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Zusammenfassung

Zusammenfassung

B-Barrel-Membranproteine der Omp85-Familie besitzen essentielle Funktionen in der
Lipidbiogenese und der Proteinintegration und -assemblierung in der dulleren Membran von
Gram-negativen Bakterien. Auch in endosymbiotisch erworbenen Organellen der Eukaryoten
iibernahmen Vertreter dieser Proteinfamilie wichtige Rollen, wie bei der Translokation von
Vorstufenproteinen durch die duere Hiillmembran von Chloroplasten und der Assemblierung
von Proteinkomplexen in der &uBeren Hiillmembran von Mitochondrien. FEine
phylogenetische Analyse der bekannten Vertreter dieser Proteinfamilie wies auf eine
Aufspaltung der Omp85-Familie in zwei Hauptzweige hin. Wéahrend der Toc75-Zweig aus
plastidéren und cyanobakteriellen Omp85-Proteinen besteht, bilden mitochondrielle Proteine
sowie die Omp85-Vertreter der Proteobakterien eine zweite Unterfamilie, den Sam50-Zweig.
In dieser Arbeit wurden die -elektrophysiologischen Eigenschaften von pro- und
eukaryotischen Vertretern beider Unterfamilien verglichen. Zu diesem Zweck wurde ein
elektrophysiologischer Messstand konstruiert, mit dem diese Kanalproteine mittels der Lipid-
Bilayer-Technik untersucht werden konnten.

Die Analyse der experimentellen Daten der verwendeten Omp85-Proteine zeigte deutliche
Gemeinsamkeiten der gesamten Proteinfamilie hinsichtlich ihrer Kationenselektivitit.
Hingegen ergab ein Vergleich der Kanalleitwerte signifikante Unterschiede zwischen beiden
Unterfamilien. So lagen die aus den Leitwerten berechneten Porendurchmesser bei den
Mitgliedern des Toc75-Zweigs um das Zwei- bis Dreifache liber den fiir die Vertreter des
Sam50-Zweigs bestimmten Werten.

Topologievorhersagen ergaben, dass die Mitglieder der Omp85-Familie aus zwei Dominen
aufgebaut sind. Durch die Analyse der elektrophysiologischen Eigenschaften von
Teilkonstrukten, die aufgrund dieser Vorhersagen erstellt wurden, konnte gezeigt werden,
dass die C-terminale Doméne die Porenregion des [-Barrel-Proteins bildet. Die
elektrophysiologischen Eigenschaften der Omp85-Proteine werden allerdings durch die
N-terminale Domédne moduliert.

Aufgrund der in dieser Arbeit erzielten elektrophysiologischen Ergebnisse und unter
Beriicksichtigung der phylogenetischen Analyse der Omp85-Familie konnte eine Hypothese

zur evolutiondren Entwicklung dieser sehr alten Proteinfamilie aufgestellt werden.

VIII



Abstract

Abstract

[B-barrel channels of the Omp85 family are essential elements in membrane biogenesis and in
the integration and assembly of outer membrane protein complexes of Gram-negative
bacteria. Members of this protein family also have important functions in endosymbiotically
derived eukaryotic organelles, e.g. in the preprotein translocation across the outer membrane
of chloroplasts or in protein complex assembly of the mitochondrial outer membrane. A
phylogenetic analysis of the known Omp85 family members displayed a branching into two
distinct groups. While the Toc75 branch comprises plastidary and cyanobacterial members,
the Sam50 branch contains mitochondrial as well as proteobacterial Omp85 proteins.

Here, the electrophysiological properties of selected prokaryotic and eukaryotic members of
both branches of the Omp85 family were determined and compared to each other. For these
purposes an electrophysiological measuring stand for the lipid bilayer technique has first been
constructed.

Analysis of the data derived from the electrophysiological experiments showed that all
investigated members of the Omp85 family possess cation-specific selectivities. The main
channel conductance however differed strongly between the two sub-branches of this protein
family. A comparison of the pore diameters that were calculated from the conductance values
showed that proteins of the Toc75 branch have a diameter about two to three times bigger
than those of the Sam50 branch.

Topology prediction of the Omp85 proteins yielded a common domain structure within this
protein class. Therefore, partial constructs comprising the predicted single domains were
analyzed in this work. The obtained electrophysiological results revealed for the first time that
the C-terminal domain of the Omp85 protein indeed forms the P-barrel pore while the
N-terminal domain modulates its electrophysiological properties.

Based on these electrophysiological results and considering the phylogenetic analysis of the
Omp8S5 protein family, a hypothesis on the evolutionary development of this ancient protein

class is presented.
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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Membranen und Membranproteine

Membranen sind fiir lebende Organismen essentiell. Sie grenzen Zellen von ihrer Umgebung
ab und schaffen Kompartimente in ihrem Inneren. So ermdglichen sie die Aufrechterhaltung
spezifischer physikochemischer Bedingungen. Biologische Membranen bestehen aus einer
Lipiddoppelschicht. Die Acylketten der Phospholipide bilden die ca. 30 A dicke, hydrophobe
Kernregion der Membran, ihre polaren Kopfgruppen bilden Membran/Wasser-Grenzfldchen.
Die Membran stellt ein komplexes, heterogenes Milieu dar [1]. Das von Singer & Nicolson
vorgeschlagene Fluid-Mosaik-Modell beschreibt Membranen als zweidimensionale viskose
Fliissigkeiten, in denen Membranproteine in der Membranebene frei diffundieren kénnen [2].
In der heutigen Vorstellung der Membranstruktur sind verschiedene Lipidspezies nicht nur
asymmetrisch {iber die cyto- und exoplasmatische Lipidschicht der Membran verteilt, sondern
ebenso auf lateraler Ebene organisiert. So entstthen Membranregionen variabler
Zusammensetzung und Dicke, sog. Mikrodoménen oder ,,Lipid Rafts* [3].

Membranproteine spielen eine essentielle Rolle in vielen zelluldren Prozessen. So werden
durch sie so unterschiedliche Vorgédnge, wie z. B. gerichteter Stofftransport, Signalaustausch,
Zell-Zell-Erkennung oder Energiegewinnung, ermdglicht. Man unterscheidet zwischen
peripheren und integralen Membranproteinen, welche also entweder mit der Membran
assoziiert oder in sie eingebettet sind. Bioinformatische Analysen von pro- und
eukaryotischen Genomen zeigten, dass zwischen 20 und 30 % aller bekannten Gene fiir
integrale Membranproteine codieren [4, 5]. Membranproteine sind auf zwei Bauprinzipien

beschrinkt: a-Helixbiindel und -Barrel.

1.2 B-Barrel-Proteine

Wihrend o-helikale Membranproteine mit Ausnahme der duleren Membran Gram-negativer
Bakterien in allen zelluldiren Membranen vorkommen, findet man Proteine des 3-Barrel-Typs
ausschlieBlich in der &uBeren Membran von Doppelmembransystemen, welche bei Gram-
negativen Bakterien, Mitochondrien und Chloroplasten zu finden sind [6]. Dariiber hinaus
gibt es Hinweise auf ein peroxisomales B-Barrel-Protein [7, 8]. Dies ist ungewohnlich, da
Peroxisomen lediglich von einem einzelnen Membransystem umschlossen sind. Es wurde
daher diskutiert, ob diese Tatsache auf einen endosymbiotischen Ursprung der Peroxisomen
oder auf eine genetische Redistribution innerhalb der Zelle, resultierend aus Gentransfers aus

den endosymbiotisch erworbenen Mitochondrien und Plastiden in den Zellkern,

1



1. Einleitung

zuriickzufiihren ist [9, 10]. Eine Analyse des peroxisomalen Proteoms zeigte jedoch, dass
Peroxisomen ihren Urspung im Endoplasmatischen Reticulum (ER) haben, also nicht durch
Endosymbiose entstanden sind [11]. Beobachtungen, dass sich Peroxisomen aus dem ER
bilden [12], sowie Untersuchungen an Peroxisomen-freien Mutanten, die nach
Komplementation durch das Wildtyp-Gen in der Lage waren, Peroxisomen de novo zu bilden
[13], untermauern diese Ergebnisse.

