkeln und Polarisationen
aufgenommen Spektren iiber die Methode der kleinsten Fehlerquadrate angepasst wurden.
Zuerst wurden die OH-Streckschwingungsbanden unter Beriicksichtigung der Amid A Bande
angepasst, um die Schichtdicke (d) und den Brechungsindex des Films (nm.x) zu ermitteln.
Danach wurden die Absorptionsbanden im Amid I und II Bereich angepasst, um Anteil und

Neigungswinkel der Sekundérstrukturelemente des Molekiils zu ermitteln.

Berechnung der Filmschichtdicke
Zusatzlich zur Feststellung der Filmschichtdicke durch die Simulation der OH-

Streckschwingungsbande (s.0.), wurde mit Hilfe des durch die Spektrensimulation im

Amidbandenbereich ermittelten Neigungswinkels (0) die Schichtdicke des Proteinfilms nach
d=Db+(I-Db)cosb
berechnet, wobei (b) fiir die Breite und (1) fiir die Lange des Molekiils stehen. Die jeweiligen

Werte wurden dann verglichen und diskutiert.

2.2.3  Epi-Fluoreszenzmikroskopie

Fiir die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der Lipidmonoschichten wurde ein ,,Axio
Scope.Al Vario’’ Epi-Fluoreszenzmikroskop (Carl Zeiss Microlmaging, Jena, Deutschland)
verwendet. Zur speziellen Ausstattung des Mikroskops gehort ein Filmwaagetrog (305 x 99 x
3 mm?) aus Teflon mit zwei computergesteuerten Barrieren (Riegler & Kirstein GmbH,
Berlin, Deutschland). Der Trog ist auf einem in x-y Richtung verstellbarem Tisch

(Mérzhéuser, Wetzlar, Deutschland) montiert, um den Lipidfilm an unterschiedlichen Stellen
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mikroskopisch betrachten zu konnen. Der Trog ist temperierbar und durch einen
selbstgebauten Uberbau aus Plexiglas abdeckbar. Das gesamte System steht auf einem
vibrationsgeddmpften, optischen Tisch (Newport Spectra-Physics GmbH, Darmstadt,
Deutschland). Die x-y-z Verstellbarkeit fiir die Fokussierung gewéhrleistet ein MACS5000
System (Ludl Electronic Products, Hawthorne, NY, USA). Fiir die Bestrahlung wurde eine
100 Watt Quecksilberdampflampe benutzt und als Objektiv diente ein LD EC Epiplan-
NEOFLUAR 50x. Um die entsprechende Anregungswellenldnge einzustellen, wurden
verschiedene Filter (flir BODIPY-C12-HPC: Zeiss Filtersatz 09, Anregung BP 450-490 nm,
Strahlenteiler FT510 nm, Emission LP 515 nm; fiir Rhodamin-DHPE: Zeiss Filtersatz 20,:
Anregung BP 546/12 nm, Strahlenteiler FT 560 nm, Emission BP 575-640 nm) benutzt. Die
Bilder wurden mit einer EMCCD Kamera (ImageEM C9100-13, Hamamatsu, Herrsching,
Deutschland) aufgenommen und mit einer AxioVision Software (Carl Zeiss Microlmaging,
Jena, Deutschland) ausgewertet.

Vor jeder Messung wurde der Trog, wie in Kapitel 2.2.1 beschrieben, gereinigt, mit der
entsprechenden Subphase befiillt und die Lipidlosung gespreitet.

Die Lipidlosungen wurden, wie in den Kapiteln 2.1.2.1 bzw. 2.1.2.2 beschrieben, hergestellt
und mit 0,1 mol-% BODIPY-C12-HPC bzw. 0,01 mol-% Rhodamin-DHPE versetzt. Nach
der Equilibierungszeit wurde der Lipidfilm mit unterschiedlichen Geschwindigkeiten (0,04;

0,08 bzw. 0,16 nm? Molekiil' min™") komprimiert bzw. expandiert.
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3 Ergebnisse und Diskussion der Untersuchungen mit dem
Thylakoid-System

3.1 Physikalisch-chemische Charakterisierung von Thylakoidlipiden an
der Luft/Wasser-Grenzflache

3.1.1 Druck/Flachen-lsothermen durch Filmwaagemessungen

Zur Untersuchung des Phasenverhaltens der einzelnen Lipide sowie deren Lipidgemische
wurde die durch die Verringerung der Fliache pro Lipidmolekiil verursachte Druckidnderung

gemessen (1/A-Isothermen).
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Abb. 3.1: w/A-Isothermen auf Wasser, bei 20°C. A: n/A-Isothermen der Einzellipide; Schwarz: MGDG, Rot:
DGDG, Griin: SQDG, Blau: PG; B: m/A-Isothermen der Lipidgemische; Magenta: Thylakoid-
Lipidgemisch (MGDG/DGDG/SQDG/PG 55: 27: 7:11 mol-%), Cyan: anionisches Lipidgemisch
(SQDG/PG 39:61 mol-%).

Abb. 3.1 A zeigt n/A-Isothermen von MGDG, DGDG, SQDG und PG auf reinem Wasser, bei
20°C. Es wird deutlich, dass alle verwendeten Lipide ausschlieBlich in der fliissig-
expandierten Phase vorlagen, wobei die Isothermen von MGDG und SQDG einen sehr
dhnlichen Kurvenverlauf aufwiesen. Diese beiden Lipide unterscheiden sich in ihrer
Kopfgruppe ausschlieBlich durch eine Sulfonatgruppe, welche zu einer negativen Ladung der
Kopfgruppe fiihrt. Die Isotherme des DGDG lag insgesamt bei groferen Flidchen pro
Lipidmolekiil. Das widerspricht den Ergebnissen von Bottier et al. und auch Gallant &
Leblanc!® *!. Hier wird beschrieben, dass MGDG Molekiile den groBeren Flichenbedarf
haben. Gzyl-Malchers Ergebnisse dagegen widerspiegeln die in der Abb. 3.1 gezeigten
Resultate!. Der minimale Flichenbedarf eines Lipidmolekiils wird vor allem durch den

Grad der Sittigung der Acylketten, die Grofle der Kopfgruppe und auch durch die Stérke der
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Wechselwirkungen zwischen den Kopfgruppen bestimmt. Der Sittigungsgrad der
Fettsdureketten der in dieser Arbeit verwendeten Lipide ist nicht bekannt. Aufgrund der
chemischen Strukturen der Kopfgruppen von MGDG und DGDG (Abb. 1.9) erscheint es
jedoch plausibel, dass DGDG einen grofleren Flachenbedarf pro Lipidmolekiil aufweist. Die
Isotherme des PG, dem einzigen Lipid, das keine Zuckerkopfgruppe trigt, zeigte einen
Kurvenverlauf, der deutlich von denen der Galaktolipide abweicht. Der Anstieg der Isotherme
war weniger steil und obwohl die Kopfgruppe viel kleiner ist als die der Galaktolipide, nahm
das Einzelmolekiil eine groBere Flache ein, was wahrscheinlich durch einen niedrigeren
Sattigungsgrad der Acylketten verursacht wird. Alle Lipidfilme kollabierten bei sehr

dhnlichen Flachen pro Lipidmolekiil und lateralen Driicken.

Auf gleiche Weise wurde auch die Charakterisierung von Gemischen dieser Lipide
vorgenommen (Abb. 3.1 B). Es wurde ein Gemisch aller Einzellipide im Verhéltnis von
MGDG/DGDG/SQDG/PG  55: 27: 7:11 mol-% (Thylakoid-Lipidgemisch)®” und ein
Gemisch der negativ geladenen Lipide (anionisches Lipidgemisch, SQDG/PG 39:61 mol-%)
verwendet. Wie zu erwarten, zeigte die m/A-Isotherme des Thylakoid-Lipidgemisches einen
dem reinen MGDG é&hnlichen Kurvenverlauf und damit ein fliissig-expandiertes
Phasenverhalten. Auch die Isotherme des anionischen Lipidgemisches zeigte ein fliissig-
expandiertes Phasenverhalten und einen Kurvenverlauf zwischen denen der

Einzelkomponenten SQDG und PG.

3.1.2 IRRA-spektroskopische Untersuchung der Lipidmonoschichten

Da die spéteren Adsorptionsstudien der Proteine/Peptide an Lipidmonoschichten bei einem
lateralen Oberflichendruck von 20 mN m™ durchgefiihrt wurden, ist das Spektrum eines
Lipidfilms unter diesen Bedingungen von besonderem Interesse. In Abb. 3.2 ist ein
IRRA-Spektrum einer Monoschicht des Thylakoid-Lipidgemisches (Griin) abgebildet. Die
beiden groBen, positiven Banden bei Wellenzahlen von ~3590 cm™ und ~1660 cm™ sind auf
die OH-Streckschwingung v(OH) bzw. auf die H,O-Deformationsschwingung 6(H,O) des
Wassers zuriickzufiihren. Die Intensitit dieser Banden enthélt Informationen iiber die
Schichtdicke des Lipidfilms. Kennzeichnend fiir Lipide sind vor allem die symmetrische und
die antisymmetrische Methylenstreckschwingungsbande (v{(CH;) und v,(CH)) bei
Wellenzahlen von ~2855cm™ und ~2925cm™. Des Weiteren sind  die
Methylstreckschwingung v(CHs) bei ~2965 cm™ und die C-H-Vinylstreckschwingung bei
~3010 cm™ als kleine Banden sichtbar. Bei kleineren Wellenzahlen (~1460 cm™) erkennt man

das Signal fiir die Methylendeformationsschwingung 8(CH;). Ein weiteres Charakteristikum
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von Lipidspektren ist die Carbonylstreckschwingungsbande v(C=0) bei ~1735 cm™. Banden
zwischen 1000 cm™ und 1300 cm™ konnen auf die Streckschwingungen der C-O Bindungen
(v(C-0)), der S-O Bindungen (vas(-SO3) zwischen 1355-1340 cm™ und vy(-SO3) zwischen
1165-1150 cm™) und oder der P-O Bindungen (va(PO,.) bei ~1220 cm™ und vy(PO,.) bei
~1080 cm™) in den Lipidkopfgruppen zuriickgefiihrt werden.
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Abb. 3.2: IRRA-Spektren von Lipidmonoschichten bei 20 mN m™', auf Puffer (20 mM Tris, 500 mM NaCl, pH
8,0) bei 20 °C. Griin: Thylakoid-Lipidgemisch (MGDG:DGDG:SQDG:PG 55: 27: 7: 11 mol-%);
Schwarz: POPC; Inset: AusschnittsvergroBerung des Methylenstreckschwingungsbandenbereiches.

Auch das Lipid POPC wurde genauer untersucht. Es dient hdufig als Modellmolekiil fiir
Interaktionsmessungen von Proteinen an Monoschichten. Es ist bekannt, dass es ebenfalls in
der fliissig-expandierten Phase vorliegt. Das in der Abb. 3.2 abgebildete Spektrum von POPC
(Schwarz) lisst die Unterschiede zum Spektrum des Thylakoid-Lipidgemisches erkennen.
Deutliche Differenzen zeigt das Spektrum bei geringeren Wellenzahlen im Bereich der
Phosphatbanden. Die antisymmetrischen und symmetrischen P-O Banden sind deutlich
ausgebildet (~1225 cm™ und ~1090 cm™). Auffillig ist auch, dass die Intensititen der
Methylenstreckschwingungsbanden deutlich groBer sind. Die C-H-
Vinylstreckschwingungsbande ist dagegen nicht zu erkennen, da nur eine Doppelbindung im
Molekiil vorhanden ist, wiahrend die Fettsduren der pflanzlichen Lipide mehrfach ungeséttigt

sind.

3.1.3 Epi-fluoreszenzmikroskopische Untersuchung des Thylakoid-Lipidgemisches

Die Filmwaagemessungen zeigten, dass die Lipide des Thylakoid-Lipidgemisches in der
fliissig-expandierten Phase vorliegen (Kap. 3.1.1). Dieses Ergebnis ldsst darauf schlieBen,
dass das Gemisch eine homogene Monoschicht bildet und Doménenbildungen nicht erwartet
werden konnen. Um diese Vermutung zu {iberpriifen, wurden epi-fluoreszenzmikroskopische

Untersuchungen wéhrend der Aufnahmen von n/A-Isothermen vorgenommen.
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Es wurden verschiedene Messbedingungen gewihlt um zu gewdhrleisten, dass induzierte
Effekte, z.B. durch die Interaktion des Farbstoffes oder durch die in der Subphase geldsten
Komponenten mit den Lipiden, ausgeschlossen werden konnen. Die Filme wurden auf
Wasser bzw. auf Puffer I (20 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8,0) als Subphase gespreitet und
mit unterschiedlichen Geschwindigkeiten komprimiert bzw. expandiert, um zu testen, ob die

{97

Wahl der Geschwindigkeit einen Einfluss auf die Dominenbildung hat®”’. Als Fluorophor

wurden Rhodamin-DHPE und BODIPY-C12-HPC verwendet (Kap. 2.2.3). Beide Marker
reichern sich in der fluiden Phase an, so dass expandierte Phasen hell und hoher geordnete,
kondensierte Phasen als dunkle Doménen erscheinen. Die Zugabe von Fluorophoren kann

97

einen Einfluss auf die Eigenschaften der Lipidmonoschicht ausiiben 7. Dies wurde zu

verhindern versucht, indem mdglichst geringe Anteile an Farbstoff (max. 0,1 mol-%)

verwendet wurden **!,
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Abb. 3.3: m/A-Isothermen des Thylakoid-Lipidgemisches (MGDG/DGDG/SQDG/PG 55: 27: 7: 11 mol-%) mit
BODIPY-C12-HPC (0,1 mol-%) auf Wasser bei 20°C. Schwarz: Kompression 1 (v
~0,04 nm2 Molekiil 'min™), A (A = 0,81; = = 10,1), B (A = 0,67; © = 20,6), C (A = 0,60; & = 30,4).
Rot: Expansion (v ~0,04 nm? Molekiil 'min™"), D (A = 1,15; n = 0,4). Griin: Kompression 2 (v
~0,16 nm? Molekiil 'min™), E (A = 0,67; & = 20,5), F (A = 0,37; © = 45,7). A [nm* Lipidmolekiil ']
und 7 [mN m™'].

Die Isothermen des Thylakoid-Lipidgemisches mit BODIPY-C12-HPC auf einer wissrigen
Subphase, die mit unterschiedlichen Kompressions- bzw. Expansionsgeschwindigkeiten
aufgenommen wurden, zeigten keine Unterschiede (Abb. 3.3). Die verschiedenen
Geschwindigkeiten haben keinen sichtbaren Einfluss auf die Organisation der Lipidmolekiile.
AulBlerdem zeigten die Experimente keine Hysterese. Die Monoschicht des Lipidgemisches ist
im fliissig-expandierten Phasenzustand homogen (Abb. 3.3 A, B, C und E). Im

Phaseniibergangsgebiet zwischen gas-analogem und fliissig-expandiertem Zustand wurden
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beide Phasen gut separiert beobachtet (Schaumphase, Abb. 3.3 D). Die schwarzen,
kreisrunden Bereiche zeigen wahrscheinlich die reine Wasseroberfliche. Die hellen Bereiche
entsprechen dem noch nicht geschlossenen Lipidfilm im fliissig-expandierten Zustand. Durch
die Kompression des Filmes bildete sich eine homogene Oberfliche, die auch durch
mehrfache Expansions- und Kompressionszyklen bei unterschiedlichen Geschwindigkeiten

homogen blieb. Nach dem Kollaps des Filmes wurden sehr helle Doménen unregelméBiger

GroBe beobachtet (Abb. 3.3 F).
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Abb. 3.4: n/A-Isothermen des Thylakoid-Lipidgemisches (MGDG/DGDG/SQDG/PG 55: 27: 7: 11 mol-%) mit
BODIPY-C12-HPC (0,1 mol-%) auf Puffer (20 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 7,0) bei 20 °C. Schwarz:
Kompression 1 (v ~0,04 nm? Molekiil 'min™), A (A =0,80; == 10,5), B(A=0,66; t=209),C (A=
0,59; 7 = 30,3). Rot: Expansion (v ~0,04 nm? Molekiil 'min™), D (A=1,23;1=03), E(A=1.23;n=
0,3). Griin: Kompression 2 (v ~0,16 nm? Molekiil 'min™"), F A=0,65rn=219,GA=03;n=
45.9). A [nm’ Lipidmolekiil'] und 7 [mN m™].

Sehr dhnliche Beobachtungen wurden auch bei den Experimenten mit Puffer als Subphase
gemacht (Abb. 3.4). Im Phaseniibergangsgebiet zwischen gas-analogem und fliissig-
expandiertem Zustand erschien die bereits beschriebene Schaumphase (Abb. 3.4 D und E)
und im Laufe der Kompression bildete sich eine homogene Oberfliche des Films (Abb. 3.4 A,
B, C und F). Dieser Zustand blieb bis zum Kollaps erhalten. Nach dem Kollaps wurden
ebenfalls helle, ungleich groBe Dominen sichtbar. Sie erschienen scharf gegen den dunkleren

,Hintergrund* abgegrenzt (Abb. 3.4 G).

Die Fluoreszenzmessungen mit dem Thylakoid-Lipidgemisch mit Rhodamin-DHPE als
Fluoreszenzfarbstoff zeigten sehr dhnliche Ergebnisse wie die Experimente mit BODIPY-

C12-HPC sowohl auf wissriger Subphase als auch auf Puffer als Subphase.
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Abb. 3.5: m/A-Isothermen des Thylakoid-Lipidgemisches (MGDG/DGDG/SQDG/PG 55: 27: 7: 11 mol-%) mit

Rhodamin-DHPE (0,01 mol-%) auf Wasser bei 20°C. Schwarz: Kompression 1 (v
~0,04 nm? Molekiil 'min™), A (A = 0,75; © = 10,4), B (A = 0,63; = = 19,8), C (A = 0,56; 1 = 30,4).
Rot: Expansion (v ~0,04 nm? Molekiil'min™), D (A = 1,05; ©= = 0,4). Griin: Kompression 2 (v
~0,16 nm? Molekiil 'min™), E (A = 0,58; © = 26,5), F (A = 0,38; 1 =46,1), G (A = 0,29; 1 = 46,4). A
[nm* Lipidmolekiil'] und 7 [mN m™].

Die Abb. 3.5 und Abb. 3.6 zeigen, dass sowohl die m/A-Isothermen als auch die

fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen gut vergleichbar sind. Die Wahl des Fluorophors in

den eingesetzten Konzentrationen beeinflusst die Organisation der Lipide der Monoschicht

offensichtlich nicht.
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Abb. 3.6: m/A-Isothermen des Thylakoid-Lipidgemisches (MGDG/DGDG/SQDG/PG 55: 27: 7: 11 mol-%) mit

Rhodamin-DHPE (0,01 mol-%) auf Puffer (20 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 7,0) bei 20 °C. Schwarz:
Kompression 1 (v ~0,04 nm? Molekiil 'min™), A (A = 0,82; ©=9,5), B(A =0,71; 1 = 18,0), C (A =
0,61; m = 30,2). Rot: Expansion (v ~0,04 nm2 Molekiil 'min™), D (A=1,02; n=1,4),E(A=1,14;n=
0,2). Griin: Kompression 2 (v ~0,16 nm? Molekiil’lrnin’l), F(A=0,687=203),GA=044,n=
45.7), H (A =0,39; = 45,9). A [nm” Lipidmolekiil'] und = [mN m™].
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Durch die physikalisch-chemische Charakterisierung der Lipide und Lipidgemische mittels
Filmwaagetechnik wurde gezeigt, dass sowohl die verwendeten Einzelkomponenten als auch
thre Gemische bei 20°C in der fliissig-expandierten Phase vorliegen. Der Monolayer-Bilayer
Aquivalenzdruck liegt bei ~30 mN m™. Bei diesem Oberflichendruck verhalten sich die

7] Aus den m/A-Isothermen

Lipide in der Monoschicht wie Lipidmolekiile in einer Membran
kann daher abgeleitet werden, dass die Lipide der thylakoidalen Membran in der fliissig-
expandierten Phase vorliegen. Das gleichbleibende Phasenverhalten {iber einen weiten
Filmdruckbereich ist eine ideale Voraussetzung fiir Adsorptionsmessungen mit Substraten an
Lipidmonoschichten. Die IRRA-spektroskopischen Aufnahmen des Lipidfilms mit einem
Oberflichendruck von 20 mN m™ zeigten die erwarteten lipidspezifischen Banden. Die
Einzellipide sind in den Monoschichten des Thylakoid-Lipidgemisches hochstwahrscheinlich
homogen verteilt. Es ist also anzunehmen, dass die Adsorption, selbst wenn die Substrate die

Interaktion mit einer bestimmten Lipidspezies eingehen, ebenfalls gleichmdBig iiber die

Monoschicht verteilt ist.
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3.2 Physikalisch-chemische Charakterisierung der Proteine und des
Peptides an der Luft/Wasser-Grenzflache

Die Oberflachenaktivitit der verwendeten Proteine und des Peptides wurde durch die
Messung des Oberflichendruckes bestimmt. Dazu wurde die Protein/Peptidlosung in die
Subphase injiziert und die Anderungen des Oberflichendruckes in Abhingigkeit der Zeit
beobachtet. Um den Einfluss der Zusammensetzung der Subphase auf das
Adsorptionsverhalten zu kldren, wurden Puffer mit unterschiedlichen Salzkonzentrationen

sowie Wasser als Subphase verwendet.

3.2.1 Adsorptionsverhalten der Proteine und des Peptides an der Luft/Wasser-
Grenzflache

3.2.1.1  Oberflachenaktivitit des Enhanced Green Fluorescent Protein (EGFP) und des
chiméren EGFP (i116/EGFP)

Der Vergleich der Oberflichenaktivitdten zwischen EGFP und dem Signalpeptid tragenden
i16/EGFP soll den Einfluss der Peptidsequenz auf die Adsorptionsstirke des Proteins

verdeutlichen.
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Abb. 3.7: Adsorptionsisothermen von EGFP (A) und i16/EGFP (B) mit einer jeweiligen Proteinkonzentration in
der Subphase von 100 nM, mit unterschiedlichen Subphasen, bei 20 °C an der Luft/Wasser-
Grenzflache. Schwarz: Wasser; Rot: Puffer I (20 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8,0); Griin: Puffer II
(20 mM Tris, pH 8,0).

Nach der Injektion der EGFP-Proteinlosung in die unterschiedlichen Subphasen zeigte sich
ein Anstieg des Oberflichendruckes mit der Zeit, was auf eine Proteinfilmbildung an der
Luft/Wasser-Grenzfliche hinweist. Kurz nach der Injektion der Proteinldsung (Zeit: t = 0 h)
stieg der Oberflichendruck jeweils deutlich an (Abb. 3.7 A). Etwa 2 h nach der Injektion des
Proteins in Puffer I (20 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8,0) schien sich ein Gleichgewicht
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eingestellt zu haben (m;, = 3,8 mN m™). Im weiteren Messverlauf stieg der Oberflichendruck
allerdings weiter langsam an (Tmax = 5,4 mN m™). Wurden Puffer II (20 mM Tris, pH 8,0)
bzw. Wasser als Subphase verwendet, kam es nach der Injektion der Proteinldosung zu
schnelleren Anstiegen des Oberflichendruckes. Die maximale Druckidnderung von
59 mN m" weicht allerdings nicht stark von dem in Puffer I gemessenen Wert ab. Die

Subphase scheint auf die Oberflichenaktivitit des EGFP keine bedeutende Rolle zu spielen.

Die Oberflachenaktivitit von i16/EGFP in Puffer I war mehr als doppelt so hoch (mg, =
19,4 mN m™) wie die des EGFP (vgl. Abb. 3.7 A und B). Da alle anderen Messbedingungen
gleich waren, muss das Signalpeptid die Ursache fiir das verénderte Adsorptionsverhalten
sein. Abb. 3.7 B zeigt, dass der Druckanstieg erst ~30 min nach der Injektion des Proteins
begann und mehr als 5 h benétigt wurden um einen Gleichgewichtszustand zu erreichen. Mit
Puffer II als Subphase zeigte sich eine geringere Anderung des Oberflichendruckes (mg, =
14,9 mN m™). Der Druckanstieg begann friiher, etwa nach zehnminiitiger Inkubationszeit. Die
Einstellung des Gleichgewichtes bendtigte aber ebenso ~5h. Der Kurvenverlauf der
Adsorptionsmessung in reinem Wasser dhnelte zundchst der Messung mit Puffer II als
Subphase. Der laterale Oberflichendruck stieg ebenfalls kurze Zeit nach der Injektion des
Proteins. Ein Maximum wurde schon nach ~2h erreicht (m, = 11,0 mN m'l), der

Gleichgewichtszustand hielt nicht lange an. Der Oberflachendruck sank nach 3 h wieder ab.

3.2.1.2  Oberflachenaktivitéit des Signalpeptides (SP16)

Da das Signalpeptid in wéssrigen Puffer in héheren Konzentrationen nicht 16slich ist, wurde
versucht eine Peptidlosung durch starke Verdiinnung und die Zugabe von TFE herzustellen.
Es wurde mit zwei verschiedenen, geringen TFE-Konzentrationen (0,2 mol-% bzw.
0,8 mol-%) experimentiert. Beide Losungen erschienen klar und niederschlagsfrei. Es wurden
Oberfliachenaktivititsmessungen nach der Injektion der jeweiligen Peptidlosung in Puffer
bzw. reinem Wasser als Subphase mit einer resultierenden Peptidkonzentration im Trog von
100 nM durchgefiihrt. In allen Versuchen wurde keine Adsorption des Peptides an die
Luft/Wasser-Grenzfliche festgestellt. Das kann bedeuten, dass das Signalpeptid nicht
oberflachenaktiv ist oder dass es durch die Zugabe so geringer Mengen TFE in der
Stammlosung nicht gegliickt ist, eine homogene Peptidlosung herzustellen. Um das zu
iiberpriifen, wurde das Signalpeptid ausschlieBlich in TFE gelost. Die Stammldsung konnte so
mit hoherer Peptidkonzentration angefertigt werden. Somit verringerte sich das zu

injizierende Volumen (um ~88 %) erheblich. Das Ldsungsmittel sollte somit die
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Adsorptionsexperimente nicht storen, da es bei der Injektion in das verhdltnismaBig grofle

Subphasenvolumen stark verdiinnt wird (maximale TFE-Konzentration im Trog: 10 mM).
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Abb. 3.8: Konzentrationsabhingige Adsorptionsisothermen des Signalpeptides (SP16) bei 20 °C.
Proteinkonzentration in der Subphase — Schwarz: 100 nM; Rot: 175 nM; Griin: 200 nM; Blau:
250 nM; Cyan: 500 nM; Magenta: 1000 nM; Violett: 2000 nM. A: Puffer I (20 mM Tris, 500 mM
NaCl, pH 8,0); B: Puffer IT (20 mM Tris, pH 8§,0).

Nach der Injektion des in TFE gelosten Signalpeptides in Puffer I als Subphase zeigte der
Anstieg des Oberflachendruckes die Adsorption des Peptides an die Luft/Wasser-Grenzflache.
In den ersten Stunden nach der Injektion erfolgte ein deutlicher Anstieg des lateralen
Oberflachendruckes bis w3, ~8,5 mN m'l, danach flachte die Kurve ab, stieg aber stetig an.
Bei dieser Peptidkonzentration von 100 nM in der Subphase stellte sich auch nach 6 h kein
Gleichgewicht ein (Abb. 3.8 A, Schwarz). Um die Sattigungskonzentration zu ermitteln,
wurde die Konzentration in der Subphase schrittweise erhoht. Die Isothermen in Abb. 3.8 A
zeigen, dass sich ab einer Konzentration von 200 nM die Adsorptionskinetik drastisch
verdanderte. Der Prozess wurde mehrstufig. Zundchst stieg der Oberflichendruck auf
~7 mN m™". Der Kurvenverlauf flachte dann ab, wobei der Druck weiter auf ~9 mN m™ stieg.
Hier bildete sich ein kurzzeitiges Plateau, an dessen Ende ein erneuter Druckanstieg auf
~20 mN m™ erfolgte. Danach blieb der Druck konstant. Mdglicherweise erfolgt im ersten
Plateau eine Umorientierung der Molekiile, sodass eine weitere Adsorption an die
Grenzschicht erfolgen kann. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass dieses Verhalten bei
ausreichend langer Messdauer auch bei Messungen mit geringerer Peptidkonzentration
auftritt. Der Umorientierungsprozess dauert hier moglicherweise ldnger. Bei einer
Konzentration von mehr als 500 nM wurde der Adsorptionsprozess wieder einstufig, bzw. zu
schnell um die einzelnen Stufen aufzulésen. Sofort mit der Injektion erfolgte ein starker
Druckanstieg. Der maximale, laterale Oberflachendruck erreichte in allen Messungen mit

200 nM und héherer Peptidkonzentration ~20 mN m’.
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Um zu iberprifen, welchen Einfluss die hohe Ionenstirke von Puffer 1 auf das
Adsorptionsverhalten des Peptides hat, wurde die Oberflichenaktivitét des Signalpeptides mit
Puffer II (20 mM Tris, pH 8,0) als Subphase gemessen. Bei einer Peptidkonzentration von
100 nM in der Subphase stieg der Oberflichendruck nicht so stark wie zuvor beobachtet (73,
~6 mN m™) (vgl. Abb. 3.8 A und B). Bei einer Peptidkonzentration von 175 nM wurde eine
stirkere Oberflachenaktivitit und die Kinetik eines mehrstufigen Adsorptionsvorgangs
beobachtet, die bei der Subphase mit hoher Salzkonzentration erst ab 200 nM auftrat. Der
maximal erreichte Oberflichendruck betrug allerdings nur ~15mNm'. Bis zu einer
Peptidkonzentration von 500 nM lie} sich der zweistufige Adsorptionsverlauf beobachten.
Der maximale Oberflichendruck stieg mit der Erhohung der Peptidkonzentration auf
~18 mN'm™”. Wurde die Konzentration des Signalpeptides weiter erhdht (1000 nM und
2000 nM), wurde ein maximaler Oberflichendruck von ~21 mN m™ erreicht. Vor allem bei
niedrigeren Peptidkonzentrationen wirkte sich die Ionenstirke der Subphase auf die

Adsorptionsgeschwindigkeit und —stirke aus.

3.2.2  IRRA-spektroskopische Untersuchung der Protein/Peptidfilme an der
Luft/Wasser-Grenzflache

Um weiterreichende Informationen wie Verhéltnisse von Sekundirstrukturanteilen und
Orientierung der Protein/Peptidmolekiile an der Luft/Wasser-Grenzfliche zu erlangen,

wurden Messungen mittels IRRA-Spektroskopie durchgefiihrt.

3.2.2.1 IRRA-spektroskopische Untersuchung des EGFP-Films
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Abb. 3.9: Oberflichenaktivitit von EGFP (100 nM) an der Luft/Wasser-Grenzflache auf Puffer I (20 mM Tris,
500 mM NaCl, pH 8,0) bei 20 °C. A: Zeitabhingige Druckdnderung nach Proteininjektion (Zeit =
0h), Pfeile markieren den Aufnahmezeitpunkt der dargestellten Spektren in B. B: Reflexions-
Absorptions-Spektren; Inset: Ausschnittsvergroerung des Amidbandenbereiches.
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Abb. 3.9 A =zeigt die zeitabhingige Oberflichendruckédnderung nach der Injektion der
Proteinlosung des EGFP in die Subphase des Puffer 1.

Obwohl der Versuchsaufbau verschieden zu dem der reinen Oberfldchenaktivititsmessung
war (vgl. Kap. 2.2.1.3 und 2.2.2.3), zeigten sich dhnliche Ergebnisse (vgl. Abb. 3.7 A).
Allerdings wurde ein etwas hoherer, maximaler Oberflichendruck und eine langsamere

Ausbildung des Gleichgewichtszustandes (10, = 6,6 mN m™") beobachtet.