B-Barrel-Proteine weisen eine grofle Bandbreite an Funktionen auf [14]. So finden sich unter
den Vertretern dieses Proteintyps Strukturproteine wie OmpA, Porine wie z.B. OmpC, OmpF
und PhoE und Abwehrproteine wie OmpX. Daneben finden sich Enzyme wie die
Phospholipase OMPLA oder die Protease OmpT. Auch Transportprozesse werden von
[-Barrel-Proteinen iibernommen, es finden sich dabei sowohl passive Transporterproteine wie
LamB, das Sucrose Binding Protein (SBP) und FadL, als auch aktive Transporter von
Siderophoren wie FepA, FecA und FhuA oder von Vitamin B;, wie BtuB. Eine weitere
Gruppe der B-Barrel-Proteine wird von bakteriellen Toxinen, wie z.B. dem a-Hédmolysin von
Staphylococcus aureus [15], gebildet. Auch strukturell unterscheiden sich -Barrel-Proteine
deutlich: so kann die Anzahl der B-Faltblitter, aus denen die Barrels zusammengesetzt sind,
zwischen acht (z.B. OmpA) und 22 (z.B. FhuA) variieren. Die Aullenseite des Barrels wird
dabei von hydrophoben Aminosiuren gebildet, wihrend das Innere der Pore aus hydrophilen
Aminoséduren aufgebaut ist [14]. Die Loops, die die einzelnen B-Faltblitter verbinden, sind
auf der extrazelluldren Seite vergleichsweise langer und flexibler, teilweise ragen diese auch,
wie z.B. bei FhaC, in die Pore hinein [16]. Die PorengroBe differiert zwischen den
verschiedenen B-Barrel-Proteinen deutlich: wéhrend z.B. OmpA ein -Barrel ausbildet, das
aus acht B-Faltblittern besteht und dessen Lumen beinahe verschlossen ist [17], bilden
Vertreter, deren Barrels aus 16 bis 22 B-Faltblittern aufgebaut sind, grofle, wassergefiillte
Poren aus [14]. Bei den 22-stringigen Transporterproteinen werden diese Poren durch eine
globuldre Doméne, die als ,,Plug“ bezeichnet wird, verschlossen. Weiterhin gibt es
Unterschiede hinsichtlich der Ausbildung oligomerer Strukturen: es finden sich sowohl
Monomere (z.B. OmpX), als auch homodimere (z. B. OMPLA) und homotrimere (z.B.
OmpC, FhuA) Komplexe [18]. Eine Sonderrolle nehmen Proteine wie das bereits erwéhnte
Toxin a-Hadmolysin bzw. das Protein MspA aus Mycobacterium smegmatis ein, deren Barrel
von einem Heptamer (a-Hadmolysin) bzw. einem Oktamer (MspA) geformt wird [14].

Um an ihren Bestimmungsort in der duBleren Membran der Gram-negativen Bakterien zu
gelangen, miissen die im Cytoplasma exprimierten 3-Barrel-Proteine zunichst iiber die innere

Membran geschleust werden. Dieser Export erfolgt iiber den SecYEG-Komplex [19].
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1. Einleitung

AnschlieBend binden periplasmatische Chaperone wie Skp, DegP und SurA an die Proteine;
sie verhindern einerseits deren Aggregation im Periplasma, andererseits leiten sie diese zur
duBeren Membran weiter [20]. Zur Integration der B-Barrel-Proteine in die dullere Membran
besitzen Gram-negative Bakterien Importkomplexe, deren zentrale Komponenten Proteine
einer einzigen Unterfamilie der B-Barrel-Proteine sind. Diese Unterfamilie wird als Omp85-

Familie bezeichnet [21].

1.3 Die Proteine der Omp85-Familie

Namensgebend fiir diese Familie ist ein Protein aus Neisseria meningitidis, das eine
essentielle Funktion in der Biogenese der duBleren Membran dieses Bakteriums einnimmt
[22]. Mitglieder der Omp85-Familie spielen neben der bereits erwédhnten Integration von
Proteinen in die duBere Membran Gram-negativer Bakterien eine zentrale Rolle bei der
Translokation von Proteinen durch die duBere Hiillmembran von Chloroplasten [23], der
Sekretion von Hdmolysinen [24] oder Adhésinen [25] sowie der Assemblierung von Proteinen
der duBeren Membran von Mitochondrien [26]. Durch bioinformatische Analysen konnten
mehrere Motive identifiziert werden, die innerhalb dieser Proteinfamilie konserviert sind [27-
30]. Dariiber hinaus gibt es Gemeinsamkeiten hinsichtlich der Doménenstruktur.

Alle Vertreter besitzen eine N-terminale Doméne, die ein oder mehrere Kopien eines
Sequenzmotivs enthilt, das als POTRA-Motiv (Polypeptidtransport-assoziiert) bezeichnet und
dem eine Funktion beim Transport von Polypeptiden durch die Membran zugeschrieben wird
[27, 28, 30]. In Interaktionsanalysen mittels Crosslinking konnte eine direkte Interaktion der
N-terminalen Dominen von psToc75 und Alr2269 mit dem Vorstufenprotein der plastidér
lokalisierten kleinen Untereinheit der Ribulose-Bisphosphat-Carboxylase (pSSU), nicht aber
mit seiner maturen Form (mSSU) gezeigt werden [31]. Erst kiirzlich wurde die Struktur der
N-terminalen Doméne des Omp85-Proteins YaeT aus Escherichia coli durch
kristallographische Untersuchungen aufgeklért [32]. Durch spektroskopische Untersuchungen
und Rontgenstrukturanalysen dieser Doméne konnte zudem die genaue Orientierung ihrer
POTRA-Motive zueinander sowie deren Interaktion mit Teilkonstrukten des mittels YaeT
integrierten Proteins PhoE bestimmt werden [33].

Demgegeniiber bildet der C-Terminus die in der Membran verankerte [3-Barrel-Kanalpore.
Modelle der C-terminalen Doménen verschiedener Omp85-Vertreter aus Pisum sativum [34],
Arabidopsis thaliana [35] und Anabaena sp. PCC 7120 [31] zeigen einen Aufbau des
B-Barrels aus 16 membrandurchspannenden (-Faltblittern, die durch kurze Loops

miteinander verbunden sind. Omp85-Proteine weisen im distalen Teil der C-terminalen
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Abbildung 1.1: Phylogenetischer Stammbaum der Omp85-Familie. Die innerhalb dieser Arbeit analysierten
Vertreter sind durch Fettdruck hervorgehoben, als Vergleich sind die Omp85-Proteine von Arabidopsis thaliana,
der Fungi sowie der Untergruppen der Proteobakterien aufgefiihrt. pt plastiddr lokalisierte Proteine, mt
mitochondriell lokalisierte Proteine. o, B, 8, € Untergruppen der Proteobakterien (Abbildung verdndert nach

[36]).

Domine, der von den letzten acht [B-Faltbldttern gebildet wird und zwei konservierte
Strukturmotive enthilt, die hochste Ahnlichkeit zueinander auf [28]. Diese bioinformatische
Dominenvorhersage konnte vor kurzem durch die Rontgenstrukturanalyse des zur
Omp85-TpsB-Superfamilie  gehdrenden Two-Partner Secretion B-Proteins  FhaC  aus
Bordetella pertussis bestdtigt werden [16]. Inwieweit Eigenschaften und Funktion der
Kanalpore durch die N-terminale Doméne beeinflusst werden, wurde jedoch bisher noch nicht
untersucht.

Das Ergebnis einer phylogenetischen Analyse der Omp85-Familie ist in Abb. 1.1 dargestellt
[36]. Deutlich zeigt sich die Aufspaltung der Familie in zwei Subgruppen. Der eine Hauptarm
der Omp85-Familie besteht aus cyanobakteriellen Vertretern sowie Proteinen, die am Import
cytoplasmatisch translatierter Proteine in die Chloroplasten beteiligt sind (in Abb. 1.1 mit

,»10c75%“ bezeichnet), wihrend der andere Hauptarm aus Vertretern der verschiedenen
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Untergruppen der Proteobakterien sowie mitochondriellen Proteinen besteht (mit ,,Sam50*

bezeichnet).

1.3.1 Die prokaryotischen Omp85-Proteine

Escherichia coli (E. coli) ist ein Gram-negatives Bakterium aus der y-Untergruppe der
Proteobakterien. Gram-negative Bakterien besitzen zwei Membransysteme, die durch das
Periplasma getrennt sind, welches eine diinne Peptidoglykanschicht enthdlt. Das Omp85-
Protein YaeT ist in der dulleren Membran lokalisiert und besitzt eine essentielle Funktion in
E. coli. YaeT bildet zusammen mit den Lipoproteinen YfgL, YfiO, NlpB und SmpA einen
Komplex, der die Integration von Membranproteinen in die duBlere Membran von E. coli
ermOglicht [37, 38]. Die genaue Funktion der einzelnen Komponenten innerhalb dieses
Komplexes ist noch unbekannt. Ein Ausschalten von YaeT fiihrt jedoch zu schweren
Defekten in der Integration von (3-Barrel-Proteinen in die duflere Membran [39-41].

In Neisseria meningitidis, einem Bakterium aus der 3-Untergruppe der Proteobakterien, sind
im Gegensatz zu E. coli bisher keine weiteren Komponenten eines Komplexes gefunden
worden. Die genaue Funktion von Omp85 ist noch nicht bekannt. Es wird diskutiert, dass
Omp8S5 wie in E. coli an der Integration der Proteine in die dullere Zellmembran beteiligt ist
[21]. Andererseits wird eine Funktion von Omp85 beim Export von Phospholipiden und
Lipopolysacchariden (LPS) in die duflere Zellmembran beschrieben [42], vergleichbar etwa
mit der Funktion von OstA/Imp beim LPS-Export in E. coli [43, 44].

Eine evolutiondre Analyse der Genome von Arabidopsis thaliana und verschiedener
Cyanobakterien hat gezeigt, dass innerhalb der heute bekannten Cyanobakterien die
Gattungen Nostoc und Anabaena als evolutiondr nichste Verwandte der Chloroplasten
angesehen werden konnen [45]. Da das Genom von Anabaena sp. PCC 7120 komplett
sequenziert wurde [46] und Werkzeuge zu seiner genetischen Manipulation etabliert werden
konnten [47], stellt dieses Cyanobakterium einen idealen Modellorganismus dar. Anabaena
sp. PCC 7120 ist ein filamentdses Cyanobakterium, das neben vegetativen Zellen einen
weiteren Zelltyp ausbildet, der als Heterozyste bezeichnet wird und in dem die
Stickstofffixierung stattfindet.

Das Genom von Anabaena sp. PCC 7120 enthélt drei Gene, die fiir Vertreter der Omp85-
Familie kodieren: alr2269, alr0075 und alr4893 [28]. Die phylogenetische Analyse dieser
Proteine der Omp85-Familie zeigt, dass Alr0075 und Alr4893 eine groBere Ahnlichkeit
zueinander aufweisen als zu Alr2269 (sieche Abb. 1.1). Diese drei Vertreter der Omp85-
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Familie unterscheiden sich vor allem in der Grofie threr N-terminalen Domine, wihrend die
C-terminale Porenregion jeweils aus etwa 350 Aminosduren besteht.

Von diesen drei Proteinen weist Alr2269 die groBte Verwandtschaft zum Importkanal der
Chloroplasten auf (siche Abb. 1.1) [36, 48]. Das Protein ist in vitro in der Lage, homotrimere
Komplexe zu bilden, wofiir wahrscheinlich die Selbstinteraktion der N-terminalen Doméine
verantwortlich ist [31, 36]. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der N-Terminus von
Alr2269 plastididre Vorstufenproteine binden kann. Wahrend Alr2269 und Alr4893 in der
duleren Membran sowohl von Heterozysten, als auch von vegetativen Zellen identifiziert
wurde, konnte AIr0075 bisher lediglich in vegetativen Zellen nachgewiesen werden
(personliche Mitteilung, K. Nicolaisen).

Uber die Funktion dieser drei Omp85-Proteine in Anabaena sp. PCC 7120 ist bisher wenig
bekannt. Jiingste Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass Alr2269 eine wichtige Rolle
beim Lipidexport in die duBere Zellmembran spielen und somit eine vergleichbare Funktion

wie OstA/Imp in E. coli oder mdglicherweise Omp85 in N. meningitidis einnehmen konnte.

1.3.2 Die eukaryotischen Omp85-Proteine

Man nimmt an, dass Chloroplasten vor etwa 1,2 Milliarden Jahren durch die Aufnahme eines
Cyanobakteriums in eine eukaryotische Zelle entstanden sind (Endosymbionten-Hypothese)
[49, 50]. Im Laufe der Zeit wurde der Grofiteil der genetischen Information der Chloroplasten
in das Genom der Wirtszelle iibertragen, vermutlich, um eine Koordination der Metabolismen
von Wirtszelle und Endosymbiont zu gewihrleisten [51]. Fiir die plastiddren Proteine, welche
also seither im Cytosol synthetisiert wurden, musste daher ein System etabliert werden, das
den Transport dieser Proteine in die Chloroplasten bewerkstelligt. Dieses Transportsystem
wird von zwei heterooligomeren Proteinkomplexen gebildet, die in der duBeren (TOC-
Komplex, Translocon at the Outer envelope of Chloroplasts) bzw. der inneren Hiillmembran
der Chloroplasten (TIC-Komplex, Translocon at the Inner envelope of Chloroplasts)
lokalisiert sind und deren Komponenten teils prokaryotischen, teils eukaryotischen Ursprungs
sind [52]. Der TOC-Kernkomplex besteht aus den Komponenten Toc75, Toc34 und Toc159.
Toc75 bildet als Vertreter der Omp85-Familie den  Importkanal dieses
Translokationskomplexes. Toc34 ist ein GTP-abhidngiger Rezeptor fiir plastidére
Vorstufenproteine [53], wiahrend Toc159 das zentrale Motorprotein des TOC-Komplexes
bildet, welches den Import der Vorstufenproteine in die Chloroplasten koordiniert [54]. Zum
TOC-Komplex gehoren neben dem Kernkomplex der Hsp90-abhingige Vorstufenprotein-
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Rezeptor Toc64 [55] sowie das Protein Tocl2, das die Interaktion des TOC-Komplexes mit
der Transportmaschinerie des Intermembranraums vermittelt [56].

Wihrend in Pisum sativum lediglich ein einziges Toc75-Protein bekannt ist, weist das Genom
von Arabidopsis thaliana insgesamt sechs Gene von Toc75-Homologen auf [28]; von diesen
werden allerdings lediglich fiinf Proteine exprimiert, da atToc75-1 ein Pseudogen ist [S57]. Aus
der Analyse des Expressionsmusters, das stark mit demjenigen der anderen Importkomplex-
Komponenten korreliert [58], sowie dem im Vergleich zu den anderen Toc75-Homologen aus
A. thaliana hochsten Expressionslevel [57, 58] ldsst sich schlieBen, dass der
Hauptimportkanal vom Protein atToc75-III gebildet wird. Dariiber hinaus besitzt atToc75-I11
auch die groBte Ahnlichkeit zu psToc75 [23]. atToc75-IV besitzt eine hohe Ahnlichkeit zu
atToc75-1II, wdhrend die Omp85-Proteine atToc75-V, atP35 und atP47 eine hohere
Ahnlichkeit zu den Omp85-Proteinen von Anabaena sp. PCC 7120 aufweisen (siche
Abb. 1.1).