Die simultan aufgenommenen IRRA-Spektren zeigten deutlich die Adsorption des Proteins an
der Luft/Wasser-Grenzflache (Abb. 3.9 B). Sofort nach der Injektion war die Entwicklung der
OH-Streckschwingungsbande (v(OH) bei ~3595 cm™) zu beobachten, welche die Ausbildung
eines Proteinfilms an der Luft/Wasser-Grenzfliche anzeigt. Die vom Protein herriihrenden
Banden, wie die Amid A Bande bei ~3285 cm” und die Amid 1 und II Banden, wurden
ebenfalls beobachtet. Die Positionen im Spektrum und die Form der Amid I und II Banden
enthalten Informationen iiber die Sekundirstruktur des adsorbierten Molekiils. Die Amid I
Bande zeigte eine asymmetrische Form mit einem Minimum bei 1627 cm™, was fiir eine
B-Faltblattstruktur des Proteins spricht, und einer deutlichen Schulter bei 1659 cm™, die auf
zusitzlich a-helikale Strukturelemente hinweist. Die Amid II Bande bei 1534 cm™ bestitigt
das Vorhandensein unterschiedlicher Sekundérstrukturelemente. Bei Wellenzahlen von
~2960 cm™ wurden CHj Streckschwingungsbanden des Proteins beobachtet. In Abb. 3.9 B ist
zu erkennen, dass sich die Bandenlagen und —formen schon nach einer kurzen Inkubationszeit

von ~1h ausbildeten.

Es ist bekannt, dass EGFP als -Barrel vorliegt (Abb. 1.3). Um die Orientierung des Proteins
an der Luft/Wasser-Grenzfliche zu bestimmen, wurden Spektren in Abhingigkeit des
Einfallswinkels des IR-Strahls sowohl mit parallel als auch mit senkrecht polarisiertem Licht
aufgenommen. Mit Hilfe eines selbstgeschriebenen Programms (Kap. 2.2.2.5) wurden
Spektren des Proteins an der Grenzfliche simuliert. Mit diesem Programm ist es mdglich
mehrere Banden gleichzeitig zu simulieren und auBlerdem den Umstand zu beriicksichtigen,
dass unterschiedliche Sekundérstrukturelemente im Molekiil vorkommen koénnen. In Abb.
3.10 sind gemessene und simulierte Spektren bei einem Einfallswinkel des IR-Strahls von 40°

bzw. 60° jeweils in p- und s-Polarization vergleichend dargestellt.

Durch die Simulation wurde eine Schichtdicke der adsorbierten Proteinschicht an der
Luft/Wasser-Grenzfliche von d = 1 nm bestimmt. Die Berechnung der Schichtdicke (Kap.
2.2.2.5) aufgrund des ermittelten Neigungswinkels der B-Faltblétter ergab einen hoheren Wert
(~3,9 nm) und auch die Berticksichtigung der Abmessungen des EGFP (~3 x 4 nm, Abb. 1.3)

beweisen, dass eine Proteinschicht mit so geringer Schichtdicke nicht geschlossen sein kann.



Ergebnisse und Diskussion 39

0,015

o
=)
=
IS

.2 0,005

Reflexions-Absorption

0,000

|74 n 1

1 " 1 " "
3500 3000 2000 1500 1000
Wellenzahl / cm™

Abb. 3.10: Gemessene (durchgezogen) und simulierte (gepunktet) IRRA-Spektren des EGFP Films an der
Luft/Wasser-Grenzflache auf Puffer I (20 mM Tris, 500 mM NacCl, pH 8,0), bei 20 °C. Schwarz: p-
pol, 40°; Rot: p-pol, 60°; Griin: s-pol 40°; Blau: s-pol 60°; Inset: AusschnittsvergroBBerung des
Amidbandenbereiches.

Fir die Ausrichtung der [-Faltblatter wurde ermittelt, dass sie im Bezug zur
Oberflachennormalen um 20 ° geneigt sind. Dieser Wert ist eine Mittelung iiber die Neigung
aller im Molekiil enthaltenen B-Faltblitter. Durch die spezielle Anordnung der B-Faltblitter in
der Fassstruktur, ist eine einfache Abschédtzung der Lage des Molekiils an der Grenzflache mit

Hilfe des ermittelten Neigungswinkels nicht moglich.

Da sich die Proteinstruktur wihrend der Adsorptionsmessung nicht verdandert, konnen durch
die Ermittlung der Fldchen unter den Kurven prozentuale Anteile der -einzelnen
Sekundirstrukturen ermittelt werden. Natiirlich ist diese Berechnung nur eine grobe
Einschitzung, kann aber zum Vergleich mit den Spektren des adsorbierten Molekiils des
chimdren Proteins herangezogen werden. Dabei muss beriicksichtigt werden, dass die
Extinktionskoeffizienten a-helikaler und B-Faltblattstrukturen nicht identisch sind. Buffeteau
und Mitarbeiter haben sich mit der Ermittlung dieser Koeffizienten beschiftigt und gezeigt,
dass das Verhéltnis der a-helikalen bzw. B-Faltbalttextinktionskoeffizienten bei ungefdhr
1:1,123 liegt ). Fiir die Berechnung der prozentualen Anteile wurden ausschlieBlich die
Flachen der Amid I Bande herangezogen und die Flichenwerte der B-Faltblatter mit dem
Betrag 1,123 gewichtet. Demnach entfallen ~71 % der Sekundérstruktur des EGFP an der
Luft/Wasser-Grenzflache auf B-Faltblitter und entsprechend ~29 % auf a-Helices.

3.2.2.2 IRRA-spektroskopische Untersuchung des i16/EGFP-Films

Die Oberflichenaktivititsmessungen der Vorversuche in Kap. 3.2.1.1 zeigten, dass die
Proteine EGFP und i116/EGFP unterschiedliche Adsorptionsgeschwindigkeiten an die

Luft/Wasser-Grenzflache aufweisen und verschiedene, maximale Filmdriicke erreicht werden.
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In Abb. 3.11 ist die zeitabhingige Druckdnderung nach der Injektion der i116/EGFP-
Proteinlosung wéhrend der IRRA-spektroskopischen Messung zu sehen. Ein Vergleich mit
der reinen Oberflachenaktivititsmessung zeigte eine gute Reproduzierbarkeit der Messdaten.
Es wurde ein dhnlich hoher, maximaler Filmdruck gemessen, allerdings stellte sich ein

Gleichgewicht erst nach einer lingeren Inkubationszeit ein (Abb. 3.11 A).
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Abb. 3.11: Oberflachenaktivitdt von i16/EGFP (100 nM) an der Luft/Wasser-Grenzflache auf Puffer I (20 mM
Tris, 500 mM NaCl, pH 8,0) bei 20 °C. A: Zeitabhingige Druckénderung nach Proteininjektion (Zeit
= 0h), Pfeile markieren den Aufnahmezeitpunkt der dargestellten Spektren in B. B: Reflexions-
Absorptions-Spektren; Inset: AusschnittsvergroBerung des Amidbandenbereiches.

Die simultan aufgenommen Spektren dnderten sich drastisch innerhalb der ersten Stunde nach
der Injektion (Abb. 3.11 B). Nach zweistiindiger Adsorptionszeit wurden keine
Verdnderungen der Spektren mehr beobachtet obwohl der Oberflichendruck noch nicht das
Gleichgewicht erreichte. Die Entwicklung der Schichtdicke des Films an der Luft/Wasser-
Grenzfliche wurde anhand der Ausbildung der v(OH) Bande bei ~3585 cm™ verfolgt. Die
Amid I Bande zeigte sich als Doppelbande mit einem Minimum bei 1631 cm™ und einem
intensititsschwicheren Minimum bei 1658 cm™. Diese Beobachtung spricht fiir eine
Proteinstruktur, die hauptséchlich aus B-Faltbléttern aufgebaut ist aber auch einen erheblichen
a-helikalen Anteil besitzt. Da EGFP hauptsdchlich aus B-Faltblattstrukturen besteht, kann
geschlussfolgert werden, dass die a-helikalen Strukturelemente vom Signalpeptid stammen,
d.h. dass das Signalpeptid durch die Adsorption an die Luft/Wasser-Grenzfliche eine
a-helikale Struktur annimmt. Denn aus CD-spektroskopischen Untersuchungen des i116/EGFP
in Losung ist bekannt, dass die Peptidsequenz unter diesen Bedingungen als Zufallsknéduel
organisiert ist"'°".

Die winkelabhédngig gemessenen Spektren des Proteinfilmes bildeten erneut die Grundlage
zur Bestimmung der Orientierung der Molekiile an der Luft/Wasser-Grenzfliche und der

unterschiedlichen Sekundirstrukturanteile.
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Abb. 3.12: Gemessene (durchgezogen) und simulierte (gepunktet) Spektren des i16/EGFP Films an der
Luft/Wasser-Grenzflache bei 20 °C. Schwarz: p-pol, 40°; Rot: p-pol, 60°; Griin: s-pol 40°; Blau: s-pol
60°; Inset: Ausschnittsvergroferung des Amidbandenbereiches.

Durch die Simulation der OH-Streckschwingungsbande ergibt sich, dass die Schichtdicke im
Vergleich zum EGFP-Film mehr als doppelt so groB3 ist (d = 2,25 nm). Dennoch ist diese
Schichtdicke zu gering als das der Proteinfilm geschlossen vorliegen kann. Auf der Grundlage
der Abmessungen des EGFP-Molekiils lag der berechnete Schichtdickenwert bei ~3,8 nm.
Allerdings wird deutlich, dass durch den Einfluss des gebundenen Signalpeptides eine grofere
Anzahl von Molekiilen adsorbiert. Zudem wurde ein Neigungswinkel der B-Faltblitter von
30 ° bestimmt, was bedeutet, dass auch die Orientierung der Molekiile verdndert ist. Dieser
Effekt konnte direkt durch das gekoppelte Peptid hervorgerufen oder indirekt durch die

verstiarkte Adsorption bewirkt worden sein.

Die Anteile der Sekundéirstrukturen sind beinahe ausgeglichen. So entfallen ~56 % auf
B-Faltblitter und dementsprechend ~44 % auf a-Helices. Die Zunahme des o-helikalen

Anteils ist damit deutlich belegt.

In den Vorversuchen wurde gezeigt, dass die lonenstirke der Subphase einen Einfluss auf die
Adsorption der Proteinmolekiile hat. Aus diesem Grund wurde die Oberflichenaktivitit des
chimiren EGFP zusitzlich in Puffer mit niedriger lonenstirke gemessen. Abb. 3.13 A zeigt,
dass der maximal erreichte Oberflichendruck nach der Injektion niedriger war als bei der
Messung mit hoher Ionenstirke in der Subphase, in der mdglicherweise die

Ladungsabschirmung eine hohere Adsorption an der Grenzflache zulésst (vgl. Abb. 3.11 A).

Die Spektren zeigen, dass die Adsorption des Proteinfilms auflerdem langsamer erfolgte

(Abb. 3.13 B). Erst mehr als 5 h nach der Injektion zeigte das Spektrum seine endgiiltige
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Form. Die v(OH) Bande (3585 cm™) zeigte eine dhnlich starke Intensitit, was auf eine
dhnliche Schichtdicke hinweist. Auch die proteinspezifischen Banden zeigten &hnliche
Positionen und Form, deren Intensitdten ebenfalls mit denen der oben beschriebenen Messung

mit einer Subphase mit hoher Ionenstérke vergleichbar sind.
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Abb. 3.13: Oberflichenaktivitdt von i16/EGFP (100 nM) an der Luft/Wasser-Grenzflache auf Puffer IT (20 mM
Tris, pH 8,0) bei 20 °C. A: Zeitabhidngige Druckdnderung nach Proteininjektion (Zeit = 0 h), Pfeile
markieren den Aufnahmezeitpunkt der dargestellten Spektren in B. B: Reflexions-Absorptions-
Spektren; Inset: Ausschnittsvergroerung des Amidbandenbereiches.

Zusammenfassend bedeuten die Ergebnisse, dass die Ionenstirke der Subphase Einfluss auf
die Adsorptionsgeschwindigkeit hat aber der entstehende Proteinfilm eine &hnliche

Organisation aufweist.

3.2.2.3 IRRA-spektroskopische Untersuchung des Signalpeptidfilms

Um IRRA-Spektren mit gutem Signal/Rausch-Verhiltnis zu erhalten, wurde zunéchst eine

hohe Peptidkonzentration von 1000 nM verwendet.

Wahrend der Injektion des Signalpeptides wurde ein sofortiger Anstieg des
Oberflichendruckes auf ~7 mN m™ beobachtet (Abb. 3.14 A). Mdglicherweise blieben
wihrend der Injektion durch die Pufferoberfliche Peptidmolekiile direkt an der Grenzfliche
hingen. Es ist dennoch anzunehmen, dass der grofite Teil der Peptidlosung in die Subphase
gelangte. Nach der Injektion folgte zunichst eine geringe Abnahme des Oberfldchendruckes
auf ~6 mN m™'. Die Ursache kann eine zumindest partielle Desorption von Peptidmolekiilen
sein. Nach ~1 h stieg der Oberflachendruck wieder stark an. Die Ursache fiir den verzogerten
Adsorptionsbeginn konnte das fehlende Riihren der Subphase sein. Der Oberflichendruck
betrug nach ~12 h ~27 mN m™. Verglichen mit dem Ergebnis des Vorversuches (Abb. 3.8 A,
Magenta) ist der erreichte Oberflichendruck im Gleichgewicht ~7 mN m™ hoher. Diese
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Differenz entspricht dem durch die Injektion verursachten Druckanstieg zu Beginn der

Messung.
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Abb. 3.14: Oberflachenaktivitdt von SP16 (1000 nM) an der Luft/Wasser-Grenzfldche auf Puffer I (20 mM Tris,
500 mM NaCl, pH 8,0) bei 20 °C. A: Zeitabhingige Druckidnderung nach Proteininjektion (Zeit =
0h), Pfeile markieren den Aufnahmezeitpunkt der dargestellten Spektren in B. B: Reflexions-
Absorptions-Spektren; Inset: AusschnittsvergroBerung des Amidbandenbereiches.

Schon kurz nach der Injektion des Signalpeptides zeigten sich im Spektrum charakteristische,
peptidspezifische Banden. Das bestitigt, dass der sprunghafte Druckanstieg wéhrend der
Injektion durch die Bildung eines Peptidfilmes an der Luft/Wasser-Grenzfldche hervorgerufen
wurde. Die v(OH) Bande war deutlich schwécher in ihrer Intensitét als es fiir die Proteinfilme
beobachtet wurde, was auf eine geringere Schichtdicke hindeutet. Zunichst wies die Amid |
Bande zwei Minima auf. Das intensititsstirkere Minimum (1659 cm™) zeigt o-helikale
Strukturen an, wihrend die intensititsschwichere Bande (1632 cm™) die Ausbildung von
B-Faltblattstrukturen anzeigt. Nach ~30 min verschob sich das Intensitéitsverhdltnis zugunsten
der B-Faltblattstrukturen. Die intensititsschwachen Banden bei 1291 cm™ und 1184 cm™
wurden durch TFE hervorgerufen. Dass diese Signale positiv sind, liegt an dem senkrecht zur
Wasseroberfliche ausgerichteten Ubergangsdipolmoment der C-F Bindungen der CF3-Gruppe
im Molekiil. Nach ~1 h nahm die Intensitit der proteinspezifischen Banden stark zu. Die
Amid I Bande entwickelte sich zu einer asymmetrischen Bande mit einem Minimum bei
1623 cm™ und einer Schulter bei 1657 cm™. Das p-Faltblatt scheint die vorherrschende
Sekundérstruktur des Peptides an der Luft/Wassergrenzfliche zu sein. Im Gegensatz zur

Intensititszunahme der peptidspezifischen Banden, gingen die TFE Banden zuriick.

In der Gleichgewichtsphase wurden Spektren in Winkelabhéngigkeit des einfallenden
IR-Strahls gemessen (Abb. 3.15). Durch die Simulationen dieser Spektren wurde ermittelt,
dass im Gleichgewicht ~59 % der Peptidstrukturen als B-Faltblatt vorkommen, die flach an

der Oberfliche liegen. Die a-helikalen Strukturelemente sind um ~90 ° geneigt, was auf eine
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ebenfalls flach liegende Helix hinweist. Fiir die Schichtdicke wurde ein Wert von d = 1,4 nm

bestimmt, was auf einen geschlossen Peptidfilm hindeutet.
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Abb. 3.15: Gemessene (durchgezogen) und simulierte (gepunktet) Spektren des SP16 Films an der Luft/Wasser-
Grenzfliche. Schwarz: p-pol, 40°; Rot: p-pol, 60°; Griin: s-pol 40° Blau: s-pol 60°; Inset:
AusschnittsvergroBerung des Amidbandenbereiches.

Es ist bekannt, dass das Losungsmittel TFE die Ausbildung a-helikaler Strukturen im Peptid
erleichtert'®"). Dass das Signalpeptid auch in der Subphase als a-Helix vorliegt und sich als
solche an die Luft/Wasser-Grenzfliche gelangt, ist dennoch unwahrscheinlich. Nach der
Injektion der Peptidlosung wird das Losungsmittel so stark verdiinnt, dass es keinen Einfluss
mehr auf die Peptidstruktur haben sollte. Durch die Adsorption an die Luft/Wasser-
Grenzfliche organisiert sich das Peptid zunichst in a-Helices und verdndert seine
Konformation hin zu p-Faltblattern. Dieser Prozess konnte sterische Griinde haben. So kommt
es wahrscheinlich durch die Anordnung einer groBlen Anzahl von Peptidmolekiilen zur
Aggregation.

Um dieses Phidnomen als Ursache der Konformationsdnderung zu untersuchen, wurde eine
Messung mit gestaffelter Proteinzugabe durchgefiihrt. Nach der ersten Injektion resultierte
eine Peptidkonzentration von 100 nM in der Subphase. Durch den Injektionsvorgang stieg der
Oberflidchendruck schnell an, sank aber innerhalb weniger Sekunden wieder auf 2 mN m™ ab
(Abb. 3.16 A). Das Spektrum in Abb. 3.16 B zeigt deutlich die Bildung des Peptidfilmes an
der Luft/Wasser-Grenzflache auch bei so geringer Peptidkonzentration. Die Amid I Bande lag
bei 1659 cm™, was fiir eine a-helikale Sekundarstruktur spricht. Die durch TFE verursachten
Banden bei 1290 cm™ und 1180 cm™ waren in den ersten Spektren ebenfalls deutlich zu

sehen, nahmen wahrend der Messung stetig ab und waren schlieBlich nicht mehr zu erkennen.
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Abb. 3.16: Oberflachenaktivitdt von SP16 (100 nM und 200 nM) an der Luft/Wasser-Grenzfliche auf Puffer I
(20mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8,0) bei 20°C. A: Zeitabhéngige Druckdnderung nach
Proteininjektion 1 (Zeit = 0 h) und Injektion 2 (Zeit = 7:50 h, grauer Pfeil), farbige Pfeile markieren
den Aufnahmezeitpunkt der dargestellten Spektren in B. B: Reflexions-Absorptions-Spektren; Inset:
AusschnittsvergroBBerung des Amidbandenbereiches.

Nach einer Messzeit von 8 h wurde erneut Peptidlosung injiziert. Die Konzentration des
Signalpeptides im Trog wurde somit auf ~200 nM erhdht. Durch den Injektionsprozess kam
es wieder zu einer Druckzunahme gefolgt von einem leichten Druckabfall. Auch hier wurde
der Ausgangsdruck nicht wieder erreicht. Ein Gleichgewicht stellte sich allerdings nicht ein,
sondern die Druckidnderung durchlief ein Maximum (Abb. 3.16 A). Zunichst zeigten sich
keine Veranderung des Spektrums durch die erneute Zugabe von Signalpeptid, mit Ausnahme
der TFE Banden (Abb. 3.16 B). Erst ~5 h nach der zweiten Injektion nahm die Intensitat der
v(OH) Bande zu, was auf eine Erh6hung der Schichtdicke des Peptidfilmes schlieBen lésst.
Die deutlichsten Verdnderungen erfuhren die Amid I und II Banden. Aus der symmetrischen
Amid I Bande entwickelte sich zunichst eine Doppelbande (1660 cm™ und 1628 cm™), was
die Ausbildung von zusétzlichen B-Faltblattstrukturen zeigt. Im weiteren Adsorptionsverlauf
bildete sich eine asymmetrische Bande mit einem Minimum bei 1628 cm™ und nur noch einer
schwachen Schulter bei 1660 cm™. Die Entstehung von B-Faltblattstrukturen spiegelte sich
auch in der Verbreiterung und schlieBlich der Verschiebung (von 1547 cm™ zu 1531 cm™) der
Amid II Bande wieder. Die Amid A Bande verschob sich von ~3320 ¢cm™ zu ~3280 cm'l, was
ebenfalls auf die Konformationsdnderung zuriickzufiihren ist. Auch in der Isotherme (Abb.
3.16 A) ist die Umwandlung von a-Helices zu B-Faltblittern in Form des Maximums der

Druckénderung nachzuvollziehen.

Die Resultate lassen darauf schlieen, dass die Bildung von B-Faltblattstrukturen tatsdchlich

durch die erhdhte Peptidkonzentration beeinflusst wird.

1000
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Mittels Filmwaagemessungen wurde gezeigt, dass sowohl die Proteine als auch das Peptid
oberflachenaktiv sind und Protein- bzw. Peptidfilme an der Grenzfliche ausbilden. Auerdem
wurde festgestellt, dass fiir i16/EGFP und SP16 die Erhhung der Ionenstirke der Subphase

einen Anstieg der Adsorptionsaktivitit bewirkt.

Die IRRA-spektroskopischen Messungen der Protein/Peptidfilme erlaubten Einblicke in die
Sekundirstrukturen und die Orientierungen der adsorbierten Molekiile. Wie erwartet, wurde
gezeigt, dass EGFP vorwiegend aus B-Faltblattstrukturen aufgebaut ist. Das chimére Protein
zeigte zusitzlich einen deutlich hoheren a-helicalen Anteil, der wahrscheinlich durch das
Signalpeptid hervorgerufen wird. Das Signalpeptid hat auBerdem Einfluss auf die
Orientierung des EGFP-Molekiils. Es wurde ermittelt, dass die B-Faltblitter des reinen EGFP
einen Neigungswinkel von 20 © aufweisen, wohingegen die des i16/EGFP um 30 °© geneigt
sind. Fiir beide Proteine konnte durch die Berechnung der Schichtdicke ermittelt werden, dass
die ausgebildeten Proteinfilme nicht geschlossen vorliegen. Filmwaagemessungen zur
Adsorption des Peptides an die Luft/Wasser-Grenzfliche zeigten, bei der Verwendung
geringer Peptidkonzentrationen, einen zweistufigen Adsorptionsprozess, der darauf schliefen
lasst, dass es nach der Anordnung der ersten Molekiile an der Grenzschicht zu einer
Umorientierung kommt. Dadurch wird die Mdglichkeit der Anlagerung weiterer Molekiile
geschaffen. Dieser Prozess kann mittels IRRA-Spektroskopie ebenfalls beobachtet werden.
Bei geringer Peptidkonzentration sind die adsorbierten Peptidmolekiile zundchst
hauptsdchlich a-helikal strukturiert. Durch die Erh6hung der Konzentration und damit der
Adsorption weiterer Molekiile dndert sich die Struktur hin zu B-Faltblittern. Nach dieser
Umformung liegen die Faltblitter in einem geschlossenen Peptidfilm flach an der
Grenzflache. Allerdings besteht die Peptidschicht nicht ausschlieBlich aus Faltblittern. Zu
geringeren Anteilen sind auch a-helikale Strukturen erhalten, die sich ebenfalls flach an der
Grenzflache anordnen. Fiir die Adsorptionsmessungen an Lipidmonoschichten bedeutet das,
dass moglichst geringe Peptidkonzentrationen verwendet werden sollten um die Aggregation

zu B-Faltbléttern zu unterbinden.
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3.3 Adsorption der Proteine und des Peptides an Lipidmonoschichten

Nach der Charakterisierung der Lipide und der Untersuchung der Proteine und des Peptides
an der Luft/Wasser-Grenzflache war es von Interesse Interaktionen zwischen diesen beiden
Molekiilspezies zu analysieren. Im den folgenden Abschnitten werden die Ergebnisse der

Interaktionsuntersuchungen mittels Filmwaage und IRRA-Spektroskopie vorgestellt.

3.3.1 Zeitabhangige Adsorption der Proteine und des Peptides an Monoschichten des
Thylakoid-Lipidgemisches

Von besonderem Interesse waren die Interaktionsstudien der verschiedenen Proteine und des

Peptides mit einer der Zusammensetzung der Thylakoidmembran nachempfunden

Monoschicht (Kap. 3.1.1).

3.3.1.1  Untersuchung der zeitabhingigen Adsorption bei konstanter Flidche

Adsorptionsexperimente wurden bei konstant gehaltener Fliche und unterschiedlichen
Ausgangsdriicken des gespreiteten Lipidfilms durchgefiihrt und die zeitabhéingige

Druckénderung nach der Injektion der Protein/Peptidlosungen verfolgt.

Adsorption von EGFP an Thylakoid-Lipidmonoschichten
Nach der Injektion der EGFP-Proteinlésung zu einem Thylakoid-Lipidfilm mit einem

lateralen Oberflichendruck von etwa ~30 mN m™ wurde keine Verinderung des Druckes
festgestellt, was bedeutet, dass das Protein in der zugegebenen Konzentration von 100 nM
nicht mit den Lipiden in Wechselwirkung tritt. Auch bei einem Filmdruck von ~20 mN m’'
wurde keine Interaktion zwischen EGFP und den Lipiden gemessen. Wurde eine Monoschicht
mit noch geringerem Ausgangsdruck (~10 mN m™) vorgelegt, stieg kurz nach der Injektion

der Proteinlosung der Oberfldchendruck leicht an.

Aus einer Auftragung von Am gegen miniia kann der maximale Oberflichendruck my der
Monoschicht abgeschétzt werden, bei dem noch ein Einbau des Proteins erfolgt (Kap.
2.2.1.2). Fiir EGFP ergab sich ein maximaler Einbaudruck von 33,5 mN m™ (Abb. 3.17 A),
was bedeuten wiirde, dass EGFP spontan in Membranen integrieren kann. Allerdings ist it
mit Fehlern behaftet, da die Adsorption bei nur drei Ausgangsdriicken gemessen wurde.
Aufgrund der geringen Adsorptionsstirke bei einem Oberflichendruck von 30 mNm™ ist
nicht eindeutig zu entscheiden, ob EGFP in eine Membran insertieren kann. Auf Grund der
Struktur und der geringen Oberflichenaktivitdt ist jedoch davon auszugehen, dass kein

Membraneinbau stattfindet.
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Adsorption von i16/EGFP an Thylakoid-Lipidmonoschichten
Die Ergebnisse der Oberflichenaktivitditsmessungen zeigten, dass das an EGFP gekoppelte

Signalpeptid Einfluss auf das Adsorptionsverhalten an die Luft/Wasser-Grenzflache hat (Kap.
3.2.1.1 und 3.2.2.2). Moglicherweise beeinflusst es auch die Interaktion mit Lipiden.

Die Adsorptionsmessungen des i116/EGFP an Thylakoidmonoschichten zeigten, dass Am mit
der Erniedrigung des Ausgangsdruckes miniia stieg (Abb. 3.19 A). Bei einem hohem
Ausgangsdruck (~28 mNm™) wurde ein geringer Druckanstieg gemessen (Amy, =
1,6 mN m™). Bei einem Ausgangsdruck von ~20 mN m™ stieg der Druck 2 h nach der
Injektion um 5,1 mN m™ und bei einem noch kleineren lateralen Druck von 10 mNm™ um
10,6 mN m™. In allen Messungen fiel der Druck schon kurze Zeit nach Erreichen der

maximalen Druckdnderung wieder ab.

Die Ermittlung des maximalen Einbaudruckes ergab einen Wert von ~31,0 mN m™ (Abb.
3.17 A). Die Ergebnisse zeigen, dass i16/EGFP wahrscheinlich in der Lage ist sich spontan in

eine Membran einzubauen.
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Abb.  3.17:  Ermittlung des maximalen Einbaudruckes an das  Thylakoid-Lipidgemisch
(MGDG:DGDG:SQDG:PG 55: 27: 7: 11 mol-%) durch Extrapolation der An-Werte 2 h nach der
Injektion der Proteine bzw. des Peptides, auf Puffer I (20 mM Tris, 500 mM NacCl, pH 8,0) bei 20 °C.
A: Protein/Peptidkonzentration: 100 nM Rot: EGFP; Griin: i16EGFP; Blau: SP16. B: Adsorption des
Signalpeptides mit unterschiedlichen Peptidkonzentrationen, Blau: 100 nM; Blau gestrichelt: 500 nM;
bzw. unterschiedlichen Peptidstammldsungen Grau: 20 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8,0 + 0,8 % TFE;
Hellgrau: 20 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8,0 + 0,2 % TFE.

Adsorption des Signalpeptides (SP16) an Thylakoid-Lipidmonoschichten
Es wurde die Interaktionsfihigkeit des in Puffer gelosten Signalpeptides, denen 0,2 mol-%

bzw. 0,8 mol-% TFE zugegeben waren, untersucht. Die Ergebnisse beider Messreihen zeigten
vor allem bei niedrigeren Initialdriicken von 10 und 20 mN m™' sehr dhnliche Ergebnisse. Bei
einem Ausgangsdruck von 30 mN m™ wurden stirkere Abweichungen der Adsorptionsstirke

beobachtet (Abb. 3.17 B). Es wurden maximale Einbaudriicke von ~30,5 mN m™ fiir die
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Messreihe mit geringer TFE-Konzentration bzw. von ~27 mN m™ fiir die Messreihe mit

hoherer TFE-Konzentration ermittelt (Abb. 3.17 B).

Eine stirkere Druckénderung nach der Injektion wurde beobachtet, wenn das Signalpeptid
ausschlieBlich in TFE gelost war. Nach der Injektion der Peptidldsung zu einem
Thylakoidlipidfilm mit einem Ausgangdruck von ~10 mN m™ stieg der Druck in den ersten
2h um ~10 mN m" und blieb dann im Gleichgewicht. Wurde der Ausgangsdruck auf
~20 mN m™" eingestellt, stellte sich ein Gleichgewicht erst ~5 h nach der Injektion ein. Die
Druckinderung betrug dann ~6 mNm™. Nach der Zugabe des Signalpeptides unter eine
Lipidschicht mit einem lateralen Filmdruck von ~30 mN m™ war nach 1,5 h der maximale
Druckanstieg von 1,5 mN m™ erreicht. Die Gleichgewichtsphase war sehr kurz, ~2 h nach der
Injektion begann der Druck deutlich zu sinken. Die Ermittlung des maximalen Einbaudruckes
ergab, dass auch das in TFE geloste Signalpeptid bei einer Konzentration von 100 nM nur

unterhalb von 30 mN m™ in Monoschichten eingebaut wird.

Durch die Vorversuche zur Ermittlung der Oberflichenaktivitit des Peptides wurde
festgestellt, dass eine Konzentration {iber 100 nM eingesetzt werden muss um eine Séttigung
in der Subphase zu erreichen und damit das Entstehen eines geschlossenen Peptidfilmes im
betrachteten Zeitraum zu gewéhrleisten. Daher wurden zusitzlich Adsorptionsmessungen an
Lipidmonoschichten mit einer Signalpeptidkonzentration von 500 nM angefertigt. Verglichen
mit den Untersuchungen mit geringen Peptidkonzentrationen waren die maximal erreichten
Druckwerte sehr dhnlich. In den Adsorptionsverldaufen lieen sich allerdings Unterschiede
feststellen. Die Druckanstiege nach der Injektion der Peptidlosungen zu Lipidfilmen mit
Ausgangsdriicken von 10 bzw. 20mNm' waren wesentlich steiler. Lag eine
Lipidmonoschicht mit einem Oberflichendruck von ~30 mN m™ vor, stieg der Druck nach
der Injektion der Peptidlosung kontinuierlich, bis sich nach ~3 h ein Gleichgewicht
ausbildete. Die Extrapolation der Daten ergab auch hier einen Wert des maximalen

Einbaudruckes von unter 30 mN m™ (Abb. 3.17 B).