Mitochondrien haben sich vor etwa 1,8 Milliarden Jahren durch Aufnahme eines
a-Proteobakteriums, also ebenso wie die Chloroplasten endosymbiotisch, entwickelt [S9] und
besitzen daher auch eine doppelte Hiillmembran. Ebenfalls wurde der Grofteil des
mitochondriellen Genoms in den Zellkern iibertragen, so dass eine Vielzahl mitochondrieller
Proteine im Cytosol translatiert wird und durch eine Transportmaschinerie importiert werden
muss. Im Gegensatz zur plastiddren Funktion des Omp85-Proteins als zentraler Pore des
TOC-Komplexes, die den Import plastiddrer Proteine ermdglicht, findet man den
mitochondriellen Vertreter der Omp85-Familie im SAM-Komplex (Sorting and Assembly
Machinery), der die Integration von Proteinen in die duflere Mitochondrienmembran
ermoglicht. Sam50 bildet hier die zentrale Pore des SAM-Komplexes und {ibernimmt somit in
Mitochondrien eine vergleichbare Funktion wie YaeT in der duBleren Hiillmembran von
E. coli. Neben Sam50 besteht der SAM-Komplex aus den Komponenten Sam35, Sam37 und
Mdm10 [60]. Sam35 ermdglicht die Bindung des zu importierenden Proteins an den SAM-
Komplex. Die Bindung erfolgt iiber ein konserviertes C-terminales Sequenzmotiv der
mitochondriellen -Barrel-Proteine, das als B-Signal bezeichnet wird [61]. Sam37 hingegen
ist an der Dissoziation des integrierten Proteins vom Komplex beteiligt [62] und stabilisiert
zudem den SAM-Komplex [63]. Mdm10 scheint eine Rolle bei der Interaktion des SAM-

Komplexes mit anderen Komponenten der dulleren Mitochondrienmembran zu spielen [60].
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1.4 Elektrophysiologie

Zur Analyse der -Barrel-Proteine werden verschiedenste Techniken eingesetzt, wie z.B.
biochemische [31], spektroskopische [33], kristallographische [16] oder elektrophysiologische
Methoden [64]. Mithilfe elektrophysiologischer Untersuchungsmethoden ist es durch die
Analyse der biophysikalischen Eigenschaften von Kanalproteinen mdglich, u.a. deren
Durchmesser, ihre Ionenselektivitidt und das Schaltverhalten zu ermitteln und zu vergleichen.
Eine weit verbreitete Methode ist das Patch Clamping, das von Neher und Sakmann
entwickelt wurde und die Untersuchung von Proteinkanélen in vivo ermoglicht [65]. Einen
guten Uberblick iiber diese Methode geben Neher und Sakmann im Buch ,,Single-Channel
Recording® [66]. Parallel dazu wurde eine weitere elektrophysiologische Methode entwickelt:
die Lipid-Bilayer-Technik. Ausgangspunkt dieser Methode waren Versuche von Miller und
Racker, die Fragmente des Sarkoplasmatischen Reticulums mit einer kiinstlichen
Lipidmembran fusionierten [67]. Bei dieser Methode wird ein Lipidfilm auf eine Offnung in
einem Septum (z.B. aus Delrin, Polycarbonat oder Teflon) aufgetragen, das zwei Elektrolyt-
gefiillte Halbkammern voneinander trennt. Uber die Messkammermembran wird durch
Verwendung unterschiedlich konzentrierter Elektrolyte in den Halbkammern nicht nur ein
elektrochemischer, sondern auch ecin osmotischer Gradient errichtet. Durch diesen
osmotischen Gradienten wird die Fusion von Proteoliposomen, in deren Membran
Kanalproteine rekonstituiert wurden, mit der Lipidmembran der Messkammer induziert
(Abb. 1.2A). Aufgrund des osmotischen Gradienten stromt Wasser in das Proteoliposom ein,
das dadurch anschwillt und mit der Messkammermembran fusioniert (Abb. 1.2B), wodurch
das Kanalprotein in die Lipidmembran der Messkammer eingebaut wird (Abb. 1.2C). Der
Kontakt von Liposomen- und Messkammermembran kann durch die Bindung zugegebener
bivalenter Kationen wie Ca®" an die negativ geladenen Kopfgruppen beider Membranen

erleichtert werden.

A B C
[K+CI_] L Ko [K+CI_] K*cr] [K+CI_] K*cr]
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4—H20 ( -
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der Ca**-induzierten Fusion von Proteoliposomen mit dem
planaren Bilayer (nach [67]). Erlauterungen im Text.
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In Abbildung 1.3A ist der Aufbau des Lipid-Bilayer-Messsystems schematisch dargestellt.
Eine Lipidmembran stellt aufgrund der isolierenden Eigenschaften ihrer hydrophoben
Kernregion eine Barriere dar, iiber die kein Stromfluss stattfinden kann. Man kann sie sich
elektronisch als Kondensator vorstellen, tiber den durch Anlegen einer Spannung aufgrund
der polaren Lipidkopfgruppen zwar ein elektrisches Potential aufgebaut werden kann, durch
den jedoch kein Stromfluss moglich ist. Durch den Einbau eines Kanalproteins in die
Lipidmembran wird jedoch eine elektrische Verbindung zwischen beiden Halbkammern
hergestellt. Das Kanalprotein wirkt somit wie ein parallel zum Membrankondensator
geschalteter Widerstand (sieche Abb. 1.3B). Der Reziprokwert des Kanalwiderstandes R¢ wird
als Leitwert bezeichnet und ist direkt proportional zur Stromstirke der durch den Kanal
flieBenden Ionen. Diese hingt dabei neben der angelegten Spannung Ugm nur von den
Eigenschaften des Kanalproteins, wie z.B. dessen Porengrofle und der Ladungsverteilung im
Inneren der Kanalpore, ab. Mithilfe einer Mess- und Kontrolleinheit, der sogenannten
,Headstage®, kann eine definierte Spannung an die Membran angelegt und der resultierende
Stromfluss durch das Kanalprotein gemessen und aufgezeichnet werden.

Mit dem Lipid-Bilayer-Messsystem konnen somit die biophysikalischen Eigenschaften von
Kanalproteinen, wie ihr Leitwert oder ihre Ionenselektivitdt, ermittelt und miteinander
verglichen werden. Dariiber hinaus kann z.B. durch die Untersuchung von Teilkonstrukten
eines Kanalproteins der Einfluss der verschiedenen Proteindoménen auf die Funktion des

Kanals bestimmt werden.

A B
Headstage,
Messverstarker,
A/D-Wandler, Ucom
PC ARG\
| N
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Abbildung 1.3: Lipid-Bilayer-Messsystem. (A) Schematische Darstellung des Systems, im Insert ist ein in die
Membran eingebautes Kanalprotein gezeigt. (B) Ersatzschaltbild zu (A). Ugm Spannungsquelle,
A Amperemeter, Cy Kapazitit des Bilayers, Rc Widerstand des Kanalproteins.
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Daher stellt dieses System ein ideales Werkzeug zur Analyse der Eigenschaften der Proteine
der Omp85-Familie dar. Mithilfe der Lipid-Bilayer-Technik kann ein Vergleich von Omp85-
Vertretern aus den beiden Hauptarmen der Omp85-Familie (sieche Abb. 1.1) durchgefiihrt
werden. Auch kann die vorhergesagte Dominenstruktur der Proteine [36] verifiziert und
mogliche regulatorische Einfliisse der N-terminalen Domine auf die biophysikalischen
Eigenschaften des kanalbildenden C-Terminus bestimmt werden. Zudem kénnen durch den
Vergleich der biophysikalischen Eigenschaften von Omp85-Proteinen der endosymbiotischen
Organellen mit ihren prokaryotischen Verwandten moglicherweise Riickschliisse auf eine

verdnderte Funktion gezogen werden.