3.3.1.2  Untersuchung der zeitabhdngigen Adsorption bei konstantem Druck

Die Messungen bei konstant gehaltenem Druck dienten als Vorversuche der
IRRA-spektroskopischen  Messungen. Sie sollten helfen geeignete, einheitliche
Untersuchungsbedingungen fiir die Adsorptionsstudien der verschiedenen Substrate (EGFP,
116/EGFP, SP16) zu finden. In diesem experimentellen Aufbau wurde der Oberflichendruck
des Thylakoidlipidfilms konstant gehalten und nach der Injektion der Proteinlésung die
zeitabhingige Anderungen der Fliche beobachtet (2.2.1.2).
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Adsorption von EGFP an Thylakoid-Lipidmonoschichten
In Kap. 3.3.1.1 wurde gezeigt, dass EGFP nur schwach mit Lipidmonoschichten interagiert.

Bei einem hohen Oberflichendruck von 30 mN m™ wurde nach der Proteininjektion
erwartungsgemal keine Flichenénderung festgestellt. In Messungen mit niedrigeren, lateralen
Filmdriicken wurden Flachendnderungen beobachtet. Wurde ein Oberflichendruck von
20 mN m™' vorgelegt, stellte sich nach ~4 h ein Gleichgewicht bei einer Flicheninderung von
>3 % ein (AAan = ~3,5 %). Die Flichenidnderung nach der gleichen Inkubationszeit bei der
Messung mit dem geringsten Filmruck von 10 mN m™ betrug ~10 %. Ein Gleichgewicht

wurde in der betrachten Zeit nicht erreicht.

Adsorption von i16/EGFP an Thylakoid-Lipidmonoschichten

In den Experimenten mit i16/EGFP wurden bei jedem vorgelegtem Oberflichendruck
Flacheninderungen nach der Proteininjektion beobachtet. Bei einem lateralen Filmdruck von
30 mN m™ erfolgte eine geringe Zunahme der Fliche pro Lipidmolekiil (AA4, = ~4 %). In der
betrachteten Messzeit wurde kein Gleichgewicht erreicht. Wurden Monoschichten mit
geringeren Oberflachendriicken vorgelegt, war eine deutliche Zunahme der Flachen pro
Lipidmolekiil zu erkennen. Messungen bei einem Oberflichendruck von 20 mN m™ zeigten,
dass sich nach ~4 h Gleichgewichtsbedingungen einstellten. Die Flichendnderungen lagen
dann zwischen 14 % und 18 %. Bei geringerem Oberflichendruck von 10 mN m™ nahm die
Fliache nach der Injektion rasant zu. Die maximale Flichenédnderung konnte nicht ermittelt
werden, da die maximal zur Verfiigung stehende Fliche erreicht wurde, bevor sich ein

Gleichgewicht einstellte.

Adsorption des Signalpeptides (SP16) an Thylakoid-Lipidmonoschichten
Das Signalpeptid (100 nM) verursachte keine Flidcheninderung, wenn es zu einer

Lipidmonoschicht mit einem Oberflichendruck von 30 mN m™ zugegeben wurde. Bei einem
Filmdruck von 20 mN m™ zeigte sich eine schwache Interaktion (AAm.x = <3 %). Lag der
Oberflichendruck von nur 10 mN m™' vor, wurde eine schnelle Flichenzunahme beobachtet.

Der Maximalwert konnte auch in diesem Fall nicht ermittelt werden.

3.3.1.3 Zeitabhingigen Adsorption bei konstantem Druck: IRRA-Spektroskopie

Die Vorversuche aus Kapitel 3.3.1.2 lassen darauf schlieBen, dass mit
IRRA-spektroskopischen Untersuchungen bei einem lateralen Filmdruck von 20 mN m’
detaillierte Informationen {iber die Adsorption der verschiedenen Substrate an

Lipidmonoschichten gewonnen werden konnten. Dafiir wurde die Protein/Peptidlosung nach
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der Kompression des Filmes zu einem Oberflichendruck von 20 mN m" durch die
Oberflache injiziert und die =zeitabhdngige Flacheninderung, sowie IRRA-Spektren
beobachtet.

Adsorption von EGFP an Thylakoid-Lipidmonoschichten
Wihrend der Injektion der EGFP-Proteinldsung verkleinerte sich zundchst die Fliche pro

Lipidmolekiil, was wahrscheinlich durch die mechanische Stérung der Lipidschicht
hervorgerufen wurde. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass beim Injektionsprozess mit
der Injektionsspritze einzelne Lipidmolekiile mit in die Subphase gezogen wurden. Nach dem
Injektionsvorgang wurde eine sehr geringe Flichenzunahme beobachtet (Abb. 3.18 A), was
die Ergebnisse aus den Vorversuchen bestétigt. Nach etwa zehnstlindiger Inkubationszeit
stieg die Geschwindigkeit der Flichenzunahme. Der langsame Adsorptionsprozess in diesem

Versuchsaufbau kann dadurch erklirt werden, dass die Subphase nicht durchmischt wurde.

Die wihrend der Messung aufgenommen IRRA-Spektren zeigten zundchst keine
proteinspezifischen Banden (Abb. 3.18 B). Nach langer Inkubationszeit (~10h) traten
Anderungen im Spektrum auf, die allerdings darauf hinweisen, dass Protein in den
Referenztrog gelangte und dort an die Grenzfldche adsorbierte. Das ist durch die Entstehung
von positiven Banden in der Amid I und II Region des Spektrums zu erkennen. Auflerdem
wurde auch eine Intensititsabnahme der v(OH) Bande beobachtet, was durch die die
Verrechnung des durch den entstandenen Proteinfilm verfélschten Referenzspektrums
verursacht wird. Auch die Anderung der vo(C=CH,) Bande, der symmetrischen und

antisymmetrischen v(CH,) Banden und der v(C=0) Bande konnen so erklart werden.
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Abb. 3.18: Adsorption von EGFP (100 nM) an das Thylakoid-Lipidgemisch (MGDG/DGDG/SQDG/PG 55: 27:
7: 11 mol-%) bei © = 20 mN m" auf Puffer I (20 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8,0) bei 20 °C. A:
Zeitabhingige Fldchendnderung nach Proteininjektion (Zeit = O0h), Pfeile markieren den
Aufnahmezeitpunkt der dargestellten Spektren in B. B: Reflexions-Absorptions-Spektren, Schwarz:
reines Lipidspektrum; Inset: Ausschnittsvergroflerung des Amidbandenbereiches.
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Allgemein passen die Ergebnisse dennoch in das Bild eines nicht zur Interaktion oder
Insertion mit bzw. in Lipidmonoschichten neigenden Proteins. Es wird deutlich, dass es eher

dazu neigt an Luft/Wasser-Grenzflichen einen Proteinfilm auszubilden.

Adsorption von i16/EGFP an Thylakoid-Lipidmonoschichten
Nach der Injektion der i16/EGFP-Proteinlosung wurde zundchst keine Flachenidnderung pro

Lipidmolekiil festgestellt und auch in den entsprechenden Spektren sind keine Verdanderungen
im Bezug auf das Spektrum der reinen Lipidschicht zu erkennen (Abb. 3.19). Nach ~90 min
begann die Flichenzunahme und erreichte nach 12 h ~30 % (Abb. 3.19 A).

Etwa 2 h nach der Injektion zeigten sich auch im IRRA-Spektrum deutliche Verdnderungen,
die durch den Einbau der Proteinmolekiile in die Lipidmonoschicht verursacht wurden. Die
Schichtdicke nahm zu, was durch die Intensititszunahme der v(OH) Bande (~3585cm™)
abgeleitet werden kann. Ursache ist die Einlagerung der Proteine in die Monoschicht.
Proteinspezifische Banden wurden erst nach ldngerer Inkubationszeit beobachtet. Die Amid I
Bande war als Doppelbande ausgeprigt (mit Minima bei 1652 cm™ und 1629 cm™). Diese
Bandenpositionen zeigen, dass a-helikale und B-Faltblattstrukturen vorliegen. Da EGFP die
Struktur eines B-Barrels mit geringem o-helikalen Anteilen hat, muss das Signalpeptid in
a-helikaler Form vorliegen. Die Wechselwirkung des i16/EGFP mit der Lipidmonoschich
erhoht offensichtlich die Tendenz des Signalpeptides zur Ausbildung einer a-helikalen
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Abb. 3.19: Adsorption von i16/EGFP (100 nM) an das Thylakoid-Lipidgemisch (MGDG/DGDG/SQDG/PG 55:
27:7: 11 mol-%) bei © = 20 mN m’" auf Puffer I (20 mM Tris, 500 mM NacCl, pH 8,0) bei 20 °C. A:
Zeitabhingige Fldchendnderung nach Proteininjektion (Zeit = O0h), Pfeile markieren den
Aufnahmezeitpunkt der dargestellten Spektren in B. B: Reflexions-Absorptions-Spektren, Schwarz:
reines Lipidspektrum; Inset: Ausschnittsvergrof3erung des Amidbandenbereiches.

Am Ende der Messung wurden Spektren vom Protein/Lipidfilm in Abhédngigkeit des

IR-Einfallswinkels sowohl in p- als auch in s-Polarisation aufgenommen. In Abb. 3.20 sind
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ausgewdhlte, gemessene und simulierte Spektren des adsorbierten i116/EGFP an die
Thylakoidlipidschicht miteinander verglichen. Durch die Simulation wurde ein
Neigungswinkel der B-Faltbldtter von ~50 ° ermittelt. Das zeigt im Vergleich zur Adsorption
des Proteins an die Luft/Wasser-Grenzfldche, dass die Interaktion des Proteins mit Lipiden

einen Einfluss auf dessen Orientierung hat.
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Abb. 3.20: Gemessene (durchgezogen) und simulierte (gepunktet) Spektren des adsorbierten i16/EGFP an der
Thylakoid-Lipidmonoschicht. Schwarz: p-pol, 40°; Rot: p-pol, 60°; Griin: s-pol 40°; Blau: s-pol 60°;
Inset: Ausschnittsvergroerung des Amidbandenbereiches.

Die Schichtdickenbestimmung durch die Simulation der OH-Bande des Protein/Lipidfilms
ergab einen Wert von d = 2,2 nm und weist damit einen dhnlichen Wert auf, wie er fiir den
reinen Proteinfilm ermittelt wurde (Kap. 3.2.2.2). Die Schichtdicke des reinen Lipidfilms bei
20 mN m™ wurde separat mit d = 1,44 nm bestimmt. Die geringe Zunahme der Schichtdicke
durch die Adsorption des Proteins zeigt deutlich eine Insertion in die Monoschicht. Durch
eine Anlagerung des Proteins an die Lipidschicht wiirde eine stirkere Zunahme erwartet

werden.

Adsorption des Signalpeptides (SP16) an Thylakoid-Lipidmonoschichten
Die Adsorptionsmessung mit dem Signalpeptid wurden durch stufenweise Injektion zur

Erhohung der Peptidkonzentration vorgenommen (Abb. 3.21).

Bei jedem Injektionsvorgang wurde ein rasanter Druckanstieg, gefolgt von einem sofortigen
Abfall des Druckes, beobachtet. Auch die Fliche pro Lipidmolekiil vergroBerte sich
sprunghaft durch die Injektion. Beide Beobachtungen konnen auf die mechanische Storung
des Systems bzw. auf das Hingenbleiben von Peptidmolekiilen wihrend des

Injektionsvorganges in der Grenzschicht zuriickgefiihrt werden.
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Die erste Injektion unter die Lipidmonoschicht bei einem lateralen Oberflichendruck von
20 mN m™ resultierte in einer Peptidkonzentration von 100 nM in der Subphase. Durch den
Injektionsvorgang vergroferte sich die Fliche um ~1 %. Nach ~2 h begann eine geringe
Flachenzunahme um nochmals ~1,5 %. Dort stellte sich ein Gleichgewicht ein. Die simultan
aufgenommenen Spektren zeigten keine peptidspezifischen Banden. Ausschlieflich die durch
das TFE verursachten Banden (1291 cm™ und 1181 cm™) wihrend der friihen Inkubationszeit

wurden beobachtet.
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Abb. 3.21: Adsorption von SP16 (100, 200, 300, 400 bzw. 500 nM) an das Thylakoid-Lipidgemisch
(MGDG/DGDG/SQDG/PG 55: 27: 7: 11 mol-%) bei = = 20 mN m™" auf Puffer I (20 mM Tris,
500 mM NaCl, pH 8,0) bei 20 °C. A: Zeitabhingige Druck- und Fliachendnderung nach stufenweise
Erhohung der Peptidkonzentration um jeweils 100 nM, Pfeile markieren den Aufnahmezeitpunkt der
dargestellten Spektren in B. B: Reflexions-Absorptions-Spektren, Schwarz: reines Lipidspektrum;
Inset: Ausschnittsvergroferung des Amidbandenbereiches.

Durch die zweite Injektion erhohte sich die Peptidkonzentration auf 200 nM in der Subphase.
Die relative Fliachendnderung betrug ~6 %. Es zeigte sich eine Intensititsverringerung der
v(OH) Bande, was auf eine Schichtdickenabnahme und damit auf einen Einbau der kleinen
Peptide in die Lipidmonoschicht hindeutet. Peptidspezifische Banden wurden nicht
beobachtet.

Der dritte Injektionsvorgang (Peptidkonzentration von 300nM) verursachte eine
Flachenzunahme von ~13 %. In den ersten Spektren nach der Zugabe des Peptides wurden
TFE-Banden beobachtet. Nach flinfstiindiger Inkubationszeit wurden auflerdem sehr geringe

Anderungen im Bereich der Amid I und II Banden beobachtet.

Durch die vierte Injektion stieg die Flache pro Lipidmolekiil deutlich an (bis ~28 %). Kurz
nach der Injektion bildeten sich deutlich Banden im Amid I und II Bereich aus, die
hauptsdchlich auf pB-Faltblattstrukturen schlieen lassen. Im weiteren Verlauf nahmen diese
peptidspezifischen Banden zunéchst ab, dann wieder zu. Diese Fluktuation ist wahrscheinlich

auf peptidreiche und peptidarme Bereiche im Lipidfilm zuriickzufiihren. Durch die Mobilitét
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des heterogenen Filmes auf der Subphase gelangen die unterschiedlich zusammengesetzten

Bereiche in den Fokus des IR-Strahlenganges.

Die letzte Injektion, die in einer Peptidkonzentration von 500 nM resultiert, verursachte einen
schnellen Anstieg der Flache pro Lipidmolekiil bis die maximal verfiigbare Fliche erreicht
wurde. Die Spektren zeigten die Ausbildung einer deutlichen Amid I Bande bei 1628 cm™,
was auf aggregierte PB-Faltblattstrukturen hindeutet. Die Intensitidt der v(OH) Bande nahm

leicht ab, was eine leichte Abnahme der Filmschichtdicke zeigt.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass EGFP nur schwach mit Monoschichten
bestehend aus den Hauptbestandteilen der Thylakoidmembran interagierte. Dagegen zeigten
sowohl das chimére Protein (i16/EGFP) als auch das Signalpeptid (SP16, gelost in TFE)
deutliche Wechselwirkungen mit den Lipiden. Eine Erhohung der Peptidkonzentration hat
lediglich Einfluss auf die Geschwindigkeit der Adsorption, nicht aber auf die Maximalwerte
der hervorgerufenen Druckinderung oder den maximalen Einbaudruck. Die Abschétzung des
maximalen Einbaudruckes zeigte, dass eine spontane Insertion in Membranen sowohl des

116EGFP als auch des Peptides wahrscheinlich nur in geringem Ausmal stattfindet.

Durch die starke Verdiinnung des Peptides und die Zugabe der geringen Mengen TFE, ist es
nicht gelungen, eine praktikable Stammldsung herzustellen. Die Beeinflussung der Struktur
des Peptides durch das Losen in reinem TFE wurde durch das geringe Injektionsvolumen in

den Messungen und damit einer starken Verdiinnung in der Subphase entgegengewirkt.

Die IRRA-spektroskopische Untersuchung des Adsorptionsverhaltens von EGFP an eine
Lipidmonoschicht ergab, dass kein Einbau des Proteins zwischen die Lipidmolekiile erfolgt.
Fiir das chimére Protein (116/EGFP) wurde gezeigt, dass sich der a-helikale Strukturanteil des
Proteins in Wechselwirkung mit Lipiden, verglichen mit dem reinen Proteinfilm, vergrofert.
AuBerdem wirkt sich die Interaktion mit Lipiden auch auf den Neigungswinkel der
B-Faltblatter im Molekiil aus (6 ~50 °). Wurde das Signalpeptid in geringen Konzentrationen
fiir die Adsorptionsmessungen eingesetzt, wurden keine Wechselwirkungen beobachtet.
Durch Erhohung der Konzentration zeigte sich eine deutliche Wechselwirkung zwischen

Peptid und den Lipiden, wobei das Peptid an der Grenzflache aggregiert.

Insgesamt legen die Ergebnisse nahe, dass das gekoppelte Signalpeptid nicht nur fiir die
spezifische Bindung an die Proteine des Translokationskomplexes essentiell ist, sondern auch
eine vorhergehende Interaktion des zu transportierenden Proteins mit der Membran

beglinstigt. Shanmugham et al. zeigte durch die Kopplung Sec- und Tat-spezifischer
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Signalpeptide an GFP, dass diese Peptidsequenzen eine Bindung des Proteins an Lipide

[102]

ermoglichen' ™. Auch mit dem in dieser Arbeit verwendeten Signalpeptid, allerdings

1% und bestitigen

gekoppelt an ein anderes Protein, wurden solche Beobachtungen gemach
damit die beschriebenen Ergebnisse und dass fiir die Wechselwirkung mit den Lipiden

hauptsichlich das Signalpeptid verantwortlich ist.

3.3.1.4 Der Einfluss der lonenstdrke der Subphase auf die Adsorption der Proteine und des
Peptids an Lipidmonoschichten

In den Oberflachenaktivitdtsmessungen der Proteine und des Peptides wurde unter anderem

das Adsorptionsverhalten in Abhéngigkeit von der Ionenstirke der Subphase untersucht.

Dabei wurde festgestellt, dass die lonenstirke den gréften Einfluss auf die Adsorption des

116/EGFP hat (Kap. 3.2.1.1 und Abb. 3.7). Es wurde untersucht, ob es einen &hnlichen

Einfluss die Ionenstdrke der Subphase auf die Wechselwirkung der Proteine und des Peptides

mit den Lipiden der Monoschicht gibt.

Filmwaagemessungen
EGFP zeigte keine Wechselwirkungen mit den Lipiden, wenn die Ionenstiarke der Subphase

niedrig ist.

Die Adsorptionsstirke von 116/EGFP an die Thylakoidlipidschicht unter Verwendung eines
Puffers mit geringer lonenstdrke war im Vergleich zu den Messungen mit hoher Ionenstérke
in der Subphase geringer. Es ergab sich aus der Extrapolation der Daten ein hoherer
maximaler Einbaudruck von ~34 mN m™ (Abb. 3.22). Allerdings ist dieser mit einem hohen

Fehler behaftet und daher wenig aussagekréftig.

An/ mN m

/mNm"

Tinitial

Abb.  3.22:  Ermittlung des maximalen Einbaudruckes an das  Thylakoid-Lipidgemisch
(MGDG:DGDG:SQDG:PG 55: 27: 7: 11 mol- %) durch Extrapolation der An-Werte 2 h nach der
Injektion des Proteins bzw. des Peptides, auf Puffer II (20 mM Tris, pH 8,0) bei 20 °C; Griin:
i16EGFP (100 nM); Blau: SP16 (100 nM); Blau gestrichelt: SP16 (500 nM).
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In den Adsorptionsmessungen mit dem Signalpeptid an Thylakoidmonoschichten auf einer
Subphase mit geringer lonenstirke zeigten sich geringere Wechselwirkungen als in den
Experimenten mit salzhaltiger Subphase. Auch fiir das Signalpeptid wurde ein hoherer
maximaler Einbaudruck (~34 mN m™) ermittelt, welcher aufgrund der hohen Fehlerquote
ebenfalls wenig repriasentativ ist. Wie gezeigt wurde (Kap. 3.3.1.1 und Abb. 3.17), hat die
Zugabe des Signalpeptides in einer hoheren Konzentration von 500 nM keine Auswirkungen
auf die Interaktion mit Lipiden. Bei einer Puffersubphase mit geringerer lonenstirke
bestdtigte sich diese Beobachtung nicht. Bei der Messung mit einem lateralen
Oberflichendruck von ~10 mN m™ wurde eine fast doppelt so hohe Druckinderung durch die
Zugabe des Peptides beobachtet. Der Adsorptionsprozess war hier zweistufig. Ein solches
Verhalten wurde auch fiir die Adsorption an die Luft/Wasser-Grenzfliche beobachtet (Kap.
3.2.1.2). Der geringe Oberflichendruck erlaubt eine Umorientierung des adsorbierenden
Peptides und damit die Anlagerung zusitzlicher Molekiile. Die Druckénderungen, die bei
héheren Filmdriicken (20 bzw. 30 mN m™) gemessen wurden, unterscheiden sich nach der

Zugabe der unterschiedlichen Mengen des Signalpeptides kaum.

IRRA-Spektroskopie
Mittels IRRA-Spektroskopie sollte festgestellt werden, ob neben der Adsorptionsstirke auch

die Orientierung oder Konformation des mit den Lipiden interagierenden Proteins/Peptides
beeinflusst wird. Da der Einfluss der lonenstéirke auf die Stdrke der Adsorption von i116/EGFP
an Lipidmonoschichten besonders deutlich war, wurde fiir die IRRA-spektroskopische

Untersuchung dieses Protein verwendet.
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Abb. 3.23: Adsorption von i16/EGFP (100 nM) an das Thylakoid-Lipidgemisch (MGDG/DGDG/SQDG/PG 55:
27:7: 11 mol-%) bei © = 20 mN m™" auf Puffer IT (20 mM Tris, pH 8,0) bei 20 °C. A: Zeitabhingige
Flachendnderung nach Proteininjektion (Zeit = 0 h), Pfeile markieren den Aufnahmezeitpunkt der
dargestellten Spektren in B. B: Reflexions-Absorptions-Spektren, Schwarz: reines Lipidspektrum;
Inset: AusschnittsvergroBerung des Amidbandenbereiches.
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Es zeigte sich, dass der Adsorptionsprozess langsamer erfolgt verglichen mit der Messung auf
salzhaltigem Puffer (vgl. Abb. 3.19 und Abb. 3.23). Die Fliche pro Lipidmolekiil vergroferte
sich erst nach langer Inkubationszeit (~5 h) und war im Vergleich zu Abb. 3.19 nicht so stark.
Die Signalintensititen der Amidbanden in den Spektren waren ebenfalls geringer. Dennoch
lieB sich eine hauptsédchlich aus B-Faltbléttern aufgebaute Sekundarstruktur erkennen, die von

a-helikalen Elementen begleitet wird.

Die Ergebnisse der Adsorptionsmessungen an Lipidmonoschichten unter Verwendung einer
Subphase mit geringer Ionenstirke zeigen, dass die Adsorption von EGFP an
Lipidmonoschichten dadurch nicht beeinflusst wurde. Durch Untersuchungen mit der
Filmwaage wurde eine geringere Wechselwirkung mit den Lipiden fiir i16/EGFP beobachtet.
IRRA-spektroskopische Messungen zeigten, dass die lonenstérke zwar einen Einfluss auf die
Adsorptionsgeschwindigkeit hat, wahrscheinlich aber nicht auf die Sekundérstruktur des
Proteins. Bei geringen Peptidkonzentrationen wurde fiir SP16 eine geringere Adsorption an
Lipide festgestellt als in den Messungen mit hoher Ionenstdrke beobachtet wurde. Bei hoherer
Peptidkonzentration wurde allerdings eine stirkere Wechselwirkung mit Lipidmonoschichten
mit einen geringen Oberflichendruck von 10 mN m™ gemessen. In den Messungen mit einem
lateralen Druck von 20 bzw. 30 mN m™ wurde kein Unterschied in der Stirke der Adsorption
zwischen den beiden eingesetzten Peptidkonzentrationen festgestellt. Da auch fiir die
Messungen, in denen Puffer mit hoher lonenstirke verwendet wurde, kaum Unterschiede in
der Adsorptionsstirke bei Verwendung unterschiedlicher Peptidkonzentrationen beobachtet
wurden, kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Adsorptionsmessung auf Puffer mit
geringer lonenstérke und einem geringen lateralen Oberflachendruck des Lipidfilms artifiziell

und damit nicht reprdsentativ ist.

3.3.2  Adsorption der Proteine und des Peptides an PG/SQDG- und an MGDG-
Monoschichten

Adsorptionsexperimente an das aus negativ geladenen Lipidkomponenten zusammengesetzte
Gemisch (anionisches Lipidgemisch: PG und SQDG 61:39 mol-%) und an die
Hauptkomponente der Thylakoidmembran MGDG wurden angefertigt um zu untersuchen, ob
und welche der Komponenten der thylakoidalen Lipide fiir die Wechselwirkung besonders
wichtig sind.

Nach der Zugabe des EGFP zu stirker negativ geladenen Monoschichten bzw. zu MGDG bei

den unterschiedlichen Ausgangsdriicken von 10, 20 und 30 mN m™', wurde in allen Fillen ein
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sehr schwacher und langsamer Druckanstieg beobachtet. Es ist offensichtlich, dass EGFP

auch in diese Monoschichten nicht insertiert (Abb. 3.24).

Das Signalpeptid tragende i116/EGFP zeigte eine deutliche Wechselwirkung mit den
Lipidfilmen des anionischen Lipidgemisches und MGDG, besonders bei niedrigen
Ausgangsdriicken. Bei einem Ausgangsdruck von ~30 mNm™ bewirkte die Zugabe des
Proteins jedoch nur einen sehr schwachen Druckanstieg. Die Ermittlung des maximalen
Einbaudruckes in die negativ geladene Monoschicht ergab einen Wert von ~31 mN m™' und
liegt damit im gleichen Bereich wie fiir einen Einbau in die Monoschicht bestehend aus dem
Thylakoidlipidgemisch. Fiir die Insertion des Proteins in den MGDG-Lipidfilm ist der
maximale Einbaudruck mit ~29 mN m™ geringer als fiir die Interaktionen mit den gemischten
Lipidschichten. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass elektrostatische Kréfte einen Einfluss
auf die Interaktion des Proteins mit den Lipiden haben. Die Monoschicht bestehend aus
MGDG ist ungeladen. Das Thylakoidlipidgemisch und das anionische Gemisch bilden
Monoschichten mit negativer Ladung, wobei letztere stirker geladen ist. Da der maximale
Einbaudruck fiir beide geladenen Monoschichten dhnlich ist, scheint eine stirkere negative

Ladung der Lipidschicht die Akkumulation von i16/EGFP an den Grenzflichen nicht zu

erhohen.
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Abb. 3.24: Ermittlung des maximalen Einbaudruckes an Lipidmonoschichten durch Extrapolation der An-Werte
2 h nach der Injektion der Proteine bzw. des Peptides, auf Puffer I (20 mM Tris, 500 mM NaCl, pH
8,0) bei 20 °C; Rot: EGFP (100 nM); Griin: i16EGFP (100 nM); Blau: SP16 (100 nM) Blau
gestrichelt: SP16 (500 nM). A: Adsorption an das anionische Lipidgemisch (SQDG:PG 39:
61 mol-%); B: Adsorption an MGDG.

Mit dem in TFE geldsten Signalpeptid wurden Adsorptionsexperimente mit einer
Peptidkonzentration von 100 nM und 500 nM an Monoschichten bestehend sowohl aus
MGDG als auch aus dem anionischen Lipidgemisch vorgenommen. Die Messungen bei

niedriger Peptidkonzentration zeigten an beiden Monoschichten gleiche Druckédnderungen.
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Bei einem Ausgangsdruck von 30 mN m™' wurde keine Anderung des Druckes gemessen. Die
maximalen Einbaudriicke lagen jeweils knapp unterhalb von 30 mN m™ und sind damit gut

vergleichbar mit my in eine Monoschicht des Thylakoidlipidgemisches.

Die Adsorptionsmessungen mit einer Peptidkonzentration von 500 nM zeigten dagegen auch
bei einem Ausgangsdruck von 30 mNm™ eine deutliche Zunahme des Druckes. Die
maximalen Einbaudriicke lagen iiber dem kritischen Wert von 30 mN m™. Fiir MGDG wurde
ein maximaler Einbadruck von ~31 mN m™ gefunden, fiir das anionische Lipidgemisch sogar
ein Wert von ~36,5mNm’'. Dass eine verstirkte Wechselwirkung bei hdherer
Peptidkonzentration an das Thylakoidlipidgemisch nicht beobachtet werden konnte, liegt
moglicherweise an der Lipidkomponente DGDG. Es hat eine grole Kopfgruppe (Abb. 1.9)
und konnte dadurch ein sterisches Hindernis fiir die adsorbierenden Peptidmolekiile

darstellen.

Die beiden Proteine EGFP und i16/EGFP zeigten weder eine besondere Affinitdt zur
Hauptkomponente (MGDG) der thylakoidalen Membran noch zu stirker negativ geladenen
Monoschichten. Bei geringen Peptidkonzentrationen lésst sich ebenfalls keine Priferenz im
Adsorptionsverhalten feststellen. Messungen mit hoheren Peptidkonzentrationen zeigten
allerdings eine verstirkte Interaktion mit negativ geladenen Monoschichten, was beweist, dass
elektrostatische Wechselwirkungen zumindest teilweise an der Bindung mit Lipiden beteiligt

sind.

3.3.3  Zeitabhangige Adsorption der Proteine und des Peptides an POPC

Die in Kap. 3.3.1 und 3.3.2 beschriebenen Experimente wurden mit Lipidmonoschichten
durchgefiihrt, die aus Lipiden bestanden, wie sie in Thylakoidmembranen vorkommen. Dabei
zeigte sich, dass 116/EGFP sowohl an geladene als auch an ungeladene Monoschichten bindet.
Daraus lésst sich schlieSen, dass hydrophobe Wechselwirkungen bei der Bindung eine Rolle
spielen. Aus diesem Grund wurden Messungen mit einem anderen, typisch zwitterionischen
Phospholipid - POPC - durchgefiihrt, um zu testen, ob hydrophobe Wechselwirkungen bei der

Bindung auftraten.
EGFP zeigte erwartungsgemill keine Wechselwirkungen mit POPC-Monoschichten (Abb.
3.25 A, Rot).

Die Zugabe des chiméren Proteins zu POPC-Monoschichten bewirkte, unabhingig vom
lateralen Oberfldchendruck des Lipidfilms, einen jeweils fast identischen Anstieg des Druckes

(Abb. 3.25 A, Griin). Daraus resultierte fiir den maximalen Einbaudruck einen Wert liber dem
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kritischen Oberflachendruck von 30 mN m'l, was bedeutet, dass 116/EGFP spontan in POPC-
Membranen interkalieren konnen sollte (Abb. 3.25 C).
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Abb. 3.25: Adsorptionsisothermen der Proteine bzw. des Peptides an POPC auf Puffer I (20 mM Tris, 500 mM
NaCl, pH 8,0) bei 20 °C. A: Rot: EGFP (100 nM); Griin: i16/EGFP (100 nM). B: Blau: SP16
(100 nM); Schwarz: SP16 (500 nM). C: Ermittlung des maximalen Einbaudruckes an POPC durch
Extrapolation der An-Werte 2 h nach der Injektion der Proteine bzw. des Peptides.

Mit dem Signalpeptid wurden Adsorptionsmessungen an POPC-Monoschichten mit den

unterschiedlichen Peptidkonzentrationen von 100 nM bzw. 500 nM vorgenommen.