1.5 Ziel der Arbeit

Innerhalb dieser Arbeit sollten Proteine der Omp85-Familie biophysikalisch charakterisiert
werden. Hierzu musste zundchst ein elektrophysiologisches Messsystem konstruiert,
aufgebaut, in Betrieb genommen und getestet werden, mit dem die ausgewdhlten Vertreter
mithilfe der Lipid-Bilayer-Technik untersucht werden konnten.

Nach der Etablierung des Messsystems sollten Fragestellungen bearbeitet werden, die sich aus
Ergebnissen phylogenetischer, struktureller und biochemischer Analysen dieser Protein-
familie ergaben. Konkret sollte dabei den folgenden Fragestellungen nachgegangen werden:
Spiegelt sich die phylogenetische Aufteilung der Omp85-Familie in zwei Untergruppen in den
biophysikalischen Eigenschaften wider und lassen die biophysikalischen Eigenschaften der
Omp85-Proteinkanile Riickschliisse auf die evolutiondre Entwicklung dieser Proteinfamilie
zu?

Unterscheiden sich die eukaryotischen Omp85-Vertreter in den endosymbiotisch
entstandenen Organellen von ihren prokaryotischen Verwandten in ihren Eigenschaften?
Besitzt die N-terminale Doméne einen Einfluss auf die biophysikalischen Eigenschaften der
C-terminalen Porenregion?

Gibt es Unterschiede in den biophysikalischen Eigenschaften der drei homologen Vertreter
der Omp85-Familie in Anabaena sp. PCC 71207

Durch die Beantwortung dieser Fragen sollten innerhalb dieser Arbeit fundamentale
Grundlagen zum Verstindnis der Funktion der Omp85-Proteine gelegt sowie wichtige

Riickschliisse auf die Evolution dieser Proteinfamilie ermdglicht werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien
Alle verwendeten Chemikalien wurden in hochreiner Form (p.a.) von Sigma Aldrich

(Miinchen), Roth (Karlsruhe), Roche (Penzberg) und Merck (Darmstadt) bezogen.

2.1.2 Enzyme und Kits

Alle verwendeten Restriktionsendonukleasen, T4-DNA-Ligase und Taq-Polymerase wurden
von Roche (Penzberg), MBI Fermentas (St. Leon-Rot) und Qiagen (Hilden) bezogen.

Zur DNA-Isolierung im Mini-Mal}stab wurde das Kit NucleoSpin Plasmid, zur Isolierung im
Midi-Malistab das Kit NucleoBond PC100 (jeweils Macherey & Nagel) eingesetzt. Die
Aufreinigung von PCR-Produkten aus Agarosegelen wurde mit dem Kit NucleoSpin

Extract II (Macherey & Nagel) durchgefiihrt.

2.1.3 Stiimme und Vektoren

Zur DNA-Amplifikation wurde der Stamm E. coli DH5a (GibcoBRL, Eggenstein)
verwendet. Konstrukte wurden im Stamm E. coli BL21 (DE3) (Novagen, Madison, USA)
tiberexprimiert. Die verwendeten Konstrukte waren hierzu in die Vektorsysteme pET21

(Novagen), pTrcHis2, pRSET6d (beide Invitrogen) bzw. pQE (Qiagen) kloniert worden.

2.1.4 Verwendete Konstrukte

Die in dieser Arbeit verwendeten Konstrukte sind in Tabelle 2.1 aufgefiihrt. Die eingesetzten
Teilkonstrukte der Proteine Alr2269, PsToc75 und YaeT sind in Abb. 2.1 schematisch
dargestellt.

2.1.5 Kulturmedien

Als Kultivierungsmedium wurde 2YT verwendet [68]. Festmedien wurden durch Zugabe von
1,5 % (w/v) Agar hergestellt. Das zur Selektion verwendete Antibiotikum Ampicillin wurde
in einer Endkonzentration von 100 pg/ml nach Autoklavierung der Medien nach deren

Abkiihlung (bei Festmedien auf etwa 45 °C) zugefiigt.
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Tabelle 2.1: Verwendete Konstrukte. Angegeben sind die Namen der Proteinkonstrukte und Gene, die
Konstruktlingen (Anzahl der Aminoséuren, aa), die verwendeten Plasmidvektoren, die Konstruktsequenzen
(bezogen auf die Aminosdurepositionen in den Vollldngenproteinen) und der jeweilige Herkunftsorganismus der
Konstrukte. Alle Konstrukte enthielten einen C-terminalen Hexahistidin-Tag. “Konstrukt von M.T. Bohnsack,
°Konstrukte von L. Borissenko.

Protein- Linge Plasmid- Konstrukt-

konstrukt Gen [aa] vektor sequenz [aa] Organismus
Alr2269 alr2269 833 pET21d 1-833 Anabaena sp. PCC 7120
AnaA alr2269 310 pTrcHis2 161-470 Anabaena sp. PCC 7120
AnaC alr2269 366 pTrcHis2 467-833 Anabaena sp. PCC 7120
AnaD alr2269 132 pTrcHis2 702-833 Anabaena sp. PCC 7120
Alr0075 alr0075 491 pET21d 1-491 Anabaena sp. PCC 7120
Alr4893 alr4893 676 pET21d 1-676 Anabaena sp. PCC 7120
PsA psToc75 291 pTrcHis2 149-439 Pisum sativum
PsC psToc75 371 pTrcHis2 439-809 Pisum sativum
PsD psToc75 131 pTrcHis2 679-809 Pisum sativum
dmSam50°? dmSam50 464 pQES8ON 1-464 Drosophila melanogaster
YaeT’ yaeT 810 pRSET6d 1-810 Escherichia coli
YaeTc_te,mb yaeT 338 pRSET6d 473-810 Escherichia coli

A Alr2269 B PsToc75 c YaeT

AnaC PsC YaeTc ierm
AnaA AnaD PsA PsD
I I ||

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der verwendeten Konstrukte. (A) Alr2269, (B)PsToc75,
(C) YaeT.

2.1.6 Membranen

Nitrocellulosemembranen (Protran BA-S83, 0,2 um) wurden von Schleicher & Schiill
(Dassel) bezogen.

2.1.7 Antikorper

Primire Antikdrper wurden durch Injektion rekombinant exprimierter und aufgereinigter
Proteine in Kaninchen hergestellt. Injektion und Haltung der Kaninchen sowie die Gewinnung
der Antiseren wurden von Pineda (Berlin) durchgefiihrt. Sekundidre Antikorper gegen

Kaninchen IgG-Konjugate wurden von Sigma (Miinchen) bezogen.

2.1.8 Sdulenmaterial

Ni-NTA-Sdulenmaterial wurde von Qiagen (Hilden) bezogen.
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2.1.9 Lipide und Detergentien

Zur Herstellung der Proteoliposomen und der Lipidmembran des Lipid-Bilayer-Messsystems
wurde L-a-Phosphatidylcholin Typ IV-S (Sigma, Miinchen) verwendet. Lipide und
rekombinant exprimierte Proteine wurden mit dem Detergens Mega-9 (Sigma, Miinchen)

solubilisiert.

2.1.10 Aufbau des Elektrophysiologischen Messstandes

Wenn nicht anders angegeben, wurden die Verschraubungen der Trédgerholme des
Messstandes (Quadratprofil S-40) unter Verwendung des Spannbiigelsatzes S-40 und der
Nutensteine L (jeweils Rose+Krieger GmbH, Minden) vorgenommen. Hierbei wurden die
mitgelieferten Schrauben verwendet, weitere Verschraubungen wurden mit Schrauben der
Firma Schrauben Preisinger (Miinchen) vorgenommen. Die verwendeten Unterlegscheiben
(Durchmesser 6,4x12, DIN 125) und Muttern wurden ebenfalls von Schrauben Preisinger

bezogen.

2.1.10.1 Kifiggeriist
Die unteren Querstreben wurden so angebracht, dass sich Kéfigtischplatte und Messtischplatte
auf einer Hohe befanden (Abb. 2.2). Auf der Riickseite wurde eine zusétzliche Querstrebe zur

Fixierung der Abstandshalter des Messtisches montiert.

2.1.10.2 Messtischgeriist

Die Beine des Messtisches wurden zur Stabilisierung mit Querholmen verbunden (Abb. 2.3).
Auf den vorderen unteren Querholm wurde zugunsten der Beinfreiheit verzichtet. Zur
korrekten waagerechten Ausrichtung des Messtisches wurden hohenverstellbare Fiif3e
(GelenkstiitzfuB M6, Rose+Krieger) angeschraubt. Zur Vermeidung von Stérungen durch
mechanische Schwingungen wurde die Tischplatte des Messtisches auf vier pneumatischen
Schwingungsddmpfern (cplusw GmbH, Hamburg, siche Abb. 2.6 unten rechts) gelagert, die
an den Eckpunkten des Geriists mit Schrauben (M6x12, DIN 933) und mit Unterlegscheiben
befestigt wurden. Hierzu wurden M6-Gewinde in das Messtischgeriist geschnitten (Abb. 2.3
,Draufsicht). Die Bohrlocher zur Befestigung der Messtischplatte wurden mit einem
Versenker abgesenkt (Befestigung mit M10x20, DIN 7991). Um mechanische Storungen
durch Kontakt von Messtischplatte und Kafigtischplatte zu verhindern, wurde der Messtisch
iiber Abstandshalter (zwischen den hinteren Tischbeinen und der unteren Querstrebe des

Kaéfiggeriists) mit dem Kéfiggeriist verbunden.
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Abbildung 2.2: Konstruktionszeichnung des Kifiggeriists. Erlduterungen sieche Kap. 2.1.10.1.

14



2. Material und Methoden

Vorderansicht Draufsicht Hinteransicht
| 620 || 460 | | 620 |
f 1 1 I 1
- D) SR i R .
=
™ T K
__\_g
Az
> L2l K
Seitenansicht
Messtischgeriist S Abstandhalter Kfig
Material: Quadratprofil S-40
(Rose+Krieger) |:| Ia‘
Verschraubung der Holme mit Spannblgel-
satz S-40 + Nutenstein L (Rose+Krieger)
Befestigung Dampfer: M6 g D
o 4
=
X \_E s 1

Abbildung 2.3: Konstruktionszeichnung des Messtischgeriists. Erlduterungen siehe Kap. 2.1.10.2.

2.1.10.3 Kifiggitter

Die Kifigplatten wurden aus Lochgittermaterial (Al 99,5, Starke 1,5 mm, Firma Batzer Stahl-
und Metallhandels GmbH, Griéfelfing) hergestellt (Abb. 2.4). Zur Befestigung am Rahmen
mussten teilweise Stege aus dem Gitter herausgesigt werden. Die Platten wurden mit M6x12,

DIN 7984, mit Unterlegscheiben und Nutenstein F am Kéafiggeriist befestigt.

2.1.10.4 Kifigtiiren

Die Leisten (Abb. 2.5 links, Material: AIMg3, Stirke 10 mm, Alu Meier GmbH, Miinchen)
wurden zum fertigen Rahmen verschweilit. Die Tirgitter wurden aus Lochgittermaterial
(A199,5, Starke 1,5 mm, Firma Batzer) hergestellt und mit M3x6, DIN 84 am Tiirrahmen
befestigt. Mit dem Kafigrahmen wurden die Tiiren durch je zwei Aushingescharniere
(Nutgeom. 40, Rose+Krieger) verbunden. Um den Kéfig komplett schlieBen zu konnen,
wurden Kifigtiiren und Kéfiggeriist mit Magnetschlossern (Typ M72/GP2, Rose+Krieger)
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2. Material und Methoden

ausgestattet. Als Tiirgriffe wurden Hartplastikgriffe von Elektrophoresekammern (Abb. 2.5

oben rechts) verwendet, die mit M4x16, DIN 84 am Rahmen befestigt wurden.

Deckenplatte Kafiggitter
Starke: 1,5 mm
S Vome Material: Al 99,5 Lochgitter
= Befestigung an Gerist mit M6 und Nutenstein F,
3 Typ M6 fir S-40 (Rose+Krieger)
|
&
g 1
N
0
N
)
1 g
Hinten
H‘ZO‘H 83 } 335 } 337 } 83 H‘ZO‘H
I 878 | | 776 |
[ | [ |
HZOH 85 | 335 | 335 | 83 HZOH L]20 85 | 287 | 276 | 88 LWZDH
T I I | 1 I I I I I
S+ S
8 8
g &
g g
3 8
ox_ 6\_
1 8 S
Hinten . . Vorne
Rickwand Seitenteile (2x)

Abbildung 2.4: Konstruktionszeichnung der Kifiggitter. Erlauterungen siche Kap. 2.1.10.3.
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2. Material und Methoden

°

Kafigtiiren Tirgriffe —

Material: Material: Hartplastik 10251
Rahmen: AIMg3 Befestigung an Tirrahmen: M3
Scharniere: Aushangescharnier Aluminium Nutgeom. 40 (Rose+Krieger)
Magnetschloss: Typ M72/GP2 fiir S-40, ohne Rahmen (Rose+Krieger)
Gitter: Al 99,5 Lochgitter

Befestigung Gitter: M3

Befestigung Scharnier: M6
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Abbildung 2.5: Konstruktionszeichnung der Kifigtiiren. Erliuterungen siehe Kap. 2.1.10.4.

2.1.10.5 Tischplatten

Beide Tischplatten wurden aus einer groen Platte (Material: AIMg3, Stirke 10 mm, Alu
Meier) herausgefrist (Abb. 2.6). Die Messtischplatte wurde danach aus der Kéfigtischplatte
so herausgefrist, dass zwischen beiden Platten auf jeder Seite ein Abstand von 1 cm (zur
Vermeidung mechanischer Storungen) bestand. Aus der Kéfigtischplatte wurden an den
Ecken jeweils Aussparungen fiir die senkrechten Kéfigholme herausgesdgt. Die Bohrlocher
zur Befestigung der Kaifigtischplatte wurden mit einem Versenker abgesenkt (Befestigung:
M6x20, DIN 7991 und Nutenstein F, Roset+Krieger). Weiterhin wurden Locher zur
Befestigung von Binokular- und Perfusionshalterung (Befestigung: jeweils M6x20, DIN 912,
mit Unterlegscheiben) gebohrt. Im hinteren rechten Bereich der Kifigtischplatte wurde zur

Durchleitung des Lichtwellenleiters eine Aussparung (@ 2 cm) herausgefeilt.
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2. Material und Methoden
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Abbildung 2.6: Konstruktionszeichnung der Tischplatten. Erlduterungen siche Kap. 2.1.10.5.