Nach der Zugabe des Peptides in geringer Konzentration wurden schwache, fast gleiche
Druckinderungen bei den hdheren Initialdriicken von ~20 und ~30 mN m™' beobachtet. Bei
einem geringeren Ausgangsdruck von ~10 mN m™ wurde eine deutlich stirkere, zweistufige
Druckzunahme gemessen (Abb. 3.25 B, Blau). Die stufenweise Erhohung des
Oberflachendruckes nach der Injektion bei geringen Initialdriicken macht die Ermittlung des
maximalen Einbaudruckes unmdglich. Die Datenpunkte koénnen nicht durch die bisher

verwendete lineare Regression ausgewertet werden (Abb. 3.25 C).

Wurde eine Peptidkonzentration von 500 nM zugegeben, wurden stiarkere Druckédnderungen
beobachtet. Die Druckdnderungen in den Messungen mit Initialdriicken von ~20 bzw.

~30 mN m™" unterschieden sich kaum. Es wurden mehrstufige Verldufe der Adsorption des
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Peptides an Monoschichten mit Oberflichendriicken von 20 bzw. 10 mN m" beobachtet
(Abb. 3.25 B, Schwarz). Dieses Adsorptionsverhalten ist wahrscheinlich das Ergebnis von
Umorientierungen der Peptide in der Monoschicht. Dieser Prozess scheint vom Initialdruck
und von der Peptidkonzentration in der Subphase abhdngig zu sein. Auch hier ist die
Ermittlung des maximalen Einbaudruckes durch eine lineare Regression nicht moglich (Abb.

3.25C).

Das reine EGFP wechselwirkt ebenso wenig mit der POPC-Monoschicht wie mit den
Thylakoidlipiden. Allerdings zeigten die Messungen mit i16/EGFP und dem Signalpeptid,
dass diese Substrate nicht nur mit den thylakoidspezifischen Lipiden interagieren. Das
chimire Protein interagiert allerdings weniger stark mit der POPC-Monoschicht als mit den
Thlakoidlipiden bzw. deren Mischungen. Die Interaktionen des Signalpeptides zeigten bei
niedrigen Oberflichendriicken der Lipidmonoschichten bzw. hoheren Peptidkonzentrationen
ein mehrstufiges Adsorptionsverhalten, was auf Umorientierungsprozesse der Peptidmolekiile
in der Grenzschicht hindeutet. Ein solches Verhalten wurde auch fiir die Oberflachenaktivitit
des Peptides festgestellt. Bei Adsorptionen an die thylakoidspezifischen Lipide trat im
betrachteten Messzeitraum keine Umorientierung der Peptide auf. Entweder erfolgt dieser
Prozess in Wechselwirkung mit den thylakoidalen Lipiden bzw. Lipidgemischen schneller
und konnte mit den eingesetzten Untersuchungsmethoden nicht aufgeldst werden oder der

Prozess ist sehr viel langsamer und dauert ldnger als die Messungen verfolgt wurden.
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3.4 Untersuchung des Adsorptionsverhaltens von EGFP-Chimaren mit
komplexeren Peptidsequenzen

Neben der Charakterisierung des Adsorptionsverhaltens des Tat-spezifischen Signalpeptides

war auch die Untersuchung anderer Peptide mit Signalfunktion von Interesse.

Bevor Proteine iiber die thylakoidale Membran transportiert werden konnen, miissen sie
zunichst die Chloroplastenmembran passieren. Auch fiir diese Translokation besitzt das
Protein eine vermittelnde Peptidsequenz, welche nach dem Transport abgespalten wird. Auch
Proteine, die nicht mittels des Tat-Transporters {iber die thylakoidale Membran transportiert
werden sondern z.B. via Sec-Transporter, verfiigen vor dem Transport {iber die

Chloroplastenmembran iiber ein solches Transitpeptid.

Von Interesse war die Interaktion zwischen den Transitpeptid tragenden Proteinen und einer
modellartigen Chloroplastenlipidschicht. Dafiir wurden die Hauptbestandteile der
Chloroplastenmembran MGDG, DGDG, SQDG, PG von Spinatpflanzen und PC aus Soja im
Verhiltnis 18:31:6:11:34 gemischt.

3.4.1 Adsorption von 16/EGFP an der Luft/Wasser-Grenzflache und an
Lipidmonoschichten

In Abb. 3.26 ist die Sequenz von 16/EGFP gezeigt. Die am EGFP (Schwarz) aminoterminal

gebundene Peptidsequenz unterteilt sich in die stromadirigierende (Rot) und die

thylakoiddirigierende Doméne (Griin) mit dem ,,Twin arginin“ Motiv. Verkniipft sind das

Peptid und das Protein durch eine kurze Linkerregion (Blau). Am carboxyterminalen Ende

des EGFP befindet sich ein Hexa-Histidin-Tag (Braun).

MAQAMASMAGLRGASQAVLEGSLQISGSNRLSGPTTSRVAVPKMGLNIR
GIHRPVATMVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFS
VSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVTTLTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAM
PEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHN
VYIMADKQKNGIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKD
PNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYKHHHHHH

Abb. 3.26: Aminosduresequenz des 16/EGFP. Rot: stromadirigierende Doméne; Griin: thylakoiddirgierende
Doméne; Blau: Linkerregion zwischen Transitpeptid und EGFP (Schwarz); Braun: Histidin-Tag.
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3.4.1.1 Adsorption und IRRA-spektroskopische Untersuchung von 16/EGFP an der
Luft/Wasser-Grenzflache

Die Filmwaagemessungen zur Untersuchung der Oberflichenaktivitdt zeigten einen starken
Druckanstieg ~30 min nach der Injektion der Proteinlésung in die Puffersubphase
(Proteinkonzentration 100 nM). Erst nach 6 h stellte sich, nach einer Druckdnderung von
~19,5 mN m™, ein Gleichgewicht ein (nicht gezeigt).

In der IRRA-spektroskopischen Messung erfolgte der Druckanstieg sofort nach der Injektion
(Abb. 3.27 A). Die maximale Druckdnderung war etwas geringer als im Vorversuch und
wurde erst nach langer Inkubationszeit erreicht (Am;sp = 15,6 mN rn'l). Die Unterschiede im
Versuchsaufbau (wie in Kap. Beschrieben) waren die Ursache flir diese Abweichungen

zwischen der reinen Filmwaagemessung und der mit IRRA-Spektroskopie gekoppelten

Messung.
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Abb. 3.27: Oberflachenaktivitat von 16/EGFP (100 nM) an der Luft/Wasser-Grenzfliche auf Puffer I (20 mM
Tris, 500 mM NaCl, pH 8,0) bei 20 °C. A: Zeitabhédngige Flichenidnderung nach Proteininjektion (Zeit
= 0h), Pfeile markieren den Aufnahmezeitpunkt der dargestellten Spektren in B. B: Reflexions-
Absorptions-Spektren; Inset: AusschnittsvergroBerung des Amidbandenbereiches.

Die nach der Injektion aufgenommenen IRRA-Spektren zeigten, dass sich der Proteinfilm
relativ schnell ausbildete. Die Amid I Bande zeigte sich zunichst als Doppelbande (mit
Minima bei 1661 cm™ und 1629 cm™), was auf o-helikale und B-Faltblattstrukturen hinweist,
wobei letzte einen groferen Anteil im Protein haben. Im Laufe der Adsorption nahm der
Anteil an B-Faltbléttern noch zu, was durch die Verschiebung zu einer asymmetrischen Bande
beobachtet wurde, in der nur noch eine Schulter den a-helikalen Anteil des Proteins
reprisentierte. Es war eine Intensititszunahme der verschiedenen Banden wéhrend des
Adsorptionsvorganges bis ~10 h nach der Injektion des Proteins zu beobachten. Danach
anderte sich das Spektrum nicht mehr, obwohl der Oberflichendruck immer noch leicht

anstieg.
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Am Ende der Adsorptionsmessung wurden Spektren in Abhdngigkeit des IR-Einfallswinkels
des Proteinfilmes aufgenommen. Der Vergleich von winkelabhingig gemessener Spektren
und der entsprechenden Simulationen sollte vor allem Unterschieden bzw. Gemeinsamkeiten

dieses Proteins zu dem Transportinteremdiat i116/EGFP aufzeigen.
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Abb. 3.28: Gemessene (durchgezogen) und simulierte (gepunktet) Spektren des 16/EGFP Films an der
Luft/Wasser-Grenzflache. Schwarz: p-pol, 40°; Rot: p-pol, 60°; Griin: s-pol 40°; Blau: s-pol 60°;
Inset: Ausschnittsvergroflerung des Amidbandenbereiches.

In Abb. 3.28 sind einige der gemessenen Spektren mit den dazugehorigen Simulationen
abgebildet. Es wurde ermittelt, dass das Verhiltnis zwischen den Sekundérstrukturelementen
beider Proteine dhnlich ist. Etwa 59 % entfallen hier auf B-Faltblétter und damit ~41 % auf
a-Helices. Fiir i16/EGFP lag das Verhiltnis bei 56:44. Der Neigungswinkel der B-Faltblitter
wurde mit ~36 ° bestimmt und zeigt damit eine groBe Ahnlichkeit zu i16/EGFP (6 ~30 °). Die
Ermittlung  der  Schichtdicke  von  2,35nm  durch  die  Simulation  der
OH-Streckschwingungsbande ergab einen dhnlichen Wert wie fiir i16/EGFP (d = 2,25 nm).

Auch in diesem Fall lag kein geschlossener Proteinfilm an der Luft/Wasser-Grenzflache vor.

3.4.1.2  Adsorption von 16/EGFP an Chloroplasten-Lipidmonoschichten

Untersuchung der zeitabhéngigen Adsorption bei konstanter Flache
Adsorptionsexperimente von 16/EGFP an eine der Chloroplastenmembran nachempfundenen

Monoschicht zeigten starke Druckanstiege bei allen vorgelegten Ausgangsdriicken von 10, 20
und 30 mN m™. Der Anstieg des Druckes erfolgte jeweils direkt nach der Injektion der
Proteinlosung. Je geringer der Ausgangsdruck, desto stirker war die Druckénderung und
desto spéter stellte sich ein Gleichgewicht ein (Abb. 3.29 A). Es ergab sich ein sehr hoher
maximaler Einbaudruck im Bereich von >50 mN m™', was auf die Fihigkeit des Proteins einer

spontanen Insertion in eine Chloroplastenmembran hinweist (Abb. 3.29 B).
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Abb. 3.29: A: Zeitabhingige Druckidnderung nach der Injektion von 16/EGFP (100 nM) an das Chloroplasten-
Lipidgemisch (MGDG/DGDG/SQDG/PG/PC 18: 31: 6: 11: 34 mol-%) bei unterschiedlichen
Ausgangsdriicken auf Puffer I (20 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8,0) bei 20 °C. B: Ermittlung des
maximalen Einbaudruckes durch Extrapolation der An-Werte 2 h nach der Injektion des 16/EGFP an
das Chloroplasten-Lipidgemisch.

Untersuchung der zeitabh&ngigen Adsorption bei konstantem Druck: IRRA-Spektroskopie
IRRA-spektroskopische Untersuchungen wurden bei einem konstanten Oberfldchendruck von

20 mN m™' vorgenommen. Nach der Injektion der Proteinldsung durch die Monoschicht in die
Subphase kam es zu einer sofortigen, sprunghaften Flichenzunahme um etwa 17 %. Im
weiteren Verlauf wurde die Flichenzunahme langsamer, stieg aber auf tiber 40 % (Abb. 3.30

A). Auch nach sechzehnstiindiger Inkubation stellte sich kein Gleichgewicht ein.
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Abb. 3.30: Adsorption  von 16/EGFP (100nM) an das  Chloroplasten-Lipidgemisch
(MGDG/DGDG/SQDG/PG/PC 18: 31: 6: 11: 34 mol-%) bei 7 = 20 mN m™ auf Puffer I (20 mM Tris,
500 mM NacCl, pH 8,0) bei 20 °C. A: Zeitabhéngige Fldchendnderung nach Proteininjektion (Zeit =
0h), Pfeile markieren den Aufnahmezeitpunkt der dargestellten Spektren in B. B: Reflexions-
Absorptions-Spektren, Schwarz: reines Lipidspektrum; Inset: Ausschnittsvergroerung des
Amidbandenbereiches.

In den simultan aufgenommenen Spektren war ~1h mnach der Injektion eine

Intensititszunahme der OH-Streckschwingungsbande bei 3585 cm™ zu beobachten, was fiir
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eine Zunahme der Schichtdicke durch die An- bzw. Einlagerung des Proteins spricht (Abb.
330 B). Im weiteren Adsorptionsverlauf kam es zu einer weiteren drastischen
Intensititszunahme der v(OH) Bande und auch proteinspezifische Banden wurden beobachtet.
Obwohl die Fliche noch zunahm, kam es nach einer Inkubationszeit von ~5 h zu keinen
Anderungen im Spektrum mehr. Die Amid I Bande stellte sich als asymmetrische Bande (mit
einem Minimum bei 1630 cm™) mit einer Schulter bei 1660 cm™ dar. Mit fast gleicher
Intensitit erschien die symmetrische Amid II Bande bei 1542 cm™. Sehr #hnliche
Bandenformen wurden auch bei den adsorbierten Proteinmolekiilen an der Luft/Wasser-
Grenzfliche beobachtet. Das bedeutet, dass die Interaktion der Proteinmolekiile mit den

Lipiden deren Sekundérstruktur an der Grenzfldche nicht beeinflussen.
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Abb. 3.31: Gemessene (durchgezogen) und simulierte (gepunktet) Spektren des adsorbierten 16/EGFP an der
Chloroplasten-Lipidmonoschicht. Schwarz: p-pol, 40°; Rot: p-pol, 60°; Griin: s-pol 40°; Blau: s-pol
60°; Inset: Ausschnittsvergroferung des Amidbandenbereiches.

Um die Anderungen der Orientierung des mit Lipiden interagierenden Proteins zu
dokumentieren, wurden die winkelabhéngig gemessenen Spektren des Lipid/Proteinfilms mit
simulierten Spektren verglichen (Abb. 3.31). Fiir die B-Faltblitter wurde ein groBerer
Neigungswinkel ermittelt (~50 ©) als fiir die Proteine an der reinen Luft/Wasser-Grenzflache.
Die Interaktion mit den Lipiden der Monoschicht hat also hauptsidchlich Einfluss auf die
Anordnung des B-Barrels an der Grenzfliche. Fiir die Schichdicke des Protein/Lipidfilms
wurde ein Wert von d = 3,1 nm ermittelt. Unter der Annahme, dass ein reiner
Chloroplastenlipidfilm bei 20 mNm™ eine &dhnliche Schichtdicke aufweist wie ein
Thylakoidlipidfilm unter den gleichen Bedingungen (d = 1,44 nm), ist die Zunahme der
Schichtdicke deutlich stirker als bei der Adsorption von 116/EGFP an die
Thylakoidmonoschicht. Ein mdglicher Grund ist die stirkere Adsorption der 16/EGFP-
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Molekiile. Eine andere Moglichkeit ist, dass sich ein Teil der Proteine nicht in die

Monoschicht ein- sondern nur anlagert und damit die Schichtdicke erhdht.

3.4.1.3  Adsorption von 16/EGFP an Thylakoid-Lipidmonoschichten

Untersuchung der zeitabhangigen Adsorption bei konstanter Flache
Um zu tberpriifen, ob die Wechselwirkung von 16/EGFP mit einer Lipidmonoschicht der

Zusammensetzung der Chloroplastenmembran besonders stark ist, wurden die
Adsorptionsmessungen an eine Monoschicht des Thylakoidlipidgemisches bei konstant

gehaltener Flache wiederholt.
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Abb. 3.32: A: Zeitabhingige Druckdnderung nach der Injektion von 16/EGFP (100 nM) an das Thylakoid-
Lipidgemisch (MGDG/DGDG/SQDG/PG 55: 27: 7: 11 mol-%) bei unterschiedlichen
Ausgangsdriicken auf Puffer I (20 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8,0) bei 20 °C. B: Ermittlung des
maximalen Einbaudruckes an das Thylakoid-Lipidgemisch durch Extrapolation der An-Werte 2 h
nach der Injektion des 16/EGFP.

Es zeigte sich dabei, dass sich das Protein in eine solche Monoschicht dhnlich gut, bei einem
hohen Ausgangsdruck von 30 mN m™ sogar stirker einbaut (Abb. 3.32 A). Ein ungewdhnlich
hoher maximaler Einbaudruck von ~67 mN m™ wurde ermittelt (Abb. 3.32 B).

Untersuchung der zeitabh&ngigen Adsorption bei konstantem Druck: IRRA-Spektroskopie
In der mit IRRA-Spektroskopie gekoppelten Messung kam es durch die Injektion der

Proteinldsung zu einer starken, sprunghaften Flichenzunahme um ~23 %. Danach nahm die
Flache weiter langsam und kontinuierlich zu (Abb. 3.33 A). In einem Messzeitraum von 20 h

wurde kein Gleichgewicht erreicht.
In der ersten Stunde der Adsorption dnderten sich die IRRA-Spektren stark (Abb. 3.33 B).
Die Spektren &hnelten denen, die zuvor mit der Monoschicht der Chloroplastenlipide

aufgenommen wurden (vgl. Abb. 3.30 B und Abb. 3.33 B). Lediglich die Bandenintensititen

waren etwas geringer.
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Abb. 3.33: Adsorption von 16/EGFP (100 nM) an das Thylakoid-Lipidgemisch (MGDG/DGDG/SQDG/PG 55:
27:7: 11 mol-%) bei = = 20 mN m™ auf Puffer I (20 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8,0) bei 20 °C. A:
Zeitabhingige Fliachendnderung nach Proteininjektion (Zeit = 0h), Pfeile markieren den
Aufnahmezeitpunkt der dargestellten Spektren in B. B: Reflexions-Absorptions-Spektren, Schwarz:
reines Lipidspektrum; Inset: Ausschnittsvergrolerung des Amidbandenbereiches.

Im weiteren Adsorptionsprozess nahmen die proteinspezifischen Banden an Intensitit ab,
obwohl es weiterhin zu einer Zunahme der Fliche pro Lipidmolekiil kam. Die Amid A Bande
verschwand. Im Amid I Bereich blieb eine symmetrische Bande bei 1625 cm™ zuriick, was
auf aggregierte B-Faltblatter schlieBen ldsst. Die Schichtdicke ging ebenfalls zuriick. Die
Intensitdten der lipidspezifischen Banden nahmen dagegen zu. In Anbetracht der immer noch
andauernden Flachenzunahme ist nicht anzunehmen, dass das Protein wieder desorbiert.
Wahrscheinliche adsorbierten die Proteinmolekiile lokal, insertierten in die Monoschicht und
es bildeten sich proteinreiche und proteinarme Regionen im Film. Da es sich um ein fluides
System handelt und der Fokus starr auf einen Punkt gerichtet ist, gelangen im zeitlichen
Verlauf der Messung verschiedene Bereiche des Films in den IR-Strahlengang und

verursachen so die Fluktuation der Banden tiber den betrachteten Zeitraum.

Die zusitzliche Peptidsequenz im 16/EGFP im Vergleich zum 116/EGFP hat unterschiedliche
Auswirkungen auf die Adsorption an die Luft/Wasser-Grenzfliche bzw. an
Lipidmonoschichten. In den Oberflichenaktivititsmessungen zeigte sich eine deutlich
schnellere Adsorption. Insgesamt war aber der maximal erreichte Oberflichendruck etwas
geringer. In den IRRA-Spektren waren die Intensititen der proteinspezifischen Banden
ebenfalls weniger intensiv. Auch die Entwicklung der Banden dauerte ldnger. Die ermittelten
Schichtdicken der Proteinfilme unterscheiden sich kaum (i16/EGFP d = 2,25 nm bzw.
16/EGFP d = 2,35 nm), zeigten aber in beiden Fillen einen nicht geschlossen Film an. Die
Orientierungen der -Faltblatter der Fassstruktur des EGFP waren &hnlich (i16/EGFP ¢ ~30 °
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bzw. 16/EGFP ¢ ~36 °), was aber nicht bedeutet, dass auch das Gesamtmolekiil in gleicher
Weise an der Luft/Wasser-Grenzfliche vorliegt. Die Sekundirstrukturanteile schienen
ebenfalls dhnlich verteilt zu sein. 16/EGFP wies einen etwas geringeren o-helikalen Anteil
auf. In Interaktion mit Lipidmonoschichten war vor allem auffallig, dass fiir 16/EGFP ein sehr
viel hoherer maximaler Einbaudruck ermittelt wurde als fiir i16/EGFP. Ein weiterer deutlicher
Unterschid betrifft die Sekundérstruktur. In 16/EGFP war der B-Faltblattanteil starker
ausgeprigt. Er unterschied sich kaum von dem in 16/EGFP-Molekiilen an der Luft/Wasser-
Grenzflache, wohingegen bei der Adsorption des i16/EGFP eine deutliche Zunahme des
a-helikalen Anteil durch die Interaktion mit Lipiden beobachtet wurde. Das Transitpeptid

organisiert sich offensichtlich nicht als a-Helix in der Lipidmonoschicht.

3.4.2 Adsorption von PC/EGFP an der Luft/Wasser-Grenzflache und an
Lipidmonoschichten

Ein weiteres mit einem Transitpeptid ausgestattetes Modellprotein ist PC/EGFP. Es wird

nicht, wie die bisher untersuchten Proteine, mittels des Tat-Weges iiber die thylakoidale

Membran transportiert, sondern weist in seiner thylakoiddirigierenden Domiéne (Griin) ein

Signal fiir den Sec-Transporter auf. Auch dieses Transitpeptid verfligt {iber einen

chloroplastendirigierenden Bereich (Rot). Das Protein ist durch eine Linkerregion (Blau) an

das Peptid gekoppelt und mit einem carboxyterminalen Hexa-Histidin Tag (Braun) versehen

(Abb. 3.34).

MATVASSAAVAVPSFTGLKASGSIKPTTAKIIPTTTAVPRLSVK

GIHRPVATMVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKL
TLKFICTTGKLPVPWPTLVTTLTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGY VQERTIFFKD
DGNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKNGIK
VNFKIRHNIEDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLE
FVTAAGITLGMDELYKHHHHHH

Abb. 3.34: Aminosduresequenz des PC/EGFP. Rot: stromadirigierende Doméne; Griin: thylakoiddirigierende
Doméne; Blau: Linkerregion zwischen Transitpeptid und EGFP (Schwarz); Braun: Histidin-Tag.

3.4.2.1 Adsorption und IRRA-spektroskopische Untersuchung von PC/EGFP an der
Luft/Wasser-Grenzflache

Zuniachst wurde die Oberflachenaktivitit von PC/EGFP bestimmt. Etwa 10 min nach der

Injektion kam es zu einem schnellen, starken Druckanstieg. Es lag ein Proteinfilm mit einem

lateralen Druck von 21,5 mN m’! vor, nachdem sich ein Gleichgewicht nach ~4,5 h eingestellt

hatte (nicht gezeigt).
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In der IRRA-spektroskopischen Messung begann der Druckanstieg sofort mit der Injektion
des Proteins (Abb. 3.35 A). Das Gleichgewicht stellte sich spéter ein und der laterale

Filmdruck war etwas niedriger (Am;o, = 19,5 mN m™) als im Vorversuch.
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Abb. 3.35: Oberflichenaktivitit von PC/EGFP (100 nM) an der Luft/Wasser-Grenzflache auf Puffer I (20 mM
Tris, 500 mM NaCl, pH 8,0) bei 20 °C. A: Zeitabhingige Flichendnderung nach Proteininjektion (Zeit
= 0h), Pfeile markieren den Aufnahmezeitpunkt der dargestellten Spektren in B. B: Reflexions-
Absorptions-Spektren; Inset: AusschnittsvergroBerung des Amidbandenbereiches.

Die IRRA-Spektren zeigten die Ausbildung eines Proteinfilmes durch die Entwicklungen der
OH-Streckschwingungsbande (v(OH) bei 3584 cm™) sowie der Amid I und II Banden (Abb.
3.35 B). Die Amid I Bande besa8 zunichst zwei Minima (1659 cm™ und 1628 cm™), die im
weiteren Adsorptionsverlauf zu einer asymmetrischen Bande verschmolzen. Der Hauptanteil
der Sekundérstruktur entfillt auf B-Faltblitter (Minimum der Amid I Bande bei 1628 cm™).
Dennoch sind auch a-helikale Anteile vorhanden, was die Schulter bei 1659 cm™ deutlich

zeigte.
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Abb. 3.36: Gemessene (durchgezogen) und simulierte (gepunktet) Spektren des PC/EGFP Films an der
Luft/Wasser-Grenzflache. Schwarz: p-pol, 40°; Rot: p-pol, 60°; Griin: s-pol 40°; Blau: s-pol 60°;
Inset: Ausschnittsvergroerung des Amidbandenbereiches.
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In der Gleichgewichtsphase wurden Spektren in Abhédngigkeit des Einfallswinkels des
IR-Strahls gemessen. Einige dieser Spektren wurden mit simulierten Spektren vergleichen
(Abb. 3.36). Es zeigte sich, dass die B-Faltblitter des PC/EGFP Molekiils im Mittel einen
Neigungswinkel von ~24 ° aufweisen. Das Verhéltnis der Strukturanteile wurde als fast
ausgeglichen ermittelt (B-Faltblatt 53 %, a-Helix 47 %) und weist damit den grofiten Anteil an
a-Helices aller untersuchten Varianten des EGFP auf. Die ermittelte Schichtdicke von d =
2,3 nm dhnelte dagegen den schon beschriebenen peptidtragenden Proteinen (i116/EGFP und

16/EGFP) und weist damit ebenfalls auf einen nicht geschlossenen Proteinfilm hin.

3.4.2.2 Adsorption von PC/EGFP an Chloroplasten-Lipidmonoschichten

Untersuchung der zeitabhéngigen Adsorption bei konstanter Flache
Die Ergebnisse der Adsorptionsmessung an Chloroplastenmonoschichten zeigten eine starke

Affinitdit von PC/EGFP zu den Lipiden (Abb. 3.37 A). Bei allen drei Ausgangsdriicken (10,
20 bzw. 30mNm"') kam es nach der Injektion der Proteinldsung zu deutlichen
Druckanstiegen. Fiir den maximalen Einbaudruck ergab sich ein Wert von ~47 mN m™' (Abb.

3.37 B). Das Protein sollte demnach in der Lage sein spontan in Chloroplastenmembranen zu

insertieren.
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Abb. 3.37: A: Zeitabhingige Druckdnderung nach der Injektion von PC/EGFP (100 nM) an das Chloroplasten-
Lipidgemisch (MGDG/DGDG/SQDG/PG/PC 18: 31: 6: 11: 34 mol-%) bei unterschiedlichen
Ausgangsdriicken auf Puffer I (20 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8,0) bei 20 °C. B: Ermittlung des
maximalen Einbaudruckes an das Chloroplasten-Lipidgemisch durch Extrapolation der An-Werte 2 h
nach der Injektion des PC/EGFP.

Untersuchung der zeitabhangigen Adsorption bei konstantem Druck: IRRA-Spektroskopie
In der IRRA-spektroskopischen Messung bei einem konstanten Oberflichendruck des

Lipidfilms von 20 mN m™' wurde eine FlichenvergroBerung von >50 % nach der Injektion der

Proteinlosung beobachtet. Im betrachteten Zeitraum von 12 h stellte sich kein Gleichgewicht

ein (Abb. 3.38 A).
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Die gleichzeitig aufgenommenen IRRA-Spektren zeigten kontinuierliche Anderungen
wihrend der Adsorption. Nach kurzer Inkubationszeit wurden proteinspezifische Banden
beobachtet. Bandenlage und —form der Amid I und II Banden &hnelten stark denen des an der
Luft/Wasser-Grenzfliche adsorbierten Proteins (vgl. Abb. 3.35 B und Abb. 3.38 B). Die
Sekundérstruktur der PC/EGFP-Molekiille wird durch die Interaktion mit Lipiden

offensichtlich nicht beeinflusst.
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Abb. 3.38: Adsorption von  PC/EGFP  (100nM) an das  Chloroplasten-Lipidgemisch
(MGDG/DGDG/SQDG/PG/PC 18: 31: 6: 11: 34 mol-%) bei = = 20 mN m™ auf Puffer I (20 mM Tris,
500 mM NacCl, pH 8,0) bei 20 °C. A: Zeitabhingige Flicheninderung nach Proteininjektion (Zeit =
0 h), Pfeile markieren den Aufnahmezeitpunkt der dargestellten Spektren in B. B: Reflexions-
Absorptions-Spektren, Schwarz: reines Lipidspektrum; Inset: AusschnittsvergroBerung des
Amidbandenbereiches.

Als Abschluss dieser Adsorptionsmessung wurden winkelabhéngig gemessenen Spektren des
Protein/Lipidfilms aufgenommen um sie, zur Ermittlung der Proteinorientierung, mit

simulierten Spektren zu vergleichen (Abb. 3.39).
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Abb. 3.39: Gemessene (durchgezogen) und simulierte (gepunktet) Spektren des adsorbierten PC/EGFP an der
Chloroplasten-Lipidmonoschicht. Schwarz: p-pol, 40°; Rot: p-pol, 60°; Griin: s-pol 40°; Blau: s-pol
60°; Inset: Ausschnittsvergroflerung des Amidbandenbereiches.
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Der Neigungswinkel der B-Faltblétter ergab sich zu ~50 °, was beweist, dass die Interaktion
mit Lipiden einen Einfluss auf die Orientierung des Molekiils hat. Aufgrund einer sehr starken
Flichenzunahme kann vermutet werden, dass eine starke Adsorption von PC/EGFP-
Molekiilen an die Lipidschicht erfolgt. Die ermittelte Schichtdicke des Protein/Lipidfilms
betrug d = 2,3 nm und wies damit den gleichen Wert auf, wie er fiir den reinen Proteinfilm

ermittelt wurde (Kap. 3.4.2.1).

3.4.2.3  Adsorption von PC/EGFP an Thylakoid-Lipidmonoschichten

Untersuchung der zeitabhangigen Adsorption bei konstanter Flache
Die Absorptionsmessungen von PC/EGFP an das Thylakoidlipidgemisch zeigten sehr

dhnliche Ergebnisse wie an das Chloroplastenlipidgemisch. Die Druckerh6hung nach der
Injektion bei den unterschiedlichen Ausgangsdriicken waren etwa gleich stark. Es wurde auch

ein dhnlicher maximaler Einbaudruck von ~46 mN m™ ermittelt (Abb. 3.40, Griin).
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Abb. 3.40: A: Zeitabhédngige Druckénderung nach der Injektion von PC/EGFP (100 nM) an das Thylakoid-
Lipidgemisch (MGDG/DGDG/SQDG/PG 55: 27: 7: 11 mol-%) bei unterschiedlichen
Ausgangsdriicken auf Puffer I (20 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 8,0) bei 20 °C. Griin: Charge I; Rot:
Charge II. B: Ermittlung des maximalen Einbaudruckes an das Thylakoid-Lipidgemisch durch
Extrapolation der An-Werte 2 h nach der Injektion des PC/EGFP.

An dieser Stelle muss ausdriicklich darauf hingewiesen werden, dass bei den Studien mit
unterschiedlichen Proteinchargen erhebliche Unterschiede in den Messergebnissen auftraten.
In Abb. 3.40 sind Daten von Adsorptionsmessungen einer zweiten Proteincharge an
Monoschichten des Thylakoidlipidlipidgemisches dargestellt (Rot). Es ist deutlich zu sehen,
dass die Wechselwirkung der Probe aus dieser ersten Priparation deutlich hoher war. Da alle
anderen Bedingungen und Komponenten fiir die Messungen gleich waren, konnen die
Unterschiede nur durch die Proteinlésung hervorgerufen worden sein. Eine Erklarung wére
eine Verunreinigung durch Octylglycosid, was dem Extraktionspuffer zugesetzt war und

durch unzureichende Dialyse nicht vollstdndig entfernt wurde.
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Untersuchung der zeitabhangigen Adsorption bei konstantem Druck: IRRA-Spektroskopie
Weiterfiihrende Messungen wurden mit der zuerst beschriebenen Proteinldsung durchgefiihrt.