2.1.10.6 Messkammertisch

Die Winde des Messkammertischs (Material: AIMg3, Stirke 4 mm, Alu Meier) wurden laut
Abb. 2.7 angefertigt. Die Gewinde zur Verschraubung der Platten (mit M3x6, DIN 84)
wurden jeweils 6 mm tief in die Platten geschnitten, zudem wurden fiir die Hohenjustierung
der Magnetriihrerplatte zwei M6-Gewinde in die Bodenplatte geschnitten. Die Bohrlécher zur
Befestigung der Tischplatte wurden mit einem Versenker abgesenkt (Befestigung: M3x8,
DIN 963), aulerdem wurden die zwei Fixierungsstifte (Material: Edelstahl) zur Fixierung der
Messkammer auf der Tischplatte eingesetzt. Im Inneren des Messkammertischs wurde ein
Magnetriithrer Variomag Micro 20 mit Telemodul (H+P Labortechnik AG, OberschleiSheim)
mit M4x8, DIN 84 auf der Magnetriihrerplatte befestigt, welche mit zwei M6x30, DIN 912

hohenjustiert wurde. Das Kabel zwischen Magnetriihrer und Telemodul wurde an der linken
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2. Material und Methoden

Seite aus dem Tisch herausgefiihrt und mdogliche elektromagnetische Storungen durch das
Kabel mit einer Abschirmung aus verzinntem Kupfergeflecht (Werkstatt Botanisches Institut
der LMU Miinchen) verhindert. Zur Hohenjustierung des Messkammertischs (um die
Zentrierung des Bilayers im Stereomikroskop zu gewihrleisten) wurde dieser an den
Mikrometertrieb eines Mikromanipulators M1 (H. Saur Laborbedarf, Reutlingen) montiert
(Befestigung: M3x10, DIN 912). Die Hohenjustierung wurde mit M3x10, DIN 912 an die
Halterungsplatte des Messkammertischs (Abb. 2.8 links, Material: AlMg3, Stirke 10 mm)

angebracht. Hierbei wurden die Bohrlocher zur Versenkung der Schraubenkdpfe 5 mm tief

Messkammertisch Fixierungsstift Kammer
gﬁti”az AlMg3 Material: Edelstahl
arke: 4 mm 9
Befestigung: M3 45
Befestigung Magnetriihrer an Magnetriihrerplatte: M4 o
Befestigung Hohenjustierung Boden/Magnetriihrerplatte: M6 of 1O s
Rechte Seite Oberseite )
| 72 | | 8 | Vorderseite
‘\ 6 ‘\2‘ 56 }2‘\ 6 } ‘\ 12 J‘ 17 J‘ 22 } 17 J‘ 12 } 40
d TT |62 24 8
S - = T & ®) ®)
o A T O O T
<t o B R I
-+ O
Linke Seite 3 8
1.6 12| 24 L8 17 726 g
I T I T 1 -
,,,,,, O b
,,,,, i 1 0
1 & O O
o o —+ O O
Magnetrihrerplatte Ruckseite
g P Boden 05 35
| 718 J‘ [ |12y ‘ 55" 24 45
B ,,} 35.9 | 359 |+ 5 5 - 5 o
I o 31| O O | 4+]|o o
o 1 & O O 1 & @) O

Abbildung 2.7: Konstruktionszeichnung des Messkammertischs. Erlduterungen siche Kap. 2.1.10.6.
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2. Material und Methoden

auf einen Durchmesser von 6 mm verbreitert. Zur Befestigung des Trichterhalters (Abb. 2.8
rechts, mit M3x6, DIN 84) wurde an der linken Seite ein M3-Gewinde 6 mm tief in die
Halterungsplatte geschnitten (Glastrichter: 35 mm, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe).
Die Halterungsplatte wurde tiber M6x20, DIN 912 und Unterlegscheiben an einen Reiter
50 X 95, Breite 80 mm (LINOS Photonics GmbH & Co. KG, Géttingen) geschraubt und am

horizontalen Messtischtrager befestigt.

Halterung Messkammertisch Trichterhalter
Material: AIMg3 Material: Edelstahl
Starke: 10 mm Starke: 1 mm
Befestigung Trager: M6x20 Innenradius: 5 mm

Befestigung Mikromanipulator: M3x10

‘ 70 35 {
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— e ‘\’
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Abbildung 2.8: Konstruktionszeichnungen der Messkammertischhalterung und des Trichterhalters.
Erlauterungen siehe Kap. 2.1.10.6.

2.1.10.7 Stereomikroskophalterung

Zur optischen Kontrolle der Versuche wurde ein Stereomikroskop SMZ1000, Okular C-W
10X/22, Objektiv PLAN 1X, PS Auflichtstativ mit Fokussiertrieb und Binokulartubus P-BT
(NIKON GmbH, Diisseldorf) verwendet. Das Auflichtstativ wurde so umgebaut, dass das
Mikroskop horizontal fokussiert werden konnte. Hierzu wurde eine Mikroskophalterung
hergestellt, die aus zwei Streben (Quadratprofil S-40) und einer Halterungsplatte (Material:
AlMg3, Stirke 10 mm) bestand (Abb. 2.9). Die Platte wurde an den Streben mit M6x20,
DIN 912, mit Unterlegscheiben und Nutensteinen L verbunden. Die Innengewinde des
Spannbiigelsatzes S-40 wurden in die Streben geschraubt und die Streben dann an der
Kiéfigtischplatte mit M6x20 und Unterlegscheiben befestigt. Als oberer Abschluss der Streben
wurden Kopfplatten (Material: AIMg3, Stirke 4 mm) mit M6x20, DIN 7991 aufgesetzt. Das
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2. Material und Methoden

Auflichtstativ des Stereomikroskops wurde schlieBlich mit den mitgelieferten M5-Schrauben
an der Halterungsplatte montiert.

Um eine priazise Handhabung beim Auftragen des Lipids und der Zugabe der Liposomen zu
gewdhrleisten, wurde eine Armstiitze (Quadratprofil S-40) zwischen der rechten Strebe der
Mikroskophalterung und der Perfusionsstrebe eingebaut. Die Stiitze wurde mit mehreren

Lagen Schaumstoff (Verpackungsmaterial) umwickelt, die mit Kabelbindern fixiert wurden.

2.1.10.8 Messtischtriger und Reiter

Messkammertisch, Headstage, Perfusion, Erdungsblock und Lichtwellenleiter sind iiber

Tragerelemente des Profilsystems X 95 (LINOS, Abb. 2.9B) mit dem Messtisch verbunden.

A) Mikroskophalterung B) Trager
Material: Profil X 95 (LINOS)
Material: AIMg3 ~ Material: AIMg3 Befestigung Trager: M6
Starke: 4 mm Starke: 10 mm Befestigung Magnetriihrertisch, Headstage und
Befestigung: M6  Befestigung Trager: M6 Mikromanipulator: Reiter 50 X 95 (LINOS, Breite 80 mm,
Befestigung Mikroskop: M5 farblos eloxiert mit Bohrbild)

Befestigung Lichtwellenleiter und Erdungsblock:

}ﬂ{ 200 Reiter 50 X 95 (Breite 50 mm, schwarz eloxiert
225|229 20 (2525 |20 ohne Bohrbild, LINOS)
55 55 H Befestigung Quertrager:
e — Gestellverbindungsreiter X95 (LINOS)

}ﬂ‘
22,5225

26(6(22/8)18

|
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Material: Quadratprofil S-40 (R+K)
Befestigung Tragerplatte an Holmen: Spannbligelsatz
S-40 (Rose+Krieger) mit M6 x 20
Befestigung Mikroskopstativ: Stativschrauben

Befestigung Holme an Kéfigplatte: M6 x 35 und Schraub-
. gewinde aus Spannbligelsatz S-40 (Rose+Krieger)

1
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Gewindestange M6
145 ‘ 145
67 43 | 35 ‘ 90 55

50 {
15/2015
50
‘ 25|25
|(>|

Abbildung 2.9: Konstruktionszeichnungen von (A) Mikroskophalterung, (B, C) Messtischtriger und
(D) Reitern. Erlduterungen siche Kap. 2.1.10.7 und 2.1.10.8.
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2. Material und Methoden

Zur Stabilisierung wurden die beiden senkrechten Tragerholme (Abb. 2.9B links) {iber eine
Deckplatte (Material: Plexiglas, Stirke 10 mm, Werkstatt Botanisches Institut, Abb. 2.9C)
miteinander verbunden. Die Triager wurden an der Messkammertischplatte und der Deckplatte
jeweils mit M6x20, DIN 912 und Unterlegscheiben verschraubt. Das horizontale
Tragerelement (Abb. 2.9B rechts) wurde iiber einen Gestellverbindungsreiter X 95 (LINOS)
mit dem rechten senkrechten Triger verbunden. Zur Befestigung von Messkammertisch,
Headstage und Perfusion wurden Reiter 50 X 95, Breite 80 mm verwendet, Lichtwellenleiter
und Erdungsblock wurden iiber Reiter 50 X 95, Breite 50 mm (schwarz eloxiert, ohne
Bohrbild, LINOS) an die Triager montiert. Zur Verschraubung des Erdungsblocks wurden
M4-Gewinde und zur Befestigung des Lichtwellenleiters M6-Gewinde in die Reiter

geschnitten (sieche Abb. 2.9D).