In der IRRA-spektroskopischen Messung wurde ein dhnlicher Adsorptionsverlauf und auch
eine dhnliche Wechselwirkungsstirke wie im Versuch mit dem Cloroplastenlipidgemisch

beobachtet (vgl. Abb. 3.38 A und Abb. 3.41 A).

Im Vergleich zu den Ergebnissen der Adsorption von PC/EGFP an eine Monoschicht des
Chloroplastengemisches nahm die Schichtdicke durch die Zugabe des Proteins nicht so stark
zu. Die Intensititen der proteinspezifischen Banden waren ebenfalls geringer, wobei
Bandenlage und —form denen der Messung mit der Chloroplastenmonoschicht dhnlich waren
(vgl. Abb. 3.38 B und Abb. 3.41 B). Es wurden Fluktuationen der Amid I und II
Bandenintensitit im Verlauf der Messung beobachtet, obwohl die Flache pro Lipidmolekiil
kontinuierlich zunahm. Das deutet darauf hin, dass das Protein bei dem Einbau in die
Monoschicht nicht homogen an der Oberfldche verteilt ist. Da der Film mobil auf der
Subphase ist, wird nicht fortwihrend die gleiche Stelle der Monoschicht betrachtet, sodass,
bei ungleichméaBiger Verteilung der einzelnen Komponenten, mit der Zeit proteindrmere und

proteinreichere Bereiche abwechselnd in den Fokus gelangen.
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Abb. 3.41: Adsorption von PC/EGFP (100 nM) an das Thylakoid-Lipidgemisch (MGDG/DGDG/SQDG/PG 55:
27:7: 11 mol-%) bei © = 20 mN m™" auf Puffer I (20 mM Tris, 500 mM NacCl, pH 8,0) bei 20 °C. A:
Zeitabhingige Fldchendnderung nach Proteininjektion (Zeit = O0h), Pfeile markieren den
Aufnahmezeitpunkt der dargestellten Spektren in B. B: Reflexions-Absorptions-Spektren, Schwarz:
reines Lipidspektrum; Inset: Ausschnittsvergroflerung des Amidbandenbereiches.

Um die Lage des Proteins in der Monoschicht zu bestimmen, wurden Messungen in
Abhingigkeit des IR-Einfallswinkels durchgefiihrt und mit simulierten Spektren verglichen.
In Abb. 3.42 ist eine Gegeniiberstellung einiger dieser Spektren gezeigt. Die Auswertung
ergab, dass die B-Faltblitter des PC/EGFP ~40 ° geneigt vorliegen. Es wurde eine sehr
geringe Schichtdicke des Protein/Lipidfilms ermittelt (d = 1,5 nm). Hier muss allerdings

unbedingt beriicksichtigt werden, dass auch wihrend der winkelabhéngigen Messung ein
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heterogener Film vorlag. Da die ermittelte Schichtdicke der des reinen Thylakoidlipidfilms (d
= 1,44 nm) é&hnlich ist, kann angenommen werden, dass die in Winkelabhingigkeit
gemessenen Spektren in einem proteinarmen Bereich des Films aufgenommen wurden. Die
ermittelten Daten zur Orientierung der Sekundérstrukturen im Protein sind dadurch

wahrscheinlich mit einem grof3en Fehler behaftet.
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Abb. 3.42: Gemessene (durchgezogen) und simulierte (gepunktet) Spektren des adsorbierten PC/EGFP an der
Thylakoid-Lipidmonoschicht. Schwarz: p-pol, 40°; Rot: p-pol, 60°; Griin: s-pol 40°; Blau: s-pol 60°;
Inset: Ausschnittsvergroflerung des Amidbandenbereiches.

In den Adsorptionsmessungen an die Luft/Wasser-Grenzfliche wurden kaum Unterschiede
zwischen dem 16/EGFP (inkl. der Tat-spezifischen, thylakoiddirigierenden Doméne) und dem
PC/EGFP (inkl. der Sec-spezifischen thylakoiddirigierenden Doméne) festgestellt.
Adsorptionsverlauf und auch der maximal erreichte Oberflichendruck der Proteinfilme waren
dhnlich. Allerdings wies PC/EGFP einen hoheren a-helikalen Anteil der Sekundirstruktur
auf. Auch der Neigungswinkel der B-Faltblatter von ~24 © war eher dem des EGFP (6 ~20 °)
dhnlich als dem des 16/EGFP (0 ~36°). Die Interaktion des PC/EGFP an das
Chloroplastenlipidgemisch zeigte eine stidrker Flichenzunahme und damit einen stérkeren
Einbau des Proteins als es mit 16/EGFP beobachtet wurde. Allerdings wurde eine geringere
Schichtdicke ermittelt (PC/EGFP d = 2,3 nm, 16/EGFP d = 3,1 nm), was moglicherweise
durch die stirkere Insertion der Proteinmolekiile in die Monoschicht zu begriinden ist,
wihrend 16/EGFP sich wahrscheinlich auch an den Lipidfilm anlagert. Der Neigungswinkel
der B-Faltblétter ist in beiden Féllen mit ~50 © ermittelt worden. AuBlerdem ist dieser Wert mit
dem ermittelten Neigungswinkel der B-Faltblatter des i116/EGFP in Wechselwirkung mit einer
Thylakoidlipidmonoschicht identisch, was auf eine dhnliche Orientierung der drei Proteine in

Wechselwirkung mit Lipiden hinweist.
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3.5 Zusammenfassung der Untersuchungsergebnisse des Thylakoid-
Systems

Die physikalisch-chemische Charakterisierung der verwendeten thylakoidalen Lipide ergab,
dass sowohl die Einzellipide als auch die Gemische fliissig-expandiertes Phasenverhalten
aufweisen. IRRA-spektroskopische Aufnahmen zeigten alle erwarteten lipidspezifischen
Banden. Die epi-fluoreszenzmikroskopischen = Untersuchungen zeigten, dass die
Einzelkomponenten in Monoschichten des Thylakoidlipidgemisches hochstwahrscheinlich

homogen verteilt sind.

Die Untersuchung der einzelnen Proteine und des Peptides ergab, dass sie alle
oberflichenaktiv sind und Protein/Peptidfilme an der Luft/Wasser-Grenzfliche bilden. Die
Anwesenheit des Signalpeptides im chimdren Protein (i16/EGFP) verstirkte die
Adsorptionsfdhigkeit an die Grenzflaiche im Vergleich zum reinen EGFP. Es hatte auch
Finfluss auf die Orientierung und die Sekunddrstruktur des adsorbierten Proteins. Bei
116/EGFP war der Anteil der a-helikalen Strukturelemente erhoht, wobei es natiirlich
hauptsdchlich wie EGFP aus B-Faltblittern aufgebaut ist, die das B-Barrel bilden. Der
Neigungswinkel dieser B-Faltblitter betrug 30°, wohingegen die B-Faltblatter im reinen EGFP
um 20° geneigt vorlagen. Aulerdem zeigte sich eine Abhéngigkeit der Oberflachenaktivitit
des i116/EGFP von der Ionenstdrke der Subphase, wohin gegen die Grenzflachenaffinitét des
EGFP davon nicht beeinflusst wurde. Das Signalpeptid ist ebenfalls oberflaichenaktiv und
zeigte deutliche Unterschiede im Adsorptionsverlauf in Abhéngigkeit der eingesetzten
Peptidkonzentration. Bei geringen Peptidkonzentrationen lagen die Molekiile ao-helikal
strukturiert vor. Wurden hohere Konzentrationen verwendet, kam es zu einer
Konformationsédnderung zu aggregierten [-Faltbldttern. Die Oberflichenaktivitit des

Signalpeptides schien ebenfalls von der Ionenstirke der Subphase beeinflusst zu werden.

Auch die Wechselwirkung mit Lipiden wird durch die Kopplung des Signalpeptides an EGFP
begiinstigt. Wahrend das reine EGFP nur schwach mit Lipidmonoschichten interagierte,
zeigte das chimire Protein eine deutlich stirkere Wechselwirkung. Die Interaktion mit den
Lipiden hatte auch Auswirkungen auf die Sekundérstruktur und die Orientierung des Proteins.
Der a-helikale Strukturanteil des i16/EGFP wurde durch die Adsorption an Lipide verstarkt
und der Neigungswinkel der B-Faltblitter betrug 50° gegeniiber 30° wenn das Protein an der
Luft/Wasser-Grenzfliche vorlag. Die Wechselwirkung des Signalpeptides mit der
Lipidmonoschicht konnte IRRA-spektroskopisch nur verfolgt werden, wenn es in hdheren

Konzentrationen eingesetzt wurde. Es schien an der Grenzfliche zu aggregieren. Die
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Ermittlung des maximalen Einbaudruckes zeigte, dass eine spontane Insertion sowohl der
untersuchten Proteine als auch des Peptides in thylakoidale Membranen wahrscheinlich nur in
geringem Mafe stattfindet. Die Ionenstirke der Subphase schien lediglich die
Geschwindigkeit der Adsorption von il6/EGFP und des Signalpeptides an
Lipidmonoschichten zu beeinflussen, wohingegen die Interaktion von EGFP dadurch nicht

verandert wurde.

Auch mit einer stirker negativ geladenen Monoschicht sowie mit der Hauptkomponente der
thylakoidalen Membran (MGDG) zeigte EGFP kaum Wechselwirkungen. Fiir das chimére
Protein 116/EGFP wurden nur geringe Unterschiede zu den Ergebnissen mit dem
thylakoidalen Lipidgemisch beobachtet. Es zeigte in Interaktion mit MGDG die hochsten
Druckénderungen nach der Injektion. Die Ergebnisse der reinen Filmwaagemessungen fiir die
Adsorptionen des Signalpeptides in den unterschiedlichen Konzentrationen von 100 nM bzw.
500 nM an das Thylakoidlipidgemisch zeigten kaum Unterschiede. Bei den Messungen mit
dem anionischen Gemisch bzw. mit MGDG wurde unter Verwendung der hdheren

Peptidkonzentration eine deutliche Steigerung der Wechselwirkung beobachtet.

Die Adsorptionsexperimente an eine POPC-Monoschicht zeigten, dass die verwendeten
Substrate nicht ausschlieBlich mit den spezifischen, pflanzlichen Lipiden interagieren,

sondern ganz im Allgemeinen in der Lage sind, Wechselwirkungen mit Lipiden einzugehen.

In den Oberfldchenaktivititsmessungen wurden dhnliche Ergebnisse fiir das Protein 16/EGFP
wie fiir i16/EGFP beobachtet. Das Transitpeptid iibte keinen grolen Einfluss auf die
Proteinstruktur aus, beeinflusste aber die Adsorptionsgeschwindigkeit an die Luft/Wasser-
Grenzfliche. Fiir die Adsorption an Lipidmonoschichten wurde ein deutlich hoherer
maximaler Einbaudruck ermittelt. Aulerdem wurde durch die Interaktion mit Lipiden, im
Gegensatz zu den Messungen mit i16/EGFP, kaum eine Anderung der Proteinstruktur

beobachtet.

In Adsorptionsverhalten und —stirke an die Luft/Wasser-Grenzflache unterschieden sich
PC/EGFP, welches in der thylakoiddirigierenden Doméne eine Sequenz fiir den
Sec-spezifischen Transport enthdlt, und die chimédren Proteine, die ein Tat-spezifisches Peptid
tragen (i16/EGFP und 16/EGFP) kaum. Allerdings wies PC/EGFP einen hoheren
Sekundérstrukturanteil und einen geringeren Neigungswinkel der B-Faltbldtter auf. Mit
Lipidmonoschichten interagierte PC/EGFP d@hnlich stark wie 16/EGFP und zeigte damit einen
maximalen Einbaudruck der deutlich iiber dem kritischen Wert von 30 mN m™ lag. Der
Neigungswinkel der [-Faltbliatter der EGFP-Proteine mit den unterschiedlichen

Peptidsequenzen war in Interaktion mit den jeweils spezifischen Monoschichten gleich.
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4 Ergebnisse und Diskussion der Untersuchungen mit dem
bakteriellen System

Wie in Kap. 1.3 beschrieben, kommt das Tat-spezifische Translokationssystem auch in
bakteriellen Membranen vor. Eines der am besten untersuchten Systeme ist das der E. coli

Zelle (Kap. 1.3.2).

4.1 Physikalisch-chemische Lipidcharakterisierung der Lipide des
polaren E. coli Extraktes an der Luft/Wasser-Grenzflache

4.1.1 Druck/Flachen-Isothermen durch Filmwaagemessungen

Zur Untersuchung des Phasenverhaltens der E. coli-Lipide PE, PG, CL und deren Gemische
wurden m/A-Isothermen auf Wasser bei 20 °C gemessen. Sie zeigten, dass sowohl die
Einzellipide als auch die Lipidgemische fliissig-expandiertes Phasenverhalten aufweisen

(nicht gezeigt).

4.1.2 IRRA-spektroskopische Untersuchung der Lipidmonoschichten

Fiir die weiteren Untersuchungen, vor allem fiir die Adsorptionsexperimente, waren das
polare E. coli-Lipidgemisch, wegen seiner Zusammensetzung, und das Einzellipid PG, wegen
seiner negativen Nettoladung, besonders interessant. Sie wurden mittels IRRA-Spektroskopie

auf einer Puffersubphase, bei 20 °C und einem lateralen Filmdruck von 20 mNm™ untersucht.

Nach der Kompression der Monoschicht des Lipidgemisches und dem Erreichen des
gewiinschten Druckes blieb die Fliche pro Molekiill wéihrend der gesamten, mehr als
zwanzigstiindigen Messung, konstant. Die simultan aufgenommenen Spektren édnderten sich

wihrend der Messzeit nur geringfiigig.

Ein typisches Lipidspektrum des polaren E.coli Extraktes ist in Abb. 4.1 (Schwarz)
dargestellt. Die auffilligsten Banden waren die positive OH-Streckschwingungsbande v(OH)
bei 3590 cm™ und die ebenfalls positive H,O-Deformationsschwingungsbande 8(H,O) bei
~1670 cm™. Die intensititsschwicheren, negativen, lipidspezifischen Banden geben Auskunft
tiber die Eigenschaften des Lipidfilms und die chemische Struktur der Lipide. Die Bandenlage
der antisymmetrischen und symmetrischen Methylenstreckschwingungsbande (v,s(CH,) bei
~2925 cm™ und vg(CH,) bei ~2855 cm™) zeigten einen Lipidfilm mit fliissig-expandierten
Eigenschaften. Auch die Methylendeformtionsschwingung 8(CH,) bei 1465 cm™ wurde

beobachtet. Weniger intensive Banden wurden von den Methylstreckschwingungen (v,s(CH3)
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bei 2960 cm™) der endstindigen CHs-Gruppen der Alkylketten und den C=CH,-
Vinylstreckschwingungen (~3000 cm™) hervorgerufen. Bei kleineren Wellenzahlen wurden
intensive, negative Banden beobachtet, die auf die Carboxystreckschwingungen (v(C=0) bei
1735 cm™) und auf die Streckschwingungen der C-O Bindungen (v(C-O)) und der P-O
Bindungen (vas(PO,.) bei ~1220 cm™ und vy(PO,.) bei ~1080 cm™) zuriickzufiihren sind.
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Abb. 4.1: IRRA-Spektren von Lipidmonoschichten bei 7 = 20 mN m™, auf Puffer (20 mM Kaliumphosphat,
pH 7,0) bei 20 °C. Schwarz: polarer E. coli Extrakt (PE/PG/CL 67: 23: 10 mol-%); Rot: E. coli PG;
Inset: AusschnittsvergroBBerung des Methylenschwingungsbandenbereiches.

Die IRRA-Spektren der Monoschicht des negativ geladenen Lipids PG zeigten ein dhnliches
Aussehen wie es fiir das Gemisch beobachtet wurde (Abb. 4.1, Rot). Im Vergleich zum
Gemisch waren die beobachteten Banden intensitdtsschwicher. Die Monoschicht des PG
weist, unter der Annahme eines sehr &hnlichen Brechungsindexes, eine geringere
Lipidschichtdicke gegeniiber dem Film des polaren Extraktes auf. AuBlerdem zeigten sich
grofere Unterschiede im Wellenzahlbereich zwischen 1000 cm™ und 1300 cm™. Hier wurden
unter anderem die Signale der Phosphatschwingungen detektiert. Im Lipidgemisch werden

diese offensichtlich durch die Signale anderer Molekiilschwingungen iiberlagert.

4.1.3 Epi-fluoreszenzmikroskopische Untersuchung des polaren E. coli-
Lipidgemisches

Filmwaage- und IRRA-spektroskopische Messungen der Lipidmonoschichten zeigten, dass

das polare Lipidgemisch ein fliissig-expandiertes Phasenverhalten aufweist. Es wird

angenommen, dass die einzelnen Lipidkomponenten homogen in der Monoschicht verteilt

vorliegen. Um das zu iiberpriifen, wurden epi-fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von

den m/A-Isotherrmen des Lipidgemisches auf den verschiedenen Subphasen Wasser und
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Puffer aufgenommen. Es wurden die schon beschriebenen Fluoreszenzmarker BODIPY-C12-

HPC und Rhodamin-DHPE benutzt (Kap. 2.2.3).
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Abb. 4.2: m/A-Isothermen des polaren E. coli Extraktes (PE/PG/CL 67: 23: 10 mol-%) mit BODIPY-C12-HPC
(0,1 mol- %) auf Wasser bei 20 °C. Schwarz: Kompression 1 (v ~0,04 nm? Molekiil' min™), A (A =
0,53; = = 10,8), B (A = 0,46; = = 21,1), C (A = 041; = = 30,7). Rot: Expansion (v
~0,04 nm? Molekiil ' min"), D (A = 046; m = 201). Grin: Kompression 2 (v
~0,16 nm2 Molekiil ' min™), E (A = 0,45; © = 21,0), F (A = 0,32; © = 48,6). A [nm* Lipidmolekiil]
und 7 [mN m™'].

Die n/A-Isothermen des polaren E. coli-Lipidgemisches mit BODIPY-C12-HPC (0,1 mol- %)
wurden bei unterschiedlichen Kompressionsgeschwindigkeiten aufgenommen. Die Abb. 4.2
zeigt, dass auf wissriger Subphase die verschiedene Kompressions- und Expansionskurven
sehr dhnlich aussahen. Es trat keine Hysterese auf. Die fluoreszenzmikroskopischen
Aufnahmen unterschieden sich in den verschiedenen Kompressions- bzw. Expansionszyklen
nicht (Abb. 4.2 A-E). Im Ubergangsgebiet zwischen gas-analoger und fliissig-expandierter
Phase kam es zur Ausbildung einer Schaumphase mit deutlich definierten Phasengrenzen. Die
gas-analoge Phase erscheint dunkel. Die hellen Bereiche entsprechen der fliissig-expandierten
Lipidphase mit den eingebetteten fluoreszierenden Molekiilen. Diese Gebiete ,,wuchsen*
wihrend der Kompression des Lipidfilms auf der wéssrigen Subphase zu einer homogenen

Flache. Nach dem Kollaps des Filmes erschienen kleine stirker fluoreszierende Bereiche
(Abb. 4.2 F).

Wurde Puffer als Subphase benutzt, wurde ebenfalls keine Hysterese durch mehrmaliges
Komprimieren und Expandieren beobachtet (Abb. 4.3). Der , lift-off*“ der Isothermen lag im
Vergleich zu den Messungen auf Wasser bei etwas gro3eren Fldchen pro Lipidmolekiil. Auch
auf der Puffersubphase wurde die Schaumphase beobachtet. Die dunklen Bereiche wurden

wihrend der Kompression ebenfalls kleiner, verschwinden aber nicht vollstindig. In der Abb.
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4.3 A, B, C, D und F ist zu sehen, dass die Monoschicht auf Puffer wihrend der gesamten
Kompressions- und Expansionsvorgénge dunkle Doménen enthielt. An diesen Strukturen riss
der Film bei ausreichender Expansion und es entstanden die kreisrunden dunklen Bereiche,

die die gas-analoge Phase repréasentieren (Abb. 4.3 E).
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Abb. 4.3: m/A-Isothermen des polaren E. coli Extraktes (PE/PG/CL 67: 23: 10 mol-%) mit BODIPY-C12-HPC
(0,1 mol- %) auf Puffer (20 mM Kaliumphosphat, pH 7,0) bei 20 °C. Schwarz: Kompression 1 (v ~
0,04 nm? Molekiil' min™), A (A =0,56; == 10,9), B (A = 0,49; © = 20,6), C (A = 0,45; = = 30,2). Rot:
Expansion (v ~0,04 nm? Molekiil’ min™), D (A = 0,69; = = 1,7), E (A = 0,89; © = 0,1). Griin:
Kompression 2 (v ~0,16 nm? Molekiil ! min™), F (A = 0,47; n = 249). A [nm? Lipidmolekﬁl'l] und 7
[mN m™].

Um auszuschlieen, dass die beobachteten Doménen durch die Wahl des Fluorophors
hervorgerufen wurden, wurden die Messungen mit dem Farbstoff Rhodamin-DHPE

(0,01 mol- %) wiederholt.

Auch in diesen Messungen wurde sowohl auf wissriger als auch auf einer Puffersubphase
keine Hysterese beobachtet (Abb. 4.4 und Abb. 4.5). Wieder wurde ein ,,lift-off* bei groferen
Flichen pro Lipidmolekiill gemessen, wenn die Isothermen auf der Puffersubphase
aufgenommen wurden. Bei ausreichend starker Expansion der Filme wurde auf beiden
Subphasen die Schaumphase beobachtet (Abb. 4.4 A und B, Abb. 4.5 E und F). Auf der
wissrigen Subphase zeigte sich ein homogener Film (Abb. 4.4 D-G). Wurde Puffer als
Subphase verwendet, blieben, wie schon beschrieben, dunkle Doménen im Film sichtbar
(Abb. 4.5 B-D, G). Bei ausreichender Expansion des Filmes bildeten sich nicht nur dunkle,
runde Bereiche, sondern auch unregelmifBige, langliche Strukturen (Abb. 4.5 E und F).



Ergebnisse und Diskussion 83

Druck / mN m™

50
Kompression 1
Expansion
40 Kompression 2
304
20
10
c_B A
0+ T T T T T T — T T T
0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2

Flache / nm? Lipidmoleki]l'1

Abb. 4.4: n/A-Isothermen des polaren E. coli Extraktes (PE/PG/CL 67: 23: 10 mol-%) mit Rhodamin-DHPE

(0,01 mol- %) auf Wasser bei 20 °C. Schwarz: Kompression 1 (v ~ 0,04 nm? Molekiil' min™), A (A =
1,14; 1= 0,6), B (A =10,93; 1= 0,4), C (A=0,85;1=0,4), D (A=0,551=10,2), E(A=047, 1=
21,3), F (A = 0,43, = = 30,1). Griin: Kompression 2 (v ~ 0,16 nm? Molekiil ' min™), G (A = 0,47; n =
20,6), H (A = 0,32; © = 44.6). A [nm” Lipidmolekiil'] und 7 [mN m™].
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Abb. 4.5: n/A-Isothermen des polaren E. coli Extraktes (PE/PG/CL 67: 23: 10 mol-%) mit Rhodamin-DHPE

(0,01 mol- %) auf Puffer (20 mM Kaliumphosphat, pH 7,0) bei 20 °C. Schwarz: Kompression 1 (v ~
0,04 nm? Molekiil' min™), A (A =0,68; 1 =2.9), B (A =0,57; 1= 10,5), C (A=0,5; 1 =21,0), D (A
=0,46; = 30,3). Griin: Kompression 2 (v ~ 0,16 nm? Molekiil' min™), E (A = 0,86; 1 =-0,1), F (A =
0,82, 1=-0,1), G (A =0,5, =20,5), H (A =0,36, 1= 38,0). A [nm” Lipidmolekiil'] und = [mN m™"].

Die physikalisch-chemische Charakterisierung der Lipide zeigte, dass sowohl die einzelnen,

E. coli-spezifischen Lipidkomponenten als auch das polare Lipidgemisch fliissig-expandiertes

Phasenverhalten aufweisen. Die hauptsidchlichen Unterschiede in den IRRA-Spektren der PG

Monoschicht und der des polaren E. coli Extraktes waren die unterschiedliche Schichtdicke
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und die Bandenintensitdt der Phosphatbanden. Die groflere Schichtdicke des Gemisches wird
moglicherweise durch das E. coli PE verursacht, da es iiber einen groflen Anteil an ldngeren
Acylketten verfiigt (Tab. 1.1). Epi-fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen zeigten, dass sich
das Lipidgemisch unterschiedlich auf verschiedenen Subphasen verhélt. Wéhrend es auf
Wasser einen homogenen Film bildete, zeigten sich auf Puffer kleine, unregelmiBig
strukturierte Doménen. Diese Doménen sind iiber den gesamten Messzeitraum, an jeder Stelle
der Isotherme und unabhéngig von der Geschwindigkeit und der Anzahl der Kompressionen
bzw. Expansionen zu beobachten. Warum der Lipidfilm auf der Puffersubphase nicht
homogen ist und wodurch die Doménen gebildet werden, konnte hier nicht gezeigt werden.
Die Unterschiede sind wahrscheinlich nicht durch die Zugabe des Farbstoffes hervorgerufen,
sondern durch den Puffer induziert. Moglicherweise bilden sich kleine Lipidaggregate. Es
kann nicht verifiziert werden, welche Lipidkomponenten diese Aggregate bilden.
AuszuschlieBen ist, dass sich eine einzelne Lipidkomponente zu den Aggregaten zusammen
lagert, denn den kleinsten Anteil am polaren Gemisch macht Kardiolipin mit ~20 mol-% aus.
Lige diese Komponente aggregiert vor, miissten die Domédnen grofer sein. Unter der
Bertiicksichtigung, dass die unterschiedlichen Lipidkomponenten verschieden lange
Acylketten tragen und damit innerhalb einer Lipidspezies eine Verteilung ldnger- und
kiirzerkettiger Molekiile herrscht, konnten die Doménen durch die Zusammenlagerung von

Lipiden mit besonders langen bzw. kurzen Ketten zustande kommen.
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4.2  Physikalisch-chemische Charakterisierung der Proteine und des
Peptides an der Luft/Wasser-Grenzflache

Die Oberflachenaktivitit der verwendeten Proteine (HiPIP und preHiPIP) und des
Signalpeptides wurde durch die Messung des Oberflichendruckes bestimmt. Dazu wurde die
Protein/Peptidldsung in die Subphase injiziert und die Anderungen des Oberflichendruckes in
Abhidngigkeit der Zeit beobachtet. Um den Einfluss der Subphase auf das

Adsorptionsverhalten zu kldren, wurde neben Puffer auch Wasser als Subphase verwendet.

4.2.1  Adsorption der Proteine und des Peptides an der Luft/Wasser-Grenzflache

4.2.1.1  Oberflichenaktivitit des High Potential Iron Sulfur Protein (HiPIP) und des
Precursor-Proteins des HiPIP (preHiPIP)
Die Anderungen des Oberflichendruckes nach der Injektion von HiPIP waren sowohl in
wassriger als auch in der Puffersubphase sehr gering (Abb. 4.6 A). Bei der
Oberflachenaktivititsmessung in wassriger Subphase nahm der Druck im Messverlauf
geringfiigig ab. Wahrscheinlich nahm der Fiillstand im Trog mit der Zeit durch Verdunstung
ab, wodurch sich der gemessene Oberflichendruck verringerte. Bei der Messung mit Puffer
als Subphase wurde ein leichter Anstieg des Oberflichendruckes beobachtet. Bei langer

Inkubationszeit (>15 h) steigt der Druck sogar auf ~5 mNm™ (nicht gezeigt).
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Abb. 4.6: Adsorptionsisothermen der Proteine mit unterschiedlichen Subphasen bei 20 °C an die Luft/Wasser-
Grenzfliche. A: HiPIP (100 nM); Schwarz: in Wasser; Rot: in Puffer (20 mM Kaliumphosphat,
pH 7,0); B: preHiPIP (100 nM); Schwarz Charge I in Wasser, Griin gestrichelt: Charge I in Puffer;
Griin: Charge II in Puffer.

In den Adsorptionsisothermen in Abb. 4.6 B ist zu erkennen, dass die Oberflaichenaktivitét
des preHiPIP in den verschiedenen Subphasen unterschiedlich war. Etwa 30 min nach der

Proteinzugabe in Wasser erfolgte der Anstieg des Oberflichendruckes auf ~8 mN m™. Der
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laterale Druck blieb dann konstant. Bei den Oberfldchenaktivititsmessungen in der
Puffersubphase stieg der Druck sofort nach der Injektion an. Das Gleichgewicht wurde bei

~16 mN m™! erreicht.

Es wurde festgestellt, dass diese Ergebnisse mit einer neu angefertigten Proteinldsung nicht
reproduzierbar waren. Wurde das neue Protein in Puffer injiziert, wurde eine deutlich
schwichere Oberflachenaktivitit beobachtet. Erst ~30 min nach der Injektion stieg der Druck

und das Gleichgewicht stellte sich bei ~10 mN m™' ein (Abb. 4.6 B).

4.2.1.2  Oberflichenaktivitdt des Signalpeptides

Erfahrungen mit dem pflanzlichen Signalpeptid zeigten, dass es sinnvoll ist, die
Oberflachenaktivitit konzentrationsabhéngig zu untersuchen (Kap. 3.2.1.2). Nach der Zugabe
des Signalpeptides von HiPIP in eine Puffersubphase wurde fiir alle gewdéhlten
Peptidkonzentrationen die Bildung eines Proteinfilmes beoabachtet (Abb. 4.7 B). Bei einer
geringen Peptidkonzentration von 50 nM erfolgte eine Zunahme des lateralen Druckes erst
nach ~1 h. In Abb. 4.7 B ist dieser Adsorptionsvorgang an die Luft/Wasser-Grenzfliche unter
Beriicksichtigung der oberen X-Achse zu sehen. Die Adsorption erfolgte stufenweise und
dauerte lange an (~17 h). Bei einem Oberflichendruck von ~20 mN m” stellte sich ein
Gleichgewicht ein. Im Vergleich zu den Ergebnissen mit hoheren Peptidkonzentrationen ist
dieser maximale Oberfldchendruck hoch. Der Grund koénnte die sehr lange Inkubationszeit

sein. Fehler im Versuchsaufbau konnen allerdings auch nicht ausgeschlossen werden.

Zeit/ h
A B 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

20 1 20

15

n/mNm’

0 ' 1 2 3 ' 4 ' 5 6 0 1 2 3 4 5 6
Zeit/ h Zeit/ h

Abb. 4.7: Adsorptionsisothermen des Signalpeptides mit unterschiedlichen Subphasen bei 20 °C an die
Luft/'Wasser-Grenzflache. A: 100 nM Schwarz: in Wasser; Rot: in Puffer (20 mM Kaliumphosphat,
pH 7,0). B: Konzentrationsabhéngige Adsorption in Puffer, obere X-Achse fiir 50 nM.

Bei einer Konzentration des Peptides von 100 nM zeigte sich ein schnellerer, einstufiger

Adsorptionsprozess. Der Gleichgewichtszustand wurde bei einem Druck von ~15 mN m™
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erreicht. Ab einer Konzentration von 125 nM stieg der laterale Druck nach der Injektion stark
an. Bei diesen Messungen mit hoheren Peptidkonzentrationen stellte sich das Gleichgewicht
ebenfalls bei einem Oberflichendruck von ~15 mN m™ ein. Bemerkenswert ist, dass die
Messung mit der Peptidkonzentration von 400 nM eine erheblich lingere Inkubationszeit

bendtigt (~1,5 h). Moglicherweise sind praparative Fehler dafiir verantwortlich.

In Wasser als Subphase wurde die Oberfldchenaktivitdt nur mit einer Peptidkonzentration von
100 nM gemessen (Abb. 4.7 A, Schwarz). Verglichen mit der Messung in Puffer wurde eine
deutlich geringer Anderung des Druckes beobachtet (Amtma, ~5 mN m™), was beweist, dass die

Oberflachenaktivitit von der Zusammensetzung der Subphase beeinflusst wird.

4.2.2 IRRA-spektroskopische Untersuchung der Protein/Peptidfilme an der
Luft/Wasser-Grenzflache

Durch die IRRA-Spektroskopie sollen neben der Beobachtung der Protein/Peptidfilmbildung

an der Luft/Wasser-Grenzfliche Informationen iiber die Sekundérstruktur der adsorbierten

Molekiile gewonnen werden.

4.2.2.1 IRRA-spektroskopische Untersuchung von HiPIP

Die Isotherme in Abb. 4.8 A zeigt die Adsorption von HiPIP an die Luft/Wasser-Grenzfldche
in der Puffersubphase. Zunédchst wurde keine Druckénderung nach der Injektion beobachtet.
Nach einer Inkubationszeit von ~2,5 h begann der Oberfldchendruck zu steigen. Auch bis zum

Abbruch der Messung nach ~20 h bildete sich kein Gleichgewicht.
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Abb. 4.8: Oberflachenaktivitit von HiPIP (100 nM) an der Luft/Wasser-Grenzfliche auf Puffer (20 mM
Kaliumphosphat, pH 7,0) bei 20 °C. A: Zeitabhéngige Druckénderung nach Proteininjektion (Zeit =
0h), Pfeile markieren den Aufnahmezeitpunkt der dargestellten Spektren in B. B: Reflexions-
Absorptions-Spektren; Inset: Ausschnittsvergroerung des Amidbandenbereiches.
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Die simultan aufgenommenen Spektren zeigten in den ersten Stunden nach der Proteinzugabe
erwartungsgemiB nur sehr geringe Anderungen (Abb. 4.8 B). Nach ~2 h bildete sich die
v(OH) Bande, was auf die Bildung eines Proteinfilms an der Luft/Wasser-Grenzflache
hindeutet. Im weiteren Adsorptionsverlauf nahm die v(OH) Bande deutlich an Intensitit zu.
AulBlerdem bildete sich die proteinspezifische Amid I Bande. Sie zeigte ein Minimum bei
1661 cm™, was auf hauptsichlich a-helikale Strukturelemente schlieBen ldsst. Die Schultern
bei 1634 cm™ und 1685 cm™ deuten zusitzlich auf die Anwesenheit von B-Faltblittern im
Protein hin. Im weiteren Verlauf bildeten sich auch die Amid A und die Amid II Bande.
AuBerdem dnderten sich neben den Intensitdten, Form und Lage der Amidbanden. Die Amid I
Bande entwickelte sich zu einer Doppelbande in der die Intensitit der B-Faltblattstrukturen
(bei 1624 cm™) gegeniiber denen der a-Helixstrukturen (bei 1661 cm’) immer weiter
zunahm. Auch das Minimum der Amid II Bande verschob sich zu kleineren Wellenzahlen

(1530 cm™), was eine Verschiebung hin zu B-Faltblattstrukturen anzeigt.

4.2.2.2 IRRA-spektroskopische Untersuchung von preHiPIP

Die Vorversuche zeigten, dass durch die Kopplung des HiPIP mit dem Tat-spezifischen
Signalpeptid die Oberflichenaktivitét verstarkt wird.

Es wurde auch gezeigt, dass die Verwendung unterschiedlicher Proteinchargen verschiedene
Ergebnisse ergaben. Fiir die IRRA-spektroskopische Untersuchung wurde Charge II
verwendet. Die Messergebnisse zeigten einen dhnlichen Adsorptionsverlauf wie sie im

Vorversuch mit der Filmwaagemessung beobachtet wurde (vgl. Abb. 4.6 B und Abb. 4.9 A).

Abb. 4.9 A zeigt, dass der Oberflachendruck wéhrend der Injektion des Proteins sprunghaft
anstieg. Die Proteinlosung wurde direkt durch die Oberflache des Puffers in die Subphase
injiziert, wobei sich wahrscheinlich Proteinmolekiile an der Grenzschicht zu einem diinnen
Proteinfilm organisierten. Der Druck blieb zunidchst konstant. Nach ~40 min steigt der
Oberflachendruck erneut an. Ein Gleichgewicht trat nach ~9 h auf. Der Oberflichendruck

betrug dann ~9 mN m’".

Die IRRA-Spektren  zeigten die  Entwicklung des  Proteinfilmes an  der
Luft/Wasser-Grenzflache (Abb. 4.9 B) durch die kontinuierliche Zunahme der Intensitét der
v(OH) Bande (~3590 cm™). Auch die proteinspezifischen Banden wie die Amid A Bande
(~3285 cm™) und die Amid I und II Banden entwickelten sich. Die Amid I und II Banden
nahmen wihrend der Messzeit nicht nur an Intensitit zu, sondern verdnderten wiahrend des
Adsorptionsprozesse auch Form und Lage. Zunichst zeigte die Amid I Bande zwei deutlich

voneinander abgrenzbare Minima (1662 cm™ und 1625 cm™). Beim Erreichen der maximalen
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Intensitit nach ~2 h wies die Bande nur noch ein Minimum bei 1629 cm™ auf, was einen
{iberwiegenden Anteil an p-Faltblattstrukutren andeutet. Die Schulter bei 1656 cm™ wies
auBBerdem auf das Vorhandensein a-helikaler Strukturen hin. Auch die Amid I Bande
verinderte sich wihrend des Adsorptionsprozesses. Ihre endgiiltige Lage bei 1536 cm™ deutet

auf die Anwesenheit unterschiedlicher Sekundarstrukturelemente im Molekiil hin.
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Abb. 4.9: Oberfldachenaktivitdt von preHiPIP (100 nM) an der Luft/Wasser-Grenzfliche auf Puffer (20 mM
Kaliumphosphat, pH 7,0) bei 20 °C. A: Zeitabhingige Druckénderung nach Proteininjektion (Zeit =
0h), Pfeile markieren den Aufnahmezeitpunkt der dargestellten Spektren in B. B: Reflexions-
Absorptions-Spektren; Inset: AusschnittsvergroBerung des Amidbandenbereiches.

4.2.23 IRRA-spektroskopische Untersuchung des Signalpeptides

Da die konzentrationsabhingigen Messungen des Signalpeptides in den Vorversuchen
zeigten, dass bei einer Peptidkonzentration von 100 nM in der Subphase die Adsorption
wahrscheinlich in einem geschlossenen Peptidfilm endet und ausreichend schnell verlduft,
wurde mit dieser Konzentration auch die mit IRRA-Spektroskopie gekoppelte Messung
durchgefiihrt.

Verglichen mit den Vorversuchen erfolgte der Adsorptionsprozess langsamer. AuBlerdem

wurde kein Gleichgewicht erreicht.

Die simultan aufgenommenen IRRA-Spektren zeigten schon deutliche peptidspezifische
Banden bevor es zum Druckanstieg kam (Abb. 4.10). Die Entstehung der v(OH) Bande bei
~3595 cm™ wies auf die Bildung eines Peptidfilms an der Luft/Wasser-Grenzfliche hin. Die
Amid I und II Banden lagen bei 1621 cm™ und 1528 cm™ und weisen damit auf eine aus
hauptsdchlich B-Faltbldttern bestehende Struktur hin. AuBerdem zeigte die Schulter bei
1686 cm™, dass die Faltblitter antiparallel ausgerichtet sind und wahrscheinlich aggregiert
vorliegen (1621 cm™). Eine weitere Schulter bei 1661 cm™ deutete zudem auch o-helikale

Strukturelemente an.
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Abb. 4.10: Oberflichenaktivitdt des Signalpeptides (100 nM) an der Luft/Wasser-Grenzflache auf Puffer (20 mM
Kaliumphosphat, pH 7,0) bei 20 °C. A: Zeitabhingige Druckénderung nach Proteininjektion (Zeit =
0h), Pfeile markieren den Aufnahmezeitpunkt der dargestellten Spektren in B. B: Reflexions-
Absorptions-Spektren; Inset: AusschnittsvergroBerung des Amidbandenbereiches.

Es wurde festgestellt, dass sowohl die Proteine HiPIP und preHiPIP als auch das
entsprechende Signalpeptid oberfldchenaktiv sind und Protein/Peptidfilme bilden, wobei sich
die Intensitdt deutlich unterscheidet. HiPIP zeigte nur eine schwache Adsorption. In den
IRRA-Spektren konnten deutliche Verdnderungen im Amidbandenbereich verfolgt werden.

30.104] yje Anderungen im Spektrum kénnten als Ergebnis

HiPIP ist ein sehr stabiles Protein |
einer Umorientierung des Proteins an der Grenzfliche interpretiert werden. Schon kleine
Anderungen der Orientierung des Molekiils kénnten sich stark in den IRRA-Spektren
niederschlagen, da nur jeweils kurze Bereiche des Proteins als B-Faltblatt bzw. a-Helix
organisiert sind. Eine Aggregation und die damit verbundenen Konformationsédnderungen der
Proteinstruktur kann an der Luft/Wasser-Grenzfliche ebenfalls nicht ausgeschlossen werden.
Das preHiPIP zeigte eine stirke Adsorption als das reine HiPIP, was auf das gekoppelte
Signalpeptid  zuriickgefiihrt werden kann. Die Strukturinformationen aus den
IRRA-spektroskopischen Spektren waren denen des reinen HiPIP sehr &hnlich.
Wahrscheinlich liegt das an das Protein gekoppelte Peptid, wie in Losung (unverdffentliche
Ergebnisse), auch an der Grenzfliche unstrukturiert vor. Das eigenstindige Signalpeptid
zeigte nach der Adsorption an die Luft/Wasser-Grenzfliche hauptsdchlich
B-Faltblattstrukturen. In CD-Studien wurde festgestellt, dass das Signalpeptid auch in Losung
in B-Faltbldttern organisiert ist (Briiser und Mitarbeiter, nicht veroffentlicht). Das wiirde
bedeuten, dass es wihrend des Adsorptionsvorganges zu keinen Konformationséinderungen
im Molekiil kommt. Die Moglichkeit, dass es sich bei der B-Faltblattkonformation in Losung
nicht um die native Form handelt, sondern durch Lagerungsbedingungen und/oder —zeitraum

bedingt ist, darf nicht auBBer Acht gelassen werden.
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4.3  Adsorption der Proteine und des Peptides an Lipidmonoschichten

Auch fiir das bakterielle System steht die Analyse des Interaktionsverhaltens zwischen
Lipiden und den Proteinkomponenten im Vordergrund der Arbeit. Nach der Charakterisierung

der Modellproteine wurde deren Wechselwirkung an Lipidmonoschichten gemessen.

4.3.1 Zeitabhangige Adsorption der Proteine und des Peptides an das polare E.
coli-Lipidgemisch

Es wurde die Wechselwirkung zwischen den verschiedenen Substraten (HiPIP, preHiPIP und

dem entsprechenden, Tat-spezifischen Signalpeptid) und einer Monoschicht, die der

Cytoplasmamembran von E. coli nachempfunden ist, untersucht. Dafiir wurde der polare

E. coli Extrakt mit der Zusammensetzung PE/PG/CL 67:23:10 mol-% verwendet.

4.3.1.1  Untersuchung der zeitabhingigen Adsorption bei konstanter Flache

Nach dem Spreiten des Lipidgemisches auf der Puffersubphase wurden Monoschichten mit
einem Oberflichendruck von 10, 20 bzw. 30 mN m" prépariert. Danach wurde die
Protein/Peptidlosung in die Subphase injiziert und die zeitabhingige Druckinderung
beobachtet.

Adsorption von HiPIP an Monoschichten des polaren E.coli-Lipidgemisches

Nach der Injektion des HiPIP zeigte sich in den Messungen mit den verschiedenen
Ausgangsdriicken jeweils eine Verringerung des Oberflichendruckes. Um zu verifizieren, ob
es sich um einen durch die Proteinzugabe induzierten Effekt handelt oder auf die Verdunstung
der Subphase zuriickzufiihren ist, wurden Vergleichsmessungen durchgefiihrt, in denen keine
Proteinzugabe erfolgte. Reine Lipidfilme waren iliber den betrachteten Zeitraum stabil. Die
beobachtete Druckabnahme nach der Zugabe des HiPIP konnte somit auf die Interaktion des
Proteins mit der Monoschicht zuriickgefiihrt werden. Moglicherweise bewirkt HiPIP eine
Kondensation des Lipidfilms. Andererseits konnte HiPIP durch die Interaktion mit den
Lipidmolekiilen diese mit in die Subphase ziehen. Durch die dadurch entstehende

Verringerung der Lipidmolekiilanzahl an der Grenzflache, sinkt der Druck.

Adsorption von preHiPIP an Monoschichten des polaren E.coli-Lipidgemisches
Die Vorversuche zur Ermittlung der Oberflichenaktivitit mit preHiPIP zeigten, dass das

Protein eine Affinitit fiir hydrophobe Oberfldchen aufweist. In den Adsorptionsmessungen

mit Lipidmonoschichten mit niedrigen Initialdriicken von ~10 und ~20 mN m™ erfolgte nach
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der Injektion der Proteinlésung ein geringer Druckanstieg um jeweils ~3 mN m™. Nach einer
Inkubationszeit von ~1 h waren ein Gleichgewichtszustand und die jeweils maximale
Druckénderung erreicht. Schon nach etwa zweistiindiger Inkubationszeit begann der
Oberflachendruck wieder zu sinken. Bei einem hoheren Ausgangsdruck der Monoschicht von
~30 mN m" wurde durch die Injektion des Proteins keine Druckerhdhung induziert. Nach
~30 min begann der Oberflichendruck zu sinken. Die Ermittlung des maximalen
Einbaudruckes ergabt ~25 mN m™ (Abb. 4.11, Griin gestrichelt). Ein spontaner Einbau von

preHiPIP in Membranen scheint daher unwahrscheinlich.

An / mNm™

10 20 30
pressure / mNm’”'

Abb. 4.11: Ermittlung des maximalen Einbaudruckes an den polaren E.coli Extrakt (PE/PG/CL 67: 23:
10 mol-%) durch Extrapolation der AT-Werte 2 h nach der Injektion des Proteins bzw. des Peptides,
auf Puffer (20 mM Kaliumphosphat, pH 7,0), bei 20 °C. Griin gestrichelt: preHiPIP Charge I; Griin:
preHiPIP Charge II; Blau: Signalpeptid.

Wiederholungsmessungen mit einer neu préparierten Proteinlosung zeigten andere Resultate.
Es wurde ein umso groBerer Druckanstieg nach der Proteinzugabe gemessen, je kleiner der
Ausgangsdruck der vorgelegten Monoschicht war. Bei einem Ausgangsdruck von
~30 mN m" wurde keine Erhéhung des Druckes nach der Injektion beobachtet. Allerdings
blieb der Film stabil. Bei den geringeren Initialdriicken von ~10 und ~20 mN m™ erreichte die
Druckidnderung Maximalwerte von Amy,y ~6,5 mN m” und Aty ~3,3 mN m™'. Danach blieb
der Oberflichendruck jeweils konstant. Der ermittelte maximale Einbaudruck lag bei
~30 mN m™' (Abb. 4.11, Griin). Da keine erkennbare Interaktion zwischen preHiPIP und der
Monoschicht mit einem lateralen Oberflichendruck von ~30 mN m™' gemessen wurde, kann

nicht eindeutig geklirt werden, ob preHiPIP spontan in Membranen interkalieren kann.

Adsorption des Signalpeptides an Monoschichten des polaren E.coli-Lipidgemisches
Die Anwesenheit des Signalpeptides im preHiPIP-Molekiil scheint die Interaktionsfiahigkeit

mit Lipidmonoschichten zu erhdhen. Adsorptionsstudien sollen zeigen, ob auch das

Signalpeptid allein in der Lage ist mit Lipidmolekiilen in Wechselwirkung zu treten.
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Bei einem niedrigen Initialdruck des Lipidfilms von ~10 mNm" erfolgte nach der
Peptidinjektion ein Druckanstieg um ~8,5 mN m™. Der maximale Druckanstieg nach der
Injektion des Signalpeptides unter eine Monoschicht mit einem lateralen Oberflaichendruck
von ~20 mN m™ betrug ~3,9 mN m™. Bei einem hohen Ausgangsdruck von ~30 mN m™
zeigte sich nur ein sehr schwacher Druckanstieg direkt nach der Zugabe der Peptidlosung. Die
Ermittlung des maximalen Einbaudruckes ergab einen Wert von ~30,5 mN m™” (Abb. 4.11,
Blau). Damit kann nicht eindeutig gekldrt werden, ob eine spontane Insertion des

Signalpeptides in Membranen mdglich ist.

4.3.1.2  Zeitabhingige Adsorption bei konstantem Druck: IRRA-Spektroskopie

Fir die mit IRRA-Spektroskopie gekoppelten Messungen wurde der Lipidfilm zu einem
lateralen Oberflichendruck von 20 mN m” komprimiert, die Protein/Peptidlosung in die
Subphase injiziert und die zeitabhéngige Flichendnderung pro Lipidmolekiil beobachtet. Die
simultan aufgenommenen IRRA-Spektren liefern weitere Details wie die Konformation und

Orientierung der Proteine bzw. des Peptides in Interaktion mit Lipiden.

Adsorption von HiPIP an Monoschichten des polaren E.coli-Lipidgemisches
Durch die Filmwaagemessungen bei konstanter Fliache konnte nicht eindeutig verifiziert

werden, ob HiPIP an der Grenzfldche mit den Lipiden interagiert ohne zu insertieren oder ob
das Protein hauptséchlich in der Subphase verbleibt. Mit der IRRA-Spektroskopie kann das

tiberpriift werden.
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Abb. 4.12: Adsorption von HiPIP (100 nM) an den polaren E. coli Extrakt (PE/PG/CL 67: 23: 10 mol-%) bei n =
20mN m' auf Puffer (20mM Kaliumphosphat, pH7,0) bei 20°C. A: Zeitabhingige
Flacheninderung nach Proteininjektion (Zeit = 0 h), Pfeile markieren den Aufnahmezeitpunkt der
dargestellten Spektren in B. B: Reflexions-Absorptions-Spektren, Schwarz: reines Lipidspektrum;
Inset: Ausschnittsvergroerung des Amidbandenbereiches.
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Nach der Injektion der HiPIP-Losung blieb die Fldche zundchst konstant und verringerte sich
nach einer Inkubationszeit von ~5 h (Abb. 4.12 A). Wie in Abb. 4.12 B zu sehen ist, dnderten
sich die Spektren im Verlauf der Messung kaum. Weder dnderten sich Lage oder Form der
lipidspezifischen Banden, wodurch ausgeschlossen werden kann, dass es zu einer
Kondensation des Lipidfilmes kommt, noch entwickelten sich proteinspezifische Banden. Das

Protein interagiert also nicht mit den Lipiden an der Luft/Wasser-Grenzflache.

Adsorption von preHiPIP an Monoschichten des polaren E.coli-Lipidgemisches
Nach der Zugabe der Proteinldsung aus der ersten Charge zeigte sich zundchst eine Erh6hung

der Fliche pro Lipidmolekiil. Schon nach kurzer Zeit (~30 min) deutete sich der Ubergang in
einen Gleichgewichtszustand an. Dann erfolgte noch einmal eine sprunghafte
FlachenvergroBerung. Es ist sehr wahrscheinlich, dass es sich hier um einen messtechnischen
Fehler handelte. Die Fliche pro Lipidmolekiil blieb dann noch eine kurze Zeit konstant und
begann ~1 h nach der Proteinzugabe kontinuierlich zu sinken (Abb. 4.13 A).
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Abb. 4.13: Adsorption von preHiPIP (Charge I, 100 nM) an den polaren E. coli Extrakt (PE/PG/CL 67: 23:
10 mol-%) bei ® = 20 mNm™" auf Puffer (20mM Kaliumphosphat, pH 7,0) bei 20°C. A:
Zeitabhingige Fliachendnderung nach Proteininjektion (Zeit = O0h), Pfeile markieren den
Aufnahmezeitpunkt der dargestellten Spektren in B. B: Reflexions-Absorptions-Spektren, Schwarz:
reines Lipidspektrum; Inset: Ausschnittsvergroflerung des Amidbandenbereiches.

Die Betrachtung der Spektren in den ersten 30 min nach der Injektion von preHiPIP zeigte
eine Intensititszunahme der v(OH) Bande (bei ~3580 cm™) (Abb. 4.13 B). Im weiteren
Messverlauf nahm die Intensitit der v(OH) Bande stark ab und proteinspezifische aber
positive Banden erscheinen. Ein solches Verhalten kann damit erkldrt werden, dass die
Proteinlosung durch die Verbindungskanéle vom Probentrog in den Referenztrog diffundierte
und dort eine Adsorption an die Luft/Wasser-Grenzflache stattfand. Die Bandenformen und —
positionen der Amid I und II Banden dhnelten denen, die in der Oberflichenaktivitdtsmessung

aufgenommen wurden. Dies spricht ebenfalls fiir die Entstehung eines Proteinfilmes im
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Referenztrog. Es wird deutlich, dass preHiPIP eine hohere Affinitdt zu Luft/Wasser-
Grenzflachen als zu Lipidmolekiilen aufweist. Die Intensitdtsabnahme der OH-Bande kommt
durch die Verrechnung der Proben- und Referenzspektren zustande, nicht durch die

Verringerung der Schichtdicke des Lipidfilms im Probentrog.

Nach dem Injektionsvorgang der Proteinlosung der zweiten Praparation blieb die Fliche pro
Lipidmolekiil des Lipidfilms bei 20 mN m™ zunichst konstant. Nach ~1 h begann die
Flachenzunahme. Bis zum Abbruch der Messung wurde eine Flichendnderung von mehr als
12 % erreicht (Abb. 4.14 A). In den entsprechenden Spektren wurden nur geringe
Anderungen beobachtet (Abb. 4.14 B). Um die Anderungen im Bereich der Amid I und II
Banden besser zu verifizieren, wurde ein Differenzspektrum (des Adsorptionsspektrums 5 h
nach der Injektion) berechnet (Abb. 4.17). Dieses weist auf eine hauptsichlich o-helikale

Sekundirstruktur des adsorbierten Proteins hin (1657 cm™ und 1545 cm™).
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Abb. 4.14: Wiederholung Adsorption von preHiPIP (Charge II, 100 nM) an den polaren E.coli Extrakt
(PE/PG/CL 67: 23: 10 mol-%) bei = = 20 mN m™" auf Puffer (20 mM Kaliumphosphat, pH 7,0) bei
20 °C. A: Zeitabhédngige Flicheninderung nach Proteininjektion (Zeit = 0 h), Pfeile markieren den
Aufnahmezeitpunkt der dargestellten Spektren in B. B: Reflexions-Absorptions-Spektren, Schwarz:
reines Lipidspektrum; Inset: Ausschnittsvergrolerung des Amidbandenbereiches.

Adsorption des Signalpeptides an Monoschichten des polaren E.coli-Lipidgemisches
Die Vorversuche bei konstant gehaltener Fliche zeigten, dass das Signalpeptid mit der

Monoschicht interagiert. Wie in Abb. 4.15 A zu sehen ist, wurde durch die Injektion der
Peptidlosung eine Fldchenzunahme induziert. Die maximale Flichendnderung betrug
~13,5%. Nach mehr als zehnstiindiger Inkubation verkleinerte sich die Fliche pro
Lipidmolekiil und erreichte Flachen, die sogar kleiner waren als zu Beginn des Experimentes.

Nach dem Erreichen der kleinstmdglichen Flache nahm der Druck ab (nicht gezeigt).



96 Ergebnisse und Diskussion

In den ersten Stunden der Adsorption zeigten sich in den IRRA-Spektren nur geringe
Verdnderungen, die mit einer Insertion des Signalpeptides erkldrt werden konnten. Die
Anderungen in den Bereichen der Amid I und II Banden waren allerdings nicht intensiv
genug, um detaillierte Aussagen iiber das wechselwirkende Peptid zu machen. Im weiteren
Messverlauf, wéhrend der Fldchenabnahme, dnderten sich die Spektren drastisch. Die
Ausbildung der Amid A Bande und auch die Intensititszunahme der Amid I und II Banden
lassen auf einen verstirkten Einbau des Peptides in die Monoschicht schlielen, was allerdings
nicht mit der Flichenverringerung im Einklang steht. Die Bandenpositionen der Amid I und II
Banden (~1620 cm™ und ~1530 cm™) zeigten eine Sekundirstruktur, die hauptsichlich aus
aggregierten  [(-Faltblittern aufgebaut ist. Ungewohnlich war der drastische
Intensitétsriickgang der lipidspezifischen Banden. Auch die Entwicklung der
OH-Streckschwingungsbande ist ungewohnlich. Der Abfall der Basislinie vor dieser Bande
ist wahrscheinlich grundlegend fiir die Verschiebung der v(OH) Bande von ~3590 cm™ zu
~3565 cm’ verantwortlich. Eine solche Entwicklung kann durch eine starke Verdnderung des
Brechungsindexes, der wiederum von der Beschaffenheit der Molekiilschicht abhéngig ist,
hervorgerufen werden. Allerdings kann hier nicht gekliart werden wie oder wodurch eine so

starke Anderung des Brechungsindexes verursacht wurde.
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Abb. 4.15: Adsorption des Signalpeptides (100 nM) an den polaren E. coli Extrakt (PE/PG/CL 67: 23:
10 mol-%) bei ®1 = 20 mNm™" auf Puffer (20 mM Kaliumphosphat, pH 7,0) bei 20°C. A:
Zeitabhingige Fliachendnderung nach Proteininjektion (Zeit = 0h), Pfeile markieren den
Aufnahmezeitpunkt der dargestellten Spektren in B. B: Reflexions-Absorptions-Spektren, Schwarz:
reines Lipidspektrum; Inset: Ausschnittsvergrolerung des Amidbandenbereiches.

Durch  eine  Wiederholungsmessung  konnten  die  Ergebnisse  der  ersten
IRRA-spektroskopischen Messung nicht reproduziert werden (vgl. Abb. 4.15 und Abb. 4.16).

Der Adsorptionsverlauf der Wiederholungsmessung zeigte eine stdrkere Interaktion durch
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eine groflere Zunahme der Fliche pro Lipidmolekiil und vor allem ein stabiles Messsystem

(Abb. 4.16 A). Die maximale Flichendnderung betrug hier ~35 %.

Durch die Insertion des Peptides in die Monoschicht verringerte sich die Schichtdicke des
Films an der Luft/Wasser-Grenzfldche, was sich in der Intensititsverkleinerung der
OH-Streckschwingungsbande (v(OH) bei ~3585 cm™) duBert (Abb. 4.16 B). Die Ausbildung
peptidspezifischer Banden war schon nach etwa einstliindiger Inkubationszeit nach der
Peptidinjektion zu beobachten. Neben der Amid A Bande (~3290 cm™) zeigten die Amid I
und II Banden deutlich das adsorbierte Peptid. Die Bandenpositionen von ~1620 cm™ und
~1530 cm™  deuten auf hauptsichlich aggregierte p-Faltblattstrukturen hin. Das
Differenzspektrum zeigte, dass aber auch andere Strukturelemente wie a-Helices vorhanden
sind (Abb. 4.17). Die Insertion des Signalpeptides machte sich auch in der Verdnderung der
lipidspezifischen Banden bemerkbar. So nahmen die Intensititen der Methyl-, Methylen- und
Carboxystreckschwingungsbanden  (~2960 cm™, ~2925cm™  sowie ~2850 cm™ und

~1735 cm™) ab.
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Abb. 4.16: Wiederholung Adsorption des Signalpeptides (100 nM) an den polaren E. coli Extrakt (PE/PG/CL 67:
23: 10 mol-%) bei © = 20 mN m™" auf Puffer (20 mM Kaliumphosphat, pH 7,0) bei 20 °C. A:
Zeitabhingige Fliachendnderung nach Proteininjektion (Zeit = 0h), Pfeile markieren den
Aufnahmezeitpunkt der dargestellten Spektren in B. B: Reflexions-Absorptions-Spektren, Schwarz:
reines Lipidspektrum; Inset: Ausschnittsvergrolerung des Amidbandenbereiches.

Um die drei mit der Monoschicht des polaren E. coli Extraktes interagierenden Komponenten
- HiPIP, preHiPIP und das Signalpeptid - untereinander zu vergleichen und deutlichere
Informationen iiber deren Sekundirstruktur zu gewinnen, ist es hier sinnvoll

Differenzspektren zu berechnen.
In Abb. 4.17 sind die Unterschiede der Adsorptionsintensitdt im Amid I und II Bereich und
damit der Sekundérstruktur zu erkennen. Da HiPIP nicht mit der Lipidschicht interagiert, sind

im Differenzspektrum keine Banden zu erkennen (Rot). Fiir preHiPIP ldsst sich eine
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a-helikale Sekundirstruktur ablesen (Griin). Die Amid I und II Banden sind sehr
intensitdtsschwach aber die Minima liegen eindeutig bei 1657 cm™ und 1545 cm™. Das
Differenzspektrum des Signalpeptides zeigt, dass die Struktur neben B-Faltblattstrukturen
(Amid T bei ~1620 cm™, Amid II bei ~1530 cm™) auch a-helikale Anteile beinhaltet
(~1655 cm™). Das Peptid ist also nicht komplett entfaltet.
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Abb. 4.17: Detailausschnitt des Amidbandenbereiches der Differenzspektren der adsorbierten Proteine und des
Peptides an den polaren E. coli Extrakt (PE/PG/CL 67: 23: 10 mol-%) bei = = 20 mN m™" auf Puffer
(20 mM Kaliumphosphat, pH 7,0), bei 20 °C. Rot: HiPIP; Griin: preHiPIP; Blau: Signalpeptid.

Es wurde gezeigt, dass die untersuchten Proteine HiPIP und preHiPIP und das Peptid
unterschiedlich stark mit Lipidmonoschichten interagieren. Das reine HiPIP interagiert nicht

mit dem polaren E. coli-Lipidgemisch.

Fiir preHiPIP wurden mit unterschiedlichen Proteinchargen verschiedene Ergebnisse erzielt.
Da die Resultate der ersten Charge stark schwanken (Abb. 4.11), ist anzunehmen, dass die
Proteinlosung Verunreinigungen enthielt. Die Ergebnisse der Messungen mit der zweiten
Proteincharge zeigten deutliche Wechselwirkungen mit den Lipiden der Monoschicht. Da das
reine HiPIP nicht mit Lipiden interagiert, muss das gekoppelte Signalpeptides im Protein fiir
diese Interaktion ursdchlich sein. Uber die Sekundirstruktur des mit den Lipiden
interagierenden Proteins lassen sich nur iiber die berechneten Differenzspektren Aussagen
treffen. Das Protein schien hauptsichlich a-helikal strukturiert zu sein. Im Vergleich zum
adsorbierten Protein an der Luft/Wasser-Grenzfliche war der a-helikale Strukturanteil
deutlich erhoht. Moglicherweise bildet das Signalpeptid in Interaktion mit den Lipiden die

zusatzlichen a-Helices.

Auch in den Experimenten mit dem Signalpeptid kam es zu unterschiedlichen Ergebnissen.

Fiir die Wiederholungsmessung wurde eine neue Peptidlosung aus dem gefriergetrockneten
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Stammvorrat hergestellt. Alle anderen Komponenten (Puffer und Lipidlosung) waren
unverdndert. Moglicherweise sind in der ersten IRRA-Spektroskopiemessung mit der
Peptidlosung  Verunreinigungen in den Trog gelangt, die die eigentiimliche
Adsorptionsisotherme und IRRA-Spektren verursacht haben. Die FErgebnisse der
Filmwaagemessungen und der Wiederholungsmessung mittels IRRA-Spektroskopie zeigten
die Interaktion mit den Lipiden und dass das Signalpeptid zum Grof3teil an der Grenzfliche in

aggregierten B-Faltblittern vorlag.

4.3.2 Zeitabhangige Adsorption der Proteine und des Peptides an E. coli PG

Mittels ~ Filmwaagetechnik  und  IRRA-Spektroskopie = konnte  unterschiedliches
Wechselwirkungsverhalten der verschiedenen Substrate an Monoschichten des polaren E. coli
Lipidextrakt festgestellt werden. Um zu verifizieren ob negativ geladene Lipidkomponenten
durch elektrostatische Wechselwirkungen der Grund fiir die Interaktionen sind, wurden
Vergleichsmessungen an PG-Monoschichten durchgefiihrt. Es wurde untersucht, ob und wie
eine stirker negativ geladene Lipidschicht die Wechselwirkung mit den Proteinen bzw. des

Peptides beeinflusst.

4.3.2.1 Untersuchung der zeitabhéngigen Adsorption bei konstanter Fldche

Adsorption von preHiPIP an E.coli-PG Monoschichten
Die Adsorption des Precursor-Proteins preHiPIP an die stark negativ geladene

Lipidmonoschicht bei den unterschiedlichen Ausgangsdriicken von 10, 20 bzw. 30 mN m™
war stirker als die Wechselwirkung an das polare E. coli Gemisch (vgl. Abb. 4.12 und Abb.
4.18).
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Abb. 4.18: Ermittlung des maximalen Einbaudruckes an E. coli PG durch Extrapolation der Am-Werte 2 h nach
der Injektion des Proteins bzw. des Peptides, auf Puffer (20 mM Kaliumphosphat, pH 7,0), bei 20 °C.
Griin: preHiPIP; Blau: Signalpeptid.
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Selbst bei einem hohen lateralen Initialdruck von ~30 mN m-1 wurde nach der Proteinzugabe
ein deutlicher Druckanstieg beobachtet. Insgesamt wurde eine etwa doppelt so starke
Wechselwirkung festgestellt. Durch diese erhohte Adsorptionsstirke ergab sich ein hoherer
maximaler Einbaudruck von ~32 mN m-1. Ein Wert von {iber 30 mN m-1 spricht fiir das
spontane Insertionsvermdgen des Proteins in Membranen. In eine stark negativ geladene

Membran konnte sich das mit dem Signalpeptid versehene HiPIP wahrscheinlich einbauen.

Adsorption des Signalpeptides an E.coli-PG Monoschichten
Bei einem geringem Ausgangsdruck der negativ geladenen PG-Monoschicht von ~10 mN m™

lieB sich kein eindeutiger Unterschied zu den Messungen an das polare E. coli Lipidgemisch
feststellen. Die Druckdnderungen waren sehr dhnlich. Wurde ein hoherer Initialdruck
vorgelegt, zeigte sich eine stirkere Affinitit. Bei einem Startdruck von 20 mN m™ ist die
maximale Druckénderung mehr als doppelt so grof3 als es an das polare Lipidgemisch
beobachtet wurde. Bei dem hohen Ausgangsdruck von ~30 mN m™ ist der Unterschied noch
deutlicher. Der maximale Einbaudruck lag deutlich iiber dem kritischen Wert von 30 mN m™

(Abb. 4.18) und zeigt damit die Fahigkeit des Signalpeptides in Membranen zu insertieren.

4.3.2.2  Zeitabhdngige Adsorption bei konstantem Druck: IRRA-Spektroskopie

Nach der Zugabe der Protein/Peptidlosung in die Subphase unter eine Lipidmonoschicht mit
einem lateralen Oberflichendruck von 20mNm”, wurden die zeitabhingige

Flicheninderung und die Anderungen der IRRA-Spektren beobachtet.

Adsorption von HiPIP an E.coli-PG Monoschichten
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Abb. 4.19: Adsorption von HiPIP (100nM) an E.coli PG bei 1 = 20mNm" auf Puffer (20 mM
Kaliumphosphat, pH 7,0) bei 20 °C. A: Zeitabhéngige Flichendnderung nach Proteininjektion (Zeit =
0 h), Pfeile markieren den Aufnahmezeitpunkt der dargestellten Spektren in B. B: Reflexions-
Absorptions-Spektren, Schwarz: reines Lipidspektrum; Inset: AusschnittsvergroBerung des
Amidbandenbereiches.
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Nach einer Inkubationszeit von ~1 h nach der Zugabe von HiPIP zeigte sich eine langsame
Zunahme der Fliache ohne dass proteinspezifische Banden sichtbar wurden (Abb. 4.19). Dies
spricht fiir eine dufert geringe Adsorption der Proteinmolekiile an die negativ geladenen

Lipidmonoschicht.

Adsorption von preHiPIP an E.coli-PG Monoschichten
Die Adsorptionsmessungen der Vorversuche zeigten, dass es deutliche Unterschiede in der

Interaktion zwischen preHiPIP und dem polaren E. coli-Lipidgemisch bzw. E. coli PG gibt.
Mit Hilfe der IRRA-Spektroskopie kann zusédtzlich untersucht werden, ob diese Unterschiede

auch Konformations- und oder Orientierungsdnderungen der Proteinmolekiile betreffen.

Die Adsorptionsisotherme zeigte nach der Proteininjektion zunédchst nur einen geringen
Anstieg der Fliache pro Lipidmolekiil. Erst nach einer Inkubationszeit von ~2 h vergroBerte

sich die Molekiilfliche deutlich stirker (Abb. 4.20 A).
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Abb. 4.20: Adsorption von preHiPIP (100 nM) an E.coli PG bei © = 20 mN m™ auf Puffer (20 mM
Kaliumphosphat, pH 7,0) bei 20 °C. A: Zeitabhéngige Flachendnderung nach Proteininjektion (Zeit =
0h), Pfeile markieren den Aufnahmezeitpunkt der dargestellten Spektren in B. B: Reflexions-
Absorptions-Spektren, Schwarz: reines Lipidspektrum; Inset: AusschnittsvergroBerung des
Amidbandenbereiches.

In den IRRA-Spektren (Abb. 4.20 B) wurden zuniichst keine Anderungen gegeniiber dem
reinem Lipidspektrum beobachtet. Im weiteren Adsorptionsverlauf nahm die Schichtdicke der
Monoschicht durch die An- bzw. Einlagerung des preHiPIP zu, was sich in einer
Intensititserhohung der OH-Streckschwingungsande (v(OH) bei ~3585 cm™) widerspiegelt.
Auch proteinspezifische Banden wurden detektiert. Die Amid I und II Banden wiesen
intensititsschwache aber sehr definierte Bandenformen auf. Die Positionen beider Banden
(1657 cm™ und 1547 cm™) zeigten deutlich eine hauptsichlich o-helikale Sekundarstruktur.
Bemerkenswert war die Fluktuation der Intensititen der beschriebenen Banden. Sowohl die

OH-Bande als auch die Amidbanden nahmen im spédten Adsorptionsverlauf ab. Eine
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Umorientierung der Proteinstrukturen ist unwahrscheinlich, da die Bandenpositionen und —
formen erhalten blieben. Es ist anzunehmen, dass die adsorbierten Molekiile nicht homogen in
der Monoschicht verteilt waren. Durch die Mobilitdt innerhalb der Monoschicht kdnnen
proteinreiche und proteinarme Bereiche zu unterschiedlichen Zeiten der Spektrenaufnahme im

Focus liegen.

Durch eine zweite Injektion, und der damit verbundenen Erhdhung der Proteinkonzentration
in der Subphase, erhohten sich auch die Intensitéten der oben beschriebenen Banden (nicht

gezeigt). Auch hier fluktuieren die Intensititen der Amidbanden im Messverlauf.

Adsorption des Signalpeptides an E.coli-PG Monoschichten
In den Vorversuchen wurde eine starke Adsorption des Signalpeptides an die E. coli PG-

Monoschicht beobachtet.

Die Adsorptionsisotherme in der mit IRRA-Spektroskopie gekoppelten Messung zeigte ein
aullerordentliches Verhalten. Nach der Injektion der Peptidlosung wurden zunichst keine
Anderungen der Fliche pro Lipidmolekiil beobachtet. Nach einer Inkubationszeit von~30 min
kam es zu einem stufenartigen Flachenanstieg bis zu einer maximalen Zunahme von ~35%.
Nach einer Inkubationszeit von ~8 h erfolgte dann eine erhebliche, kontinuierliche Abnahme

der Flache (Abb. 4.21 A).
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Abb. 4.21: Adsorption des Signalpeptides (100 nM) an E. coli PG bei © = 20 mN m™ auf Puffer (20 mM
Kaliumphosphat, pH 7,0) bei 20 °C. A: Zeitabhéngige Flachendnderung nach Proteininjektion (Zeit =
0h), Pfeile markieren den Aufnahmezeitpunkt der dargestellten Spektren in B. B: Reflexions-
Absorptions-Spektren, Schwarz: reines Lipidspektrum; Inset: AusschnittsvergroBerung des
Amidbandenbereiches.

Die IRRA-Spektren zu Beginn der Adsorptionsmessung (bis 5 h) zeigten geringe Anderungen
im Vergleich zum reinen Lipidspektrum. Die Schichtdicke nahm leicht ab. Die Bandenform
der Amid I Bande ldsst vermutet, dass das Signalpeptid zunichst in a-helikaler Form vorlag

und im weiteren Adsorptionsprozess eine Umformung zu B-Faltblattstrukturen erfolgte.
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Obwohl die peptidspezifischen Banden so intensitdtsschwach waren, was auf eine geringe
Interaktion schlieBen ldsst, wurden deutliche Anderungen der lipidspezifischen Banden
beobachtet. Die Intensititen der Methylenstreckschwingungsbanden (v.s(CH,) bei 2925 cm™
und v{(CH,) bei 2855 cm™) nahmen wihrend des Adsorptionsprozesses ab. Das spricht fiir
einen starken Einbau des Peptides in die Monoschicht. Wihrend sich die Fliche stark
verkleinerte, wurden stiirkere Anderungen in den Spektren beobachtet. Die Amid A Bande
erschien (~3290 cm™) und die Intensititen der Amid I und II Banden nahmen zu. Die Amid |
Bande bei 1621 cm™ ldsst auf eine aggregierte B-Faltblattstruktur schlieBen. Mit einer
verstarkten Adsorption des Peptides an die Monoschicht kann die Flichenabnahme nicht
erklart werden. Bemerkenswert ist, dass die lipidspezifischen Banden fast vollstindig
verschwanden. Ungewohnlich ist auch die Entwicklung der OH-Streckschwingungsbande.
Das Absinken der Basislinie vor der Bande, ist wahrscheinlich ausschlaggebend fiir deren
Verschiebung von ~3590 cm™ zu ~3570 cm™'. Welche anderen Auswirkungen diese
Basislinienverschiebung auf das Spektrum hat oder wodurch diese Verschiebung

hervorgerufen wurde, ist nicht bekannt.

Ein dhnlicher Adsorptionsverlauf wurde auch fiir die Interaktion des Signalpeptides an das
polare E. coli Lipidgemisch beobachtet (Kap. 4.3.1.2). Eine Wiederholungsmessung mit neu
préparierter Peptidlosung zeigte, dass es sich wahrscheinlich um einen Artefakt handelte, der
moglicherweise durch Fehler bei der experimentellen Durchfiihrung bzw. durch
Verunreinigungen verursacht wurde. Um zu priifen, ob es sich in der oben beschriebenen

Messung ebenfalls um einen Artefakt handelt, wurde auch hier eine Wiederholungsmessung

durchgefiihrt.
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Abb. 4.22: Wiederholung Adsorption des Signalpeptides (100 nM) an E. coli PG bei n = 20 mN m™' auf Puffer
(20 mM Kaliumphosphat, pH 7,0) bei 20 °C. A: Zeitabhingige Fldchenénderung nach Proteininjektion
(Zeit = 0 h), Pfeile markieren den Aufnahmezeitpunkt der dargestellten Spektren in B. B: Reflexions-
Absorptions-Spektren, Schwarz: reines Lipidspektrum; Inset: AusschnittsvergroBerung des
Amidbandenbereiches.
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Auch in diesem Fall zeigte die Wiederholungsmessung einen anderen Verlauf der Adsorption
(vgl Abb. 4.21 und Abb. 4.22). Etwa 1 h nach der Peptidinjektion begann die Fliche pro
Lipidmolekiil zu steigen. Ein Gleichgewicht wurde erst nach einer zwanzigstiindigen

Inkubationszeit erreicht. Die Flichenidnderung betrug dann ~100 %.

Die entsprechenden IRRA-Spektren zeigten die Abnahme der Schichtdicke ~5 h nach der
Injektion, was in der Intensitdtsabnahme der OH-Streckschwingungsbande zu verfolgen und
auf die Insertion des Peptides in die Monoschicht zu erkldren ist. Die Entstehung der
peptidspezifischen Banden, wie Amid A, Amid I und II, zeigten ebenfalls die Insertion des
Signalpeptides in die Monoschicht. Zunichst zeigten Bandenlage und —form der Amid I und
II Banden, dass das Peptid tiberwiegend a-helikal strukturiert ist und nur in geringerem Maf3e
B-Faltblattstrukturen aufweist (Amid I 1657 cm™, Amid I 1549 cm™ und 1525 cm™). Im
weiteren Adsorptionsverlauf formten sich die Peptidstrukturen zu aggregierten -Faltblétteren
um (1621 em™). Auffillig bei der Beobachtung der Amid I und II Banden war die Fluktuation
der Intensititen wéihrend des Messverlaufes. Durch die Adsorption des Peptides wurden auch
die lipidspezifischen Banden beeinflusst (vo(CH,) bei ~2925 cm™, vo(CH,) bei ~2855 cm™
und v(C=0) bei ~1730 cm™). Diese verschwanden fast vollstindig. Wahrscheinlich erfolgt die
Adsorption des Proteins nicht homogen, was ebenfalls zu einer ungleichmifBigen Verteilung
der Lipidmolekiile fiihrt. Durch die Mobilitit des Films auf der Subphase gelangten diese
unterschiedlich zusammengesetzten Bereiche in den Fokus des IR-Strahlenganges und

verursachten so die gezeigte Spektrenabfolge.

In Differenzspektren sind die Unterschiede der Sekundirstrukturen der einzelnen Proteine
bzw. des Peptides in Interaktion mit Lipiden deutlicher zu erkennen. In Abb. 4.23 sind
Differenzspektren der nach fiinfstlindiger Inkubationszeit aufgenommenen
Adsorptionsspektren der jeweiligen Substrate miteinander verglichen.
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Abb. 4.23: Detailausschnitt des Amidbandenbereiches der Differenzspektren der adsorbierten Proteine und des
Peptides an E. coli PG bei 7 = 20 mN m™ auf Puffer (20 mM Kaliumphosphat, pH 7,0), bei 20 °C.
Rot: HiPIP; Griin: preHiPIP; Blau: Signalpeptid.
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Deutlich zeigt sich, dass das reine Protein HiPIP nicht mit den negativ geladenen Lipiden
interagierte (Rot). Nach der Zugabe des preHiPIP dagegen bildeten sich deutliche
Amidbanden, die auf eine hauptsdchlich a-helikale Sekundérstruktur hindeuten (Amid I bei
~1660 cm™, Amid II bei ~1546 cm™, Griin). Wihrend der Interaktion des Signalpeptides mit
der Monoschicht aggregierte ein Grofiteil der Struktur zu B-Faltblittern (Amid I bei
~1622 cm'l, Blau). Dennoch waren auch a-helikale und andere Anteile, wie z.B. B-Turns,

enthalten, was die sehr breite Schulter der Amid I Bande zeigt.

Auch mit der stark negativ geladenen E. coli PG-Monoschicht interagierte HiPIP nicht.

Im Gegensatz dazu wurde eine deutlich stirkere Adsorption von preHiPIP an die PG Lipide
beobachtet als an den polaren E. coli Extrakt. Es wurde ermittelt, dass sich sowohl preHiPIP
als auch das Signalpeptid spontan in solche negativ geladenen Membranen einbauen kénnen
sollten, wohingegen der Einbau in eine gemischte E. coli Membran nur in geringem Umfang
stattfinden diirfte. Die IRRA-spektroskopischen Messungen zeigen eine hauptsichlich
a-helikale Sekundérstruktur und bestitigen damit die vermutete Struktur des Proteins in

Interaktion mit Lipiden (vgl. Abb. 4.17 und Abb. 4.23).

Fiir die artifizielle erste IRRA-spektroskopische Messung mit dem Signalpeptid ist
wahrscheinlich die schon beschriebene ,,alte®, vermutlich verunreinigte Peptidstammldsung
verantwortlich. In der Wiederholungsmessung und auch in den reinen Filmwaagemessungen
wurde eine stirkere Adsorption an E.coli PG beobachtet als an das Gemisch. Die

Sekundarstruktur wird aber dadurch nicht beeinflusst.
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4.4  Untersuchung des Adsorptionsverhaltens eines speziellen preHiPIP-
Konstruktes an der Luft/Wasser-Grenzflache und an
Lipidmonoschichten

Um detaillierte Studie iiber das Adsorptionsverhalten eines potentiellen Tat-Substrates zu
erstellen, wurden unterschiedliche Ansidtze verfolgt. Die Gewinnung des Signalpeptides
stellte sich als besonders problematisch heraus. Es wurde versucht das Signalpeptid durch
gezielte Abspaltung vom Precursor-Protein preHiPIP zu gewinnen. Dafiir wurde ein
spezielles Konstrukt mit einer Thrombinschnittstelle zwischen HiPIP und dem Signalpeptid
entwickelt. Dieses neue Protein wurde charakterisiert und auf sein Adsorptionsverhalten mit

Lipidmonoschichten untersucht um Unterschiede zum ,,normalen* preHiPIP festzustellen.

4.4.1 Adsorption und IRRA-spektroskopische Analyse des Proteinfilms des

preHiPIP mit Thrombinschnittstelle an der Luft/Wasser-Grenzflache
Nach der Injektion des Proteins stieg der Oberflichendruck im betrachteten Zeitraum auf
~14mN m™ (Abb. 424 A). Die Bildung eines Oberflichenfilms zeigte sich durch die
Entstehung der OH-Streckschwingungsbande (v(OH) bei ~3590 cm™). Die IRRA-Spektren
zeigten von Beginn an auflerdem deutliche proteinspezifische Banden (Abb. 4.24 B) wie die
Amid A Bande (~3285 cm™), sowie Amid I und II Banden. Die asymmetrische Amid I Bande
deutet auf eine Sekundirstruktur hin, die sowohl a-helikale als auch B-Faltblattstrukturen
beinhaltet (1657 cm™ und 1628 cm™). Die Bandenlage der Amid II Bande unterstiitzt diese
Interpretation (1540 cm™).
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Abb. 4.24: Oberflachenaktivitit von preHiPIP mit Thrombinschnittstelle (100 nM) an der Luft/Wasser-
Grenzfliache auf Puffer (20 mM Kaliumphosphat, pH 7,0) bei 20 °C. A: Zeitabhingige Druckénderung
nach Proteininjektion (Zeit = 0 h), Pfeile markieren den Aufnahmezeitpunkt der dargestellten Spektren
in B. B: Reflexions-Absorptions-Spektren; Inset: AusschnittsvergroBerung des Amidbandenbereiches.
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4.4.2  Adsorption von preHiPIP mit Thrombinschnittstelle an Lipidmonoschichten

4.42.1 Untersuchung der zeitabhingigen Adsorption bei konstanter Flache

Das Adsorptionsverhalten des preHiPIP mit der Thrombinschnittstelle wurde an
Monoschichten bestehend aus dem polaren E. coli Extrakt und an E. coli PG Monoschichten
mit unterschiedlichen Initialdriicken untersucht. Dabei wurde die zeitabhingige Anderung des

Oberflachendruckes nach der Injektion der Proteinlosung beobachtet.

Die Wechselwirkungen des Proteins mit dem polaren Lipidgemisch waren im Allgemeinen
gering. Je hoher der Ausgangsdruck, desto schwécher und langsamer erfolgte die
Druckzunahme (Abb. 4.25 A, Schwarz). Ist die Monoschicht stirker negativ geladen, wurde
in den Messungen mit niedrigen Ausgangsdriicken (10 bzw. 20 mN m™") vor allem kurz nach
der Injektion stirkere Adsorption detektiert. Allerdings sanken die Oberflichendriicke schon
kurz nach dem Erreichen des maximalen Anstieges wieder. Bei einem Ausgangsdruck von
~30 mN m™ wurde eine schwichere Adsorption an die negativ geladene Monoschicht

beobachtet als an das polare Lipidgemisch (Abb. 4.25 A, Rot).

Die Interaktion zwischen Protein und den Lipiden ist im Allgemeinen schwach. Die
Auftragung der An-Werte gegen die Initaildriicke der entsprechenden Messungen zeigte
dennoch, dass die spontane Insertion in eine E. coli Membran bzw. in eine stirker negativ

geladene Membran in geringem Malle moglich sein sollte (Abb. 4.25 B).

A 40 B

4 o
?‘t 4
30+

YE | € 3]
=z P4
[S IS .
T 204 Ez_
| Y A——
:; 14 °
10 1
0
T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 10 20 30 40

Zeit/h . /mNm’

initial

Abb. 4.25: A: Zeitabhingige Druckidnderung nach der Injektion von preHiPIP mit Thrombinschnittstelle
(100 nM) an Lipidmonoschichten bei unterschiedlichen Ausgangsdriicken auf Puffer (20 mM
Kaliumphosphat, pH 7,0) bei 20 °C. B: Ermittlung des maximalen Einbaudruckes durch Extrapolation
der AT-Werte 2 h nach der Injektion des Proteins, Schwarz: an den polaren E. coli Extrakt (PE/PG/CL
67:23:10 mol-%); Rot: an E. coli PG.
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4.4.2.2  Untersuchung der zeitabhingigen Adsorption an Monoschichten des polaren E.coli-
Extraktes bei konstantem Druck: IRRA-Spektroskopie

Auch mit IRRA-spektroskopischen Untersuchungen zeigte sich die schwache Interaktion von

preHiPIP mit der Thrombinschnittstelle mit den polaren E. coli-Lipiden. Die Fldchenédnderung

pro Lipidmolekiil betrug nur ~3 % (Abb. 4.26 A).

In den simultan aufgenommenen Spektren wurden ebenfalls nur sehr kleine Anderungen
beobachtet (Abb. 4.26 B). Die Intensitit der OH-Streckschwingungsbande (v(OH) bei
~3585 ¢cm™') nahm zunéchst zu, im spéteren Adsorptionsverlauf wieder ab. Die Anderungen
im Amid I und II Bereich waren zu gering als das sie fiir die Abschitzung von
Sekundérstrukturelementen herangezogen werden konnten. Auflerdem zeigten sich auch hier
Schwankungen der Intensitdt. Da die Interaktion im Allgemeinen sehr gering war, konnten die

Schwankungen im Bereich des Fehlers liegen.
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Abb. 4.26: Adsorption von preHiPIP mit Thrombinschnittstelle (100 nM) an den polaren E.coli Extrakt
(PE/PG/CL 67: 23: 10 mol-%) bei m = 20 mN m™" auf Puffer (20 mM Kaliumphosphat, pH 7,0) bei
20 °C. A: Zeitabhédngige Flicheninderung nach Proteininjektion (Zeit = 0 h), Pfeile markieren den
Aufnahmezeitpunkt der dargestellten Spektren in B. B: Reflexions-Absorptions-Spektren, Schwarz:
reines Lipidspektrum; Inset: Ausschnittsvergrolerung des Amidbandenbereiches.

4.4.2.3 Untersuchung der zeitabhingigen Adsorption an E.coli-PG Monoschichten bei
konstantem Druck: IRRA-Spektroskopie
Die Vorversuche zeigten, dass preHiPIP mit der Thrombinschnittstelle auch mit der stark

negativ geladenen E. coli PG-Monoschicht interagiert.

In der mit IRRA-Spektroskopie gekoppelten Adsorptionsmessung an eine PG-Monoschicht
zeigte sich ~1 h nach der Injektion des Proteins eine stirkere Flaichenzunahme (Abb. 4.27 A)
als in der Messung mit dem polaren E. coli Lipidgemisch. Nach Erreichen des Gleichgewichts
betrug die Anderung ~26 %.
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Im Adsorptionsverlauf nahm die Schichtdicke des Oberflichenfilms zu, was die
Intensititszunahme der v(OH) Bande (~3585 cm™) und damit die Insertion der Proteine in die
Monoschicht anzeigt. Im Bereich der Amidbanden entwickelten sich die charakteristischen
aber intensitdtsschwachen Amid I und II Banden, dessen Lage und Form eine tiberwiegend
a-helikale Sekundirstruktur anzeigen (1657 cm™ und 1545 cm™). Die Insertion des Proteins
in die Lipidmonoschicht zeigte sich ebenfalls durch die Intensitdtsabnahme lipidspezifischer

Banden (vas(CHa) bei ~2925 cm™, vi(CH,) bei ~2855 cm™ und v(C=0) bei ~1735 cm™).
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Abb. 4.27: Adsorption von preHiPIP mit Thrombinschnittstelle (100 nM) an E. coli PG bei © = 20 mN m™" auf
Puffer (20 mM Kaliumphosphat, pH 7,0) bei 20 °C. A: Zeitabhingige Flachenidnderung nach
Proteininjektion (Zeit = 0 h), Pfeile markieren den Aufnahmezeitpunkt der dargestellten Spektren in
B. B: Reflexions-Absorptions-Spektren, Schwarz: reines Lipidspektrum; Inset:
AusschnittsvergroBerung des Amidbandenbereiches.

Im Vergleich zu preHiPIP zeigte das Protein mit der Thrombinschnittstelle eine stirkere
Adsorption an die Luft/Wasser-Grenzfliche. Die IRRA-Spektren zeigten auflerdem, dass es
zu einer schnelleren Ausbildung des Proteinfilms kam und dass der a-helikale
Sekundérstrukturanteil erhoht war. Die Verdnderung in der Peptidsequenz scheint
katalysierend auf die Oberflachenaktivitit zu wirken und auBerdem die Ausbildung einer
stairkeren a-helikalen Struktur des Peptides zu begiinstigen. Adsorptionsmessungen an
Lipidmonoschichten zeigten, dass preHiPIP mit der Thrombinschnittstelle mit Lipiden
interagierte, wobei eine stirker negativ geladene Monoschicht bevorzugt wurde. Im Vergleich
zum ,normalen* preHiPIP waren die Adsorptionen jeweils schwicher. Die
Sekundarstrukturen beider mit E.coli PG interagierenden Proteine schienen allerdings
dhnlich. Fiir die Interaktion mit Lipiden wirkte die Verdnderung der Peptidsequenz leicht

hemmend, beeinflusste aber die Sekundérstruktur wahrscheinlich nicht.
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4.5 Untersuchung des Adsorptionsverhaltens des Tat-Substrates YcdB an
der Luft/Wasser-Grenzflache und an Lipidmonoschichten

Neben den Arbeiten mit dem Modellsubstrat HiPIP wurde ein fiir E. coli physiologisches Tat-
Substrat -YcdB- physikalisch-chemisch untersucht und seine Interaktionsfiahigkeit mit
Lipiden studiert. YcdB ist ein periplasmatisches, Co-Faktor tragendes Protein (Kap. 1.4.2).
Messungen wurden mit YcdB mit bzw. ohne dessen Co-Faktor, sowie dem Co-Faktor allein

durchgefiihrt.

4.5.1 Adsorption und IRRA-spektroskopische Analyse der Proteinfilme an der
Luft/Wasser-Grenzflache

4.5.1.1 Filmwaagemessungen

Oberflichenaktivititsmessungen zeigten, dass der ungebundene Co-Faktor nicht
oberflachenaktiv ist. Dagegen bildeten die beiden Proteine kurz nach der Injektion einen
Proteinfilm an der Luft/Wasser-Grenzfliche aus. Der entstehende Film aus YcdB ohne
Co-Faktor erreichte einen lateralen Druck von ~15 mN m'l, der aus YcdB mit Co-Faktor

erreichte einen héheren Oberflichendruck von ~17 mN m™ (nicht gezeigt).

4.5.1.2 IRRA-Spektroskopie

Die Adsorptionsisotherme, die wihrend der IRRA-spektroskopischen Messungen
aufgenommen wurde, zeigte einen sprunghaften Druckanstieg nach der Injektion von YcdB
(Abb. 4.28 A, Rot). Danach blieb der Oberflichendruck zunéchst konstant. Nach etwa
einstlindiger Inkubationszeit kam es erneut zu einem deutlichen Druckanstieg. Erst nach iiber

10 h stellte sich ein Gleichgewicht bei ~16 mN m™ ein.

In den Spektren zeigte sich durch das Auftreten proteinspezifischer Banden die Ausbildung
eines Proteinfilms an der Luft/Wasser-Grenzfldche (Abb. 4.28 B). Neben der Amid A Bande
(~3290 cm™) geben vor allem die Amid I und II Banden Auskunft iiber die Strukturelemente
des Proteins. Die Bandenformen verdnderten sich stdtig, was auf Umorientierungsprozesse
wihrend des Adsorptionsvorganges hindeutet. Nach einer Inkubationszeit von ~10 h dnderten
sich die Spektren nicht mehr. Weder die OH-Streckschwingungsbande (~3590 cm™) nahm
weiter zu, noch verdnderten sich die Formen der proteinspezifischen Banden. Das an der
Luft/Wasser-Grenzfliche adsorbierte Protein wies hauptsiachlich a-helikale (1659 cm™) aber
auch B-Faltblattstrukturen (1633 cm’) auf,
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Abb. 4.28: Oberflichenaktivitit der YcdB-Proteine (100 nM) an der Luft/Wasser-Grenzfliche auf Puffer
(20 mM Kaliumphosphat, pH 7,0) bei 20 °C. A: Zeitabhingige Druckdnderung nach Proteininjektion
(Zeit = 0 h), Rot: YcdB, Griin: YcdB mit CoFaktor, Pfeile markieren den Aufnahmezeitpunkt der
dargestellten Spektren in B und C; B: Reflexions-Absorptions-Spektren des YcdB; Inset:
AusschnittsvergroBBerung des Amidbandenbereiches; C: Reflexions-Absorptions-Spektren des YcdB
mit CoFaktor; Inset: Ausschnittsvergrofierung des Amidbandenbereiches.

Nach der Injektion des YcdB mit dem gebundenen Co-Faktor erfolgte ebenfalls ein sofortiger
aber geringer Druckanstieg (Abb. 4.28 A, Griin). Der laterale Oberflichendruck des sich
bildenden Proteinfilms betrug im Gleichgewicht ~14 mN m™ und liegt damit unter dem im

Vorversuch beobachteten Wert.

Die wihrend der Adsorption aufgenommen Spektren in Abb. 4.28 C weisen, im Vergleich zu
YcdB ohne Co-Faktor, auf ein stirker durch a-helikale Strukturen geprédgtes Protein. Die
Amid I Bande zeigte sich als asymmetrische Bande mit einem Minimum bei 1660 cm™ und
einer Schulter bei 1636 cm™. Ein weiterer Unterschied war die geringere Schichtdicke des
Proteinfilms, was durch die geringere Intensitit der v(OH) Bande zu erkennen ist.
Offensichtlich beeinflusst der Co-Faktor die Konformation und/oder die Orientierung des

Proteins an der Luft/Wasser-Grenzflache.
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4.5.2  Adsorption der YcdB-Proteine und des Co-Faktors an Lipidmonoschichten
4.5.2.1 Filmwaagemessungen

Beide Proteinvarienten und der Co-Faktor wurden auf ihr Adsorptionsverhalten an

unterschiedliche Lipidmonoschichten untersucht.

Aus den Oberflichenaktivititsmessungen ist bekannt, dass der Co-Faktor nicht

oberflachenaktiv ist. Auch mit Lipiden interagiert das Molekiil nicht (nicht gezeigt).

Die beiden Proteine dagegen zeigten deutliche Wechselwirkungen sowohl mit einem
Lipidfilm aus polarem E. coli Extrakt als auch aus E. coli PG. YcdB wies im Allgemeinen
eine stirkere Adsorption an Lipidmonoschichten vor allem bei niedrigen Filmdriicken auf.
Die Interaktionsstirke beider Proteine im Vergleich zu den beiden verschiedenen
Monoschichten war fast identisch (Abb. 4.29 A und B). Die zusétzliche negative Ladung des
reinen E. coli PG Films scheint sich demnach nicht auf die Interaktion auszuwirken. Fiir
YcdB wurde fiir die Interaktion an beide Lipidmonoschichten ein jeweils dhnlicher,
maximaler Einbaudruck (<31 - 32 mN m™") bestimmt. Das Co-Faktor tragende YcdB wies fiir
die Interaktion mit dem Lipidgemisch mit ~34 mNm" einen hoheren maximalen
Einbaudruck auf als fiir den reinen PG Film (~32 mN m™). Alle ermittelten Werte liegen iiber
dem kritischen Wert von 30mNm"' und deuten damit auf die Fahigkeit beider

Proteinvarianten hin, spontan in Membranen zu insertieren.
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Abb. 4.29: Ermittlung des maximalen Einbaudruckes durch Extrapolation der AT-Werte 2 h nach der Injektion
der YcdB-Proteine (100 nM) an Lipidmonoschichten auf Puffer (20 mM Kaliumphosphat, pH 7,0),
bei 20 °C. A: an den polaren E. coli Extrakt (PE/PG/CL 67: 23: 10 mol-%); B: an E. coli PG. Rot:
YcdB, Griin: YcdB mit Co-Faktor.

4.5.2.2 IRRA-Spektroskopie

Die Vorversuche zeigten, dass die beiden Proteinvarianten (YcdB mit bzw. ohne Co-Faktor)

mit Lipidmonoschichten interagieren. AuBBerdem scheint der Co-Faktor einen Einfluss auf die
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Adsorptionsstiarke zu haben. Um dies zu verifizieren und auflerdem zu studieren, ob der
Co-Faktor einen Einfluss auf die Sekundirstruktur hat, wurden IRRA-spektroskopische
Messungen angefertigt.

Adsorption von YcdB an Lipidmonoschichten
Bei der Analyse der Interaktion des YcdB an einer Monoschicht des polaren E. coli Extraktes

zeigte sich erst nach dreistiindiger Inkubationszeit eine Verdnderung der Flache pro
Lipidmolekiil (Abb. 4.30 A). Dann nahm die Flache kontinuierlich zu und erreichte in der
betrachteten Zeitspanne kein Gleichgewicht. Die in den Spektren zu verfolgenden
Anderungen durch die Insertion des Proteins in die Monoschicht waren sehr gering und lassen

damit keine verldsslichen Vorhersagen auf die Sekundérstruktur zu (Abb. 4.30 B).

A 35 B 35 30
30 1 304
. ] ] 128
>~
2 254 \ 25
> ] ] <
=] {26 E
g 20 20 -
5 15 ' £
g 154 15 1os =
o
& 10 10
[T
T 122
5 5
0- 0 420
T 1T T T 1T 1 T 1T "1 — T T T T T T T T T T
01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Zeit/ h Zeit/h
C 0,020 T T A T D T T A T
0,004 0,004
S 0015} 0,002 1t 0002l /. i
g
S 0,000 0,000
2 0,010 | {1} i
& -0,002 -0,002}
5
% 0,005 1750 1680 1610 1540 1470 1400 1750 1680 1610 1540 1470 1400 |
D
04

0,000

PP

¥

g

4 s 1

1 n 1 n n 1 n n n 1 n n
3500 3000 2000 1500 1000 3500 3000 2000 1500 1000

-0,005

Wellenzahl / cm™ Wellenzahl / cm™

Abb. 4.30: Adsorption von YcdB (100 nM) an Lipidmonoschichten bei 7 = 20 mN m™ auf Puffer (20 mM
Kaliumphosphat, pH 7,0) bei 20 °C. A: Zeitabhédngige Flachendnderung nach Proteininjektion zu dem
polaren E.coli Extrakt (PE/PG/CL 67: 23: 10 mol-%) (Zeit = 0h), Pfeile markieren den
Aufnahmezeitpunkt der dargestellten Spektren in C; B: Zeitabhingige Druck- und Flichenédnderung
nach Proteininjektion zu E.coli PG (Zeit = 0h), Pfeile markieren den Aufnahmezeitpunkt der
dargestellten Spektren in D; C: Reflexions-Absorptions-Spektren aus A, Schwarz: reines
Lipidspektrum; Inset: AusschnittsvergroBBerung des Amidbandenbereiches; D: Reflexions-
Absorptions-Spektren aus B, Schwarz: reines Lipidspektrum; Inset: Ausschnittsvergroflierung des
Amidbandenbereiches.
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Die deutliche Intensititsabnahme der lipidspezifischen Banden wie der antisymmetrischen
und symmetrischen Methylenstreckschwingungsbanden (v,s(CH,) bei ~2925 cm™! und vs(CH>)
bei ~2855 cm™) und der Carboxystreckschwingungsbande (v(C=0) bei ~1735 cm™) deuten

eine heterogene Verteilung des adsorbierten Proteins in der Lipidmonoschicht an.

Die Adsorptionsmessung des YcdB an die stirker negativ geladene Monoschicht aus E. coli
PG zeigte nach etwa zweistiindiger Inkubationszeit einen schnellen Anstieg der Flidche pro
Lipidmolekiil (Abb. 4.30 C). Schon nach kurzer Zeit war die Expansionskapazitit des Troges
erschopft. Durch den weiteren Einbau der Proteinmolekiile nahm nun der Oberflichendruck
zu (Abb. 4.30 C). Erst nach einer sehr langen Inkubationszeit von iiber 50 h wurde ein
Gleichgewicht bei einem lateralen Filmdruck von ~32 mN m’ erreicht, was dem ermittelten,
maximalen Einbaudruck dieses Proteins entspricht (vgl. Abb. 4.29 B). Die simultan
aufgenommenen Spektren in Abb. 430 D zeigen etwas intensititsintensivere,
proteinspezifische Banden als in der Adsorptionsmessung mit dem polaren E. coli
Lipidgemisch. Es wird deutlich, dass sowohl a-helikale (~1659 cm™) Strukturelemente als
auch B-Faltblitter (~1633 cm™) in der Proteinstruktur enthalten sind.

Adsorption von YcdB mit Co-Faktor an Lipidmonoschichten

Die Messungen mit YcdB inklusive Co-Faktor zeigten sehr dhnliche Ergebnisse fiir die
Interaktion an Monoschichten bestehend aus dem polarem E. coli Extrakt bzw. E. coli PG. In
den Abb. 4.31 A und B sind die zeitabhéngige Flichendnderung nach der Proteinzugabe zum
polaren Lipidgemisch und die entsprechenden IRRA-Sprektren zu sehen. Nach etwa
zweistiindiger Inkubationszeit begann die kontinuierliche Flachenzunahme pro Lipidmolekiil
durch die Insertion des Proteins in die Monoschicht. Wihrend des betrachteten Zeitraumes
wurde kein Gleichgewichtszustand erreicht. Im Amidbandenbereich deutete sich die Bildung
der Amid I und II Banden an. Um detaillierte Informationen zur Sekundérstruktur gewinnen
zu konnen waren die Intensititen allerdings zu gering. Auffillig war, dass die
lipidspezifischen Banden an Intensitéit abnahmen, was ebenfalls fiir den Einbau des Proteins

in die Lipidmonoschicht spricht.

Die Adsorptionsstirke des YcdB mit Co-Faktor an den stdrker negativ geladenen PG Film
war etwas grofer als in der Messung mit dem polaren E. coli Lipidgemisch, was in einer
schnelleren Flichenzunahme abzulesen ist (Abb. 4.31 C). Durch den Einbau des Proteins
wurde durch die Expansion des Films die maximal zur Verfiigung stehende Fliche erreicht,

was im Anschluss zu einer Erh6hung des lateralen Filmdruckes fiihrte.
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Abb. 4.31: Adsorption von YcdB mit Co-Faktor (100 nM) an Lipidmonoschichten bei 7 =20 mN m™ auf Puffer
(20 mM Kaliumphosphat, pH 7,0) bei 20 °C. A: Zeitabhingige Flachenénderung nach Proteininjektion
zu dem polaren E. coli Extrakt (PE/PG/CL 67: 23: 10 mol-%) (Zeit = 0 h), Pfeile markieren den
Aufnahmezeitpunkt der dargestellten Spektren in C; B: Zeitabhingige Druck- und Flichenidnderung
nach Proteininjektion zu E.coli PG (Zeit = 0h), Pfeile markieren den Aufnahmezeitpunkt der
dargestellten Spektren in D; C: Reflexions-Absorptions-Spektren aus A, Schwarz: reines
Lipidspektrum; Inset: AusschnittsvergroBerung des Amidbandenbereiches; D: Reflexions-
Absorptions-Spektren aus B, Schwarz: reines Lipidspektrum; Inset: Ausschnittsvergroflerung des
Amidbandenbereiches.

In den Spektren zu Beginn der Adsorption deutete sich die Bildung der proteinspezifischen
Amid I und II Banden an. Die Intensitdten waren auch nach zehnstiindiger Inkubationszeit
noch sehr gering. Die Auswertung dieses Spektrums deutet auf eine hauptsichlich a-helikale
Proteinstruktur hin (Amid I bei ~1660 cm™, Amid II bei ~1547 cm™). Die Intensitit der
v(OH) Bande (~3580 cm™) blieb wihrend des Adsorptionsprozesses gleich, was auf eine
konstante Schichtdicke schlielen ldsst. Die Intensitdten der lipidspezifischen Banden nahmen

in einem geringeren Maf}e ab als bei der Messung an das Lipidgemisch.

Um die Sekundirstrukturen des adsorbierten YcdB mit Co-Faktor an den unterschiedlichen
Lipidmonoschichten besser zu vergleichen, bietet sich die Berechnung von Differenzspektren
an (Abb. 4.32). Darin ist zu sehen, dass die Zusammensetzung der Lipidschicht keinen

Einfluss auf die hauptsdchlich a-helikale Sekundédrstruktur des Proteins hat.
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Abb. 4.32: Detailausschnitt des Amidbandenbereiches der Dlifferenzspektren des adsorbierten YcdB inkl.
Co-Faktor an Lipidmonoschichten bei £ = 20 mN m™ auf Puffer (20 mM Kaliumphosphat, pH 7,0),
bei 20 °C, nach 10 h; Schwarz an den polaren E. coli Extrakt (PE/PG/CL 67: 23: 10 mol-%); Griin an
E. coli PG.

Um das frithe Erreichen der maximalen Flidche durch die Expansion des Films zu unterbinden,
wurden Wiederholungsmessungen bei einer grofleren Startfldche pro Lipidmolekiil begonnen.
Dafiir wurde ein geringeres Lipidvolumen gespreitet. Der gespreitete Film wurde dann
ebenfalls bis zu einem lateralen Oberflichendruck von 20 mN m™ komprimiert. Danach
wurde wie gewohnt die Proteinldsung injiziert und die zeitabhingige Flichendnderung und

die Entwicklung des Spektrums beobachtet.

Wie in den Abb. 4.33 A bis D zu sehen ist, scheinen die gewonnenen Ergebnisse mit den oben
beschriebenen Resultaten zundchst schwer vergleichbar. Insgesamt waren die
Interaktionsstarken um ein vielfaches groer. Auch die sich entwickelnden,
proteinspezifischen Banden waren deutlich intensiver. Die Adsorptionsaffinitit des Proteins
zeigte eindeutige Unterschiede zwischen den verschiedenen Monoschichten. Im betrachteten
Zeitraum war die Flichenzunahme in der Adsorptionsmessung an den stirker negativ
geladenen PG-Film etwa doppelt so groB3, ebenso wie die Intensitdt der Amidbanden. Die
Bandenformen und —positionen der Amid I und II Banden des interagierenden Proteins mit
den verschiedenen Monoschichten waren allerdings sehr dhnlich (Abb. 4.33 B und D).
Jeweils deuten Amidbanden auf ein hauptsdchlich a-helikal strukturiertes Protein hin, wie es
auch in den Differenzspektren (Abb. 4.32) beobachtet wurde. Auch ein geringer Anteil an
B-Faltblattstrukturen wurde beobachtet, was ebenfalls mit den Differenzspektren
iibereinstimmt. Die  vermeintlich  stirke  Adsorption des Proteins in den
Wiederholungsmessungen liegt wahrscheinlich in der Art der Darstellung begriindet. Es
wurden alle Bedingungen beibehalten, nur weniger Lipid eingesetzt und damit ein kleinerer

Lipidfilm erzeugt. Eine geringere absolute Flichenzunahme durch die Adsorption des
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Proteins fiihrt also zu einer groBBeren relativen Flachenzunahme, wie sie in den Abbildungen

dargestellt wurde.
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Abb. 4.33: Wiederholungsmessung der Adsorption von YcdB mit CoFaktor (100 nM) an Lipidmonoschichten

bei 1 = 20mNm" auf Puffer (20 mM Kaliumphosphat, pH 7,0) bei 20 °C. A: Zeitabhingige
Flachenénderung nach Proteininjektion zu dem polaren E. coli Extrakt (PE/PG/CL 67: 23: 10 mol-%)
(Zeit = 0h), Pfeile markieren den Aufnahmezeitpunkt der dargestellten Spektren in C; B:
Zeitabhidngige Druck- und Flachendnderung nach Proteininjektion zu E. coli PG (Zeit = 0 h), Pfeile
markieren den Aufnahmezeitpunkt der dargestellten Spektren in D; C: Reflexions-Absorptions-
Spektren aus A, Schwarz: reines Lipidspektrum; Inset: AusschnittsvergroBerung des
Amidbandenbereiches; D: Reflexions-Absorptions-Spektren aus B, Schwarz: reines Lipidspektrum;
Inset: AusschnittsvergrofBerung des Amidbandenbereiches.

Die Ergebnisse der Messungen mit YcdB mit bzw. ohne Co-Faktor zeigten, dass beide

Proteine oberfldchenaktiv sind. Durch IRRA-Spektroskopie wurde beobachtet, dass YcdB

einen etwas dickeren Proteinfilm an der Luft/Wasser-Grenzflache ausbildet als YcdB mit dem

gebundenen Co-Faktor. Beide Proteine sind hauptsichlich a-helikal strukturiert. Der

Co-Faktor scheint also auf die Struktur keinen Einfluss zu haben. Filmwaagemessungen der

Adsorptionsexperimente an Lipidmonoschichten zeigten, dass die Interaktionsstirke an das

E. coli Lipidgemisch und an das negativ geladene PG &hnlich ist. Beide Proteine scheinen in

der Lage zu sein spontan in Membranen zu insertieren. In den IRRA-spektroskopischen

Messungen wurde allerdings beobachtet, dass die Proteine jeweils stirker mit einer negativ
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geladenen Monoschicht interagieren. Die Sekundérstruktur des mit den Lipiden
wechselwirkenden YcdB zeigte sowohl a-helikale als auch p-Faltblattanteile. In den
Messungen mit YcdB inklusive dem Co-Faktor zeigten die proteinspezifischen Banden ein
hauptsdchlich a-helikal strukturiertes Protein, wie es auch an der Luft/Wasser-Grenzfldche
beobachtet wurde. Die Interaktion mit Lipiden hat scheinbar keinen Einfluss auf die

Proteinstruktur.
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4.6 Zusammenfassung der Untersuchungsergebnisse des bakteriellen
Systems

Es wurde gezeigt, dass sowohl die E. coli-spezifischen Einzellipide als auch das Gemisch des
polaren E.coli Extraktes fliissig-expandiertes Phasenverhalten aufweisen. In den
IRRA-spektroskopischen Messungen wurden die erwarteten lipidspezifischen Banden
detektiert. Epi-fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen zeigten Unterschiede in der
Organisation der Lipide des Gemisches auf verschiedenen Subphasen. Widhrend das
Lipidgemisch auf Wasser einen homogenen Film bildete, zeigten sich auf Puffer kleine,

unregelméBig geformte Doménen unbekannter Herkunft.

Sowohl die verwendeten Proteine (HiPIP bzw. preHiPIP) als auch das Signalpeptid sind
oberflichenaktiv und bilden Protein/Peptidfilme an der Luft/Wasser-Grenzfliche. Das
gekoppelte Signalpeptid im preHiPIP verstirkte die Oberflachenaktivitit im Vergleich zu
HiPIP. Auf die Sekundérstruktur des Proteins nahm es allerdings keinen Einfluss. Beide
Proteine zeigten hauptsdchlich B-Faltblattstrukturen. Das eigenstindige Signalpeptid lag an

der Grenzfliche ebenfalls in B-Faltblattstrukturen vor.

Wihrend HiPIP nicht mit Monoschichten des polaren E. coli Extraktes interagierte, zeigte die
Signalpeptid tragende Variante eine eindeutige Adsorption an den Lipidfilm. Durch
IRRA-Spektroskopie wurde eine hauptsdchlich o-helikale Struktur beobachtet, was sich
deutlich von der Struktur des adsorbierten Proteins an der Luft/Wasser-Grenzflidche
unterscheidet, in der liberwiegend P-Faltbldtter detektiert wurden. Auch das Signalpeptid
allein interagierte mit Lipiden und lag, wie an der Luft/Wasser-Grenzflache, in B-Faltbléttern
vor. AulBerdem wurde festgestellt, dass sowohl preHiPIP als auch das Signalpeptid an stirker
negativ geladene Monoschichten stirker binden. Fiir die Adsorption von preHiPIP und dem
Signalpeptid schienen elektrostatische Wechselwirkungen eine wichtige Rolle zu spielen.
Eine Beeinflussung der Konformation der Molekiile in Wechselwirkung mit einem PG-Film

gegeniiber der gemischten Monoschicht wurde nicht festgestellt.

Das modifizierte Protein (preHiPIP mit Thrombinschnittstelle) zeigte eine etwas stirkere
Oberflachenaktivitit als das ,,normale preHiPIP und wies einen etwas héheren a-helikalen
Strukturanteil auf. Mit Lipidmonoschichten interagierte das Protein allerdings etwas
schwidcher, wobei auch preHiPIP inklusive Thrombinschnittstelle einen stirker negativ
geladenen Film bevorzugte. In Interaktion mit Lipiden unterschieden sich die
Sekundarstrukturen zwischen der Schnittstellen tragenden Variante und dem ,,normalen*

preHiPIP nicht.
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Das E. coli-spezifische Tat-Substrat YcdB zeigte sowohl mit als auch ohne gebundenen
Co-Faktor eine Oberflichenaktivitit, wihrende der Co-Faktor selbst nicht an die Luft/Wasser-
Grenzfliche adsorbierte. Beide Proteine waren an der Luft/Wasser-Grenzfliche gleich
strukturiert, wodurch eine starke Beeinflussung der Sekundirstruktur durch den gebundenen
Co-Faktor ausgeschlossen werden kann. Adsorptionsmessungen an Lipidmonoschichten
zeigten, dass eine spontane Insertion in Lipidmembranen wahrscheinlich ist. Moglicherweise
spielen bei der Bindung an Lipide neben hydrophoben Wechselwirkungen auch
elektrostatische Effekte eine Rolle. IRRA-spektroskopische Messungen zeigten, dass die
Interaktion mit Lipiden, im Vergleich zu den an die Luft/Wasser-Grenzfliche adsorbierten

Molekiilen, keinen Einfluss auf die Sekundéarstruktur der YcdB-Proteine hat.
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5 Vergleichende Betrachtung der Ergebnisse der Messungen mit
den Modellsubstraten fir das thylakoidale und das bakterielle
Tat-abhangige Translokationssystem

Ein Ziel dieser Arbeit war es mit Hilfe physikalisch-chemischer Untersuchungsmethoden die
ersten Schritte des Tat-spezifischen Membrantransportes sowohl im thylakoidalen als auch im

bakteriellen System zu untersuchen.

Die Strukturen der Modellsubstrate EGFP bzw. HiPIP waren bekannt. Aulerdem war in
beiden Fillen bewiesen, dass die Proteine nativ gefaltet mit Hilfe des Tat-Weges {iber
Membranen transportiert werden, wenn sie mit dem entsprechenden, spezifischen
Signalpeptid ausgestattet sind. Weiterhin war bekannt, dass das gekoppelte Signalpeptid
unstrukturiert ist, wenn das Protein in Losung vorliegt. Welche Struktur die eigenstindigen

Signalpeptide in Losung annehmen, war allerdings nicht bekannt.

Durch Adsorptionsmessungen an die Luft/Wasser-Grenzflache zeigte sich, dass jeweils die
Proteine ohne Signalpeptid eine schwichere Affinitidt zu Luft/Wasser-Grenzflichen aufweisen
als die mit den Signalpeptiden gekoppelten Proteine (i16/EGFP bzw. preHiPIP) bzw. die
eigenstidndigen Peptide. IRRA-Spekten zeigten einen erhohten o-helikalen Strukturanteil
adsorbierter 116/EGFP-Molekiile gegeniiber adsorbierten EGFP-Molekiilen, wohingegen die
Sekundérstrukturen von HiPIP und preHiPIP an der Luft/Wasser-Grenzflache gleich waren.
Das bedeutet, dass das fiir den thylakoidalen, Tat-abhdngigen Weg spezifische Signalpeptid
eine o-helikale Konformation annimmt, wobei das Signalpeptid, das fiir den bakteriellen,
Tat-abhidngigen Weg spezifisch ist, auch an der Grenzfliche unstrukturiert bleibt. Die
eigenstandigen Signalpeptide aggregieren jeweils an der Luft/Wasser-Grenzfliche zu
B-Faltblittern. Allerdings wurde fiir das Signalpeptid, das fiir den thylakoidalen
Tat-abhingigen Weg spezifisch ist, eine konzentrationsabhingige Konformationsumformung
beobachtet. Bei geringen Konzentrationen lag das Peptid a-helikal an der Grenzfliche vor.
Wurden hohere Konzentrationen verwendet, wurde eine zunidchst o-helikale und spéter
B-Faltblattstruktur beobachtet. Bei sehr hohen Peptidkonzentrationen wurde die sofortige
Ausbildung von B-Faltbléttern detektiert.

Bei Adsorptionsstudien an Lipidmonoschichten mit der entsprechenden physiologischen
Lipidzusammensetzung zeigten die reinen Modellproteine (EGFP bzw. HiPIP) schwache bis
keine Wechselwirkungen. In beiden Fillen konnten daher keine Aussagen zur
Sekundérstruktur der mit den Lipiden interagierenden Proteine getroffen werden. Das an das

Signalpeptid gekoppelte EGFP (116/EGFP) zeigte eine deutliche Interaktion. Auflerdem nahm
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der oa-helikale Strukturanteil im Protein gegeniiber den adsorbierten Molekiilen an der
Luft/Wassergrenzfliche zu. Im Gegensatz dazu wurde nur eine sehr schwache Adsorption von
preHiPIP an die Lipidmonoschicht beobachtet. Die IRRA-Spektren deuteten auf
hauptsdchlich a-Helices gegeniiber einem strukturellen Hauptanteil von B-Faltblittern des
Proteins an der Grenzfliche ohne Lipid hin. Die eigenstindigen Signalpeptide interagierten
ebenfalls mit den Lipidschichten. Fiir das pflanzliche Peptid konnte eine Sekundérstruktur
von aggregierten B-Faltblidttern nur beobachtet werden, wenn es in hohen Konzentrationen
eingesetzt wurde. Dagegen interagierte das fiir den bakteriellen, Tat-abhidngigen Weg
spezifische Signalpeptid auch bei geringer eingesetzter Konzentration und bildete dabei

hauptsichlich B-Faltblattstrukturen.

Wurde eine Monoschicht, die ausschlieBlich aus negativ geladenen Lipiden bestand, zur
Interaktion mit den Substraten verwendet, zeigten sich fir EGFP und 116/EGFP kaum
Unterschiede in Adsorptionsverhalten und Sekundérstrukturausbildung im Vergleich zur
Wechselwirkung mit der gemischten Lipidmonoschicht. Fiir das entsprechende Signalpeptid
deutete sich eine stirkere Interaktion an. Die zusétzliche negative Ladung der Lipidschicht
beeinflusste die Interaktion des maturen HiPIP ebenfalls nicht. Fiir preHiPIP und das
eigenstindige, bakterielle Signalpeptid wurden jedoch stirkere Wechselwirkungen aber die

gleiche Ausbildung der Sekundérstrukturen beobachtet.
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6 Ausblick

Einige der  beobachteten  Ergebnisse  bediirfen  einer  Uberpriifung  durch
Wiederholungsmessungen oder besser geeignete Detektionsverfahren. Da fiir alle
verwendeten, pflanzlichen Proteine nachgewiesen wurde, dass sie an der Luft/Wasser-
Grenzflache nicht in einem geschlossenen Proteinfilm vorliegen, sollten diese Experimente in
Abhéngigkeit der Proteinkonzentration durchgefiihrt werden. Natiirlich wére eine solche
Verifizierung der Oberfldchenaktivitit auch fiir die bakteriellen Modellproteine sinnvoll. Fiir
eine genauere Bestimmung des maximalen Einbaudruckes der verschiedenen Proteine in
Lipidmonoschichten sollten zusidtzliche Messungen bei anderen Ausgangsdriicken der
Lipidschichten vorgenommen werden. AufBlerdem konnten Adsorptionsstudien an
Lipiddoppelschichten durchgefiihrt werden. Mit Hilfe der Resultate fritherer Studien mittels
Dynamischer Lichtstreuung (DLS) an Lipidvesikeln konnten keine Aussagen zum

1151 Moglicherweise war diese Methode nicht sensitiv

Insertionsverhalten getroffen werden
genug. Denkbar wire Doppelschichten auf einem Tragermaterial zu verankern (z.B. durch
Langmuir-Blodgett-Ubertriige oder mit Hilfe von Lipidvesikeln) und die Adsorption bzw.
Insertion der Proteine mittels Raster-Kraft-Mikroskopie (AFM — Atomic Force Microscopy)
zu verfolgen. Dieser experimentelle Ansatz konnte auch genutzt werden, um die

Wechselwirkungen der Modellproteine an Lipiddoppelschichten zu untersuchen, in denen die

Untereinheiten des Translokationskomplexes (TatA, TatB bzw. TatC) eingebettet sind.

Fiir das bakterielle System wurde in den Messungen mit den YcdB-Proteinen ein Anfang fiir
eine Untersuchungsreihe eines physiologischen, Tat-spezifischen E. coli-Substrates gemacht.
Weitere Untersuchungen, vor allem mit dem entsprechenden Signalpeptid sind nétig. Auch
fiir das pflanzliche System sollte, fiir eine weitere, detaillierte Beschreibung des
Translokationsvorganges mittels des Tat-abhingigen Weges, ein physiologisches Substrat
verwendet werden. Dadurch konnte aullerdem gekldrt werden, ob auch das zu

transportierende Substrat einen Einfluss auf die Interaktion mit Lipiden hat.

Auch eine weiterfilhrende Charakterisierung der Lipidkomponenten sollte durchgefiihrt
werden. Durch die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Einzellipide des in dieser
Arbeit verwendeten polaren E.coli Extraktes, konnte der Grund fiir die Bildung der
beobachteten Domainenstrukturen in der Monoschicht auf der Puffersubphase ermittelt

werden.
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7 Zusammenfassung

Mit Hilfe von spezifischen Membranproteinkomplexen werden Proteine/Peptide durch
Membranen transportiert. Darunter nimmt der Tat-abhingige Weg (Twin Arginine
Translocation Pathway) eine Sonderstellung ein, da er gefaltete und Co-Faktor tragende
Proteine transportieren kann. Dieser Translokationsmechanismus kommt sowohl in der
Thylakoidmembran pflanzlicher Chloroplasten, als auch in der Cytoplasmamembran von

Bakterien vor.

Ziel dieser Arbeit war es Wechselwirkungen von Modellsubstraten fiir den Tat-abhidngigen
Transport mit Membranlipiden zu untersuchen, um mogliche erste Schritte dieses

Tat-spezifischen Translokationsvorganges zu studieren.

Die Wechselwirkungen zwischen den Proteinen und den Lipidmonoschichten an der
Luft/Wasser-Grenzfliche wurden hauptsdchlich durch die Filmwaagetechnik und die

IRRA-Spektroskopie beobachtet.

1. Fiir die Untersuchung des pflanzlichen Tat-Systems wurde das Modellsubstrat EGFP
verwendet. Durch die Kopplung an ein fiir den thylakoidalen, Tat-abhéngigen Transport
spezifisches Signalpeptid entstand das chimére Protein i16/EGFP. Sowohl Filmwaage-,
als auch IRRA-spektroskopische Messungen zeigten, dass beide Proteine (EGFP und
116/EGFP) und auch das eigenstindige Signalpeptid oberflichenaktiv sind und Protein-
bzw. Peptidfilme an der Luft/Wasser-Grenzfliche ausbilden, wobei unterschiedliche
Starken der Adsorption beobachtet wurden. Studien mit den Proteinen EGFP und
116/EGFP mit Lipiden der pflanzlichen Thylakoidmodellmembran zeigten, dass die
Interaktion des Substrates mit Lipidmonoschichten durch die Kopplung an das
Tat-spezifische Signalpeptid verstdrkt wird. Durch die Wechselwirkung mit Lipiden
erhOht sich der o-helikale Strukturanteil des chiméren Proteins 116/EGFP, was durch die
Umwandlung des in Losung unstrukturierten Signalpeptides zu einer a-Helix
hervorgerufen wird. Die Interaktion zwischen Protein und Lipidmonoschichten ist
hauptsdchlich auf hydrophobe Wechselwirkungen zuriickzufiihren. Elektrostatische

Effekte spielen nur eine geringe Rolle.

2. Fiir das Studium des bakteriellen Tat-Systems wurden das Protein HiPIP und dessen fiir
den Tat-abhéngigen Transport spezifisches Signalpeptid als Modellsubstrate verwendet.
Gemeinsam bilden sie das Precursor-Protein preHiPIP. Oberflachenaktivitdtsmessungen

zeigten, dass sowohl die beiden Proteine (HiPIP und preHiPIP) als auch das
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eigenstdndige Signalpeptid Protein- bzw. Peptidfilme an der Luft/Wasser-Grenzflache
bilden, wobei unterschiedliche Stdrken der Adsorption beobachtet wurden.
Adsorptionsmessungen mit den Modellsubstraten ergaben, dass deren Interaktion mit
E. coli-spezifischen Lipiden durch die Kopplung mit dem Tat-spezifischen Signalpeptid
betrichtlich gesteigert wird. Die strukturellen Anderungen der Sekundirstruktur des mit
den Lipiden interagierenden Proteins sind hauptsichlich durch die Ausbildung einer
a-Helix des in Losung unstrukturierten Signalpeptides hervorgerufen. Fiir die

Wechselwirkung spielen elektrostatische Kréfte eine wesentliche Rolle.

Der Vergleich der Ergebnisse fiir die beiden Systeme zeigte, dass einige Unterschiede in
den verschiedenen Systemen existieren. Durch Adsorptionsmessungen von il6/EGFP
bzw. preHiPIP an die Luft/Wasser-Grenzfliche ohne eine Lipidmonoschicht wurde
beobachtet, dass das fiir den thylakoidalen, Tat-abhingigen Transport spezifische
Signalpeptid eine a-helikale Struktur annimmt, wohingegen das fiir den Tat-abhidngigen
HiPIP-Transport spezifische Signalpeptid unstrukturiert bleibt. Im Gegensatz dazu
verursacht die Interaktion mit Lipiden in beiden Fillen die Ausbildung einer a-Helix der
Signalsequenz. Ubereinstimmend fiir beide Systeme wurde auBerdem festgestellt, dass
die Kopplung eines Tat-spezifischen Signalpeptides die Interaktion mit Lipiden verstérkt.
Wihrend allerdings das Modellprotein fiir das thylakoidale System keine Unterschiede
der Wechselwirkungsstirke mit einer im physiologischen Verhiltnis gemischten und
einer stirker negativ geladenen Lipidmonoschicht zeigt, weist das bakterielle
Modellprotein eine deutlich gesteigerte Bindung an einen stark negativ geladenen

Lipidfilm auf.
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