2.1.10.9 Perfusion

Die Perfusion dient dem Austausch der Salzlésungen in der Messkammer. Das System besteht
aus einer auf der Kéfigtischplatte montierten Strebe mit Spritzenhaltern, an denen Spritzen
(60 ml, Dispomed Witt, Gelnhausen) iiber Senkrechtspanner mit Winkelfu (Hoffmann
GmbH Qualitidtswerkzeuge, Miinchen) fixiert sind. Von diesen fithren Silikonschlauche
(Lange: 80 cm, © 4 mm) zu einem manuell per Mikromanipulator justierbaren Arm, an
dessen Ende Adaptoren die Schliuche mit Injektionsnadeln verbinden. Uber den
Mikromanipulator konnen die Nadeln in die Halbkammern der Messkammer eingefiihrt
werden.

Innengewinde des Spannbiigelsatzes S-40 wurden in den Tragerholm (Quadratprofil S-40,
Abb. 2.10A) geschraubt und dieser dann mit M6x20 und mit einer Unterlegscheibe an der
Kafigtischplatte befestigt. Als oberer Abschluss der Streben wurde eine Kopfplatte (Material:
AlMg3, Stirke 4 mm) mit M6x20, DIN 7991 aufgesetzt. Wie in Kap. 2.1.10.7 erwidhnt, wurde
eine Armstlitze als Verbindung zwischen Mikroskophalterung und Perfusionsstiitze montiert.
Die Spritzenhalter wurden aus Alu-Stangenmaterial (40x50 mm, Alu Meier) gefertigt
(Abb. 2.10C). Zur Fixierung der Spritzen wurden Fugen in die Halter gefrist. Die
Spritzenhalter wurden iiber zwei M6x25, DIN 912 (aus dem Spannbiigelsatz S-40) und
Nutenstein L an der Strebe befestigt. Hierfiir wurden Offnungen (@ 6,4 mm) in den Boden des
Spritzenhalters gebohrt. Zum Versenken der Schraubenkdpfe wurden diese im oberen Bereich
auf @ 11 mm erweitert.

Fiir die Montage der Senkrechtspanner (mit M4x10, DIN 84) wurden M4-Gewinde seitlich in
die Spritzenhalter geschnitten. Die Klemmbhalterung zur Fixierung der Spritze (Abb. 2.10B)

22



2. Material und Methoden

wurde aus Kunststoff (Werkstatt Botanisches Institut) hergestellt und mit einem zentralen

MS5-Gewinde ausgestattet (Befestigung mit M5x30, DIN 933 mit Kontermutter MS5,

[ A) Tragerholm B) Klemmhalterung
225|225 \1aterial Kopfplatte: AIMg3 Material: Kunststoff
3 Starke: 4 mm Befestigung Senkrechtspanner: M5
{ R E Befestigung: M6
§ Material Holme: Quadratprofil S-40 (Rose+Krieger) }% %{
-~ r— Befestigung: M6 10 | 10 10 | 10
: 8 - 18 ]
| 50 | | 80 |
[ | [ |
1 4 | | 20 | 17.5 | 42.5 |
1 [ | [ |
) - O O
S R N + ¢o [T
} 205 H‘N‘H 64 H‘z? 17 H‘“‘H 6,4 H‘N‘H 14,5 }3 }3 }
| “ |
e s IR s
T el T [ [ \
8 ) C) Spritzenhalter
Material: Alu-Stangenmaterial
- L - BefestigungTragerholm: M6
: : Befestigung Senkrechtspanner: M4
oberer Spritzenhalter unterer Spritzenhalter S P

Abbildung 2.10: Konstruktionszeichnungen der Perfusion (Baugruppe Kifigtischplatte). Erlduterungen
siehe Kap. 2.1.10.9.
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A) Halterung Mikromanipulator B) Zwischenplatte Mikromanipulator
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Abbildung 2.11: Konstruktionszeichnungen der Perfusion (Baugruppe Messtisch). Erlduterungen siche
Kap. 2.1.10.9.
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DIN 934). Der Mikromanipulator zur Justierung des Perfusionsarms wurde mit M4x12,
DIN84 (mit Zylinderkopf) iiber eine Zwischenplatte (Material: AlMg3, Stirke 2 mm,
Abb. 2.11B) an einer Halterung (Abb. 2.11A) befestigt. Die Zwischenplatte wurde zur
besseren Handhabung der Mikromanipulatortriebe bendétigt. Die Halterung wurde mit M6x20,
DIN 912 mit einem Reiter 50 X 95, Breite 80 mm (LINOS) verbunden, der am linken
Messtischtridger montiert wurde.

Der Perfusionsarm (Abb. 2.11D) wurde aus einem Aluminiumholm (Werkstatt Botanisches
Institut) hergestellt, um die Perfusionsschlduche versenken zu konnen. Der rechtwinklige
Knick wurde durch Heraussdgen eines Keils mit anschlieBendem Verschweilen der Kanten
erreicht. Die Stabilitdt des Perfusionsarms wurde erhoht, indem der rechtwinklige Knick
durch einen Innenwinkel (Material: AIMg3, Stirke 3 mm, Abb. 2.11D unten Mitte)
unterstiitzt wurde, in den zwei M3-Gewinde geschnitten und mit M3x8, DIN 963 am Arm
fixiert wurden. Zur Befestigung des Arms am Mikromanipulatortrieb wurde eine Halterung
(Material: AIMg3, Stirke 4 mm, Abb. 2.11C) hergestellt, die {iber M3x6, DIN 84 mit dem
Mikromanipulator verbunden wurde. Der Perfusionsarm selbst wurde ebenfalls mit M3x6,
DIN 84 an der Halterung montiert, in die hierfiir zwei M3-Gewinde geschnitten wurden. In
der Spitze des Arms wurde eine Halterung (Material: AIMg3, Stirke 3 mm, Abb. 2.11D oben
Mitte) mit zwei M3x8, DIN 963 und selbst produzierten Muttern mit M3-Gewinde (Material:
AlMg3, Stirke 3 mm, Abb. 2.11D rechts) befestigt. In die Spitze der Halterung wurden zwei
M6-Gewinde geschnitten, in die die Adapter (Material: Edelstahl, Werkstatt Botanisches
Institut, Abb. 2.11E) geschraubt wurden. Die Adapter wurden auf der Drehbank so geformt,
dass mit ihnen auf der einen Seite die Silikonschlduche, auf der anderen Seite die
Infusionskaniilen (Dispomed Witt) fest verbunden werden konnten. Weiterhin besitzen die
Adapter ein M6-Gewinde zur Verschraubung in der Perfusionshalterung sowie ein Kopfstiick
zur Verwendung eines 6mm-Schraubenschliissels. Die Infusionskaniilen wurden am vorderen
Ende gekappt, so dass eine glatte Spitze entstand. AuBBerdem wurden die Infusionskaniilen so
zusammengebogen, dass sie in Kontakt miteinander standen, was einerseits eine einfachere
Einfilhrung in die Halbkammern ermdglichte, andererseits die Erdung vereinfachte, da

hierdurch lediglich eine Kaniile mit einem Erdungskabel verlotet werden musste.

2.1.10.10 Halterung Lichtwellenleiter und Halterung Headstage
Der Lichtwellenleiter wurde iiber einen Reiter 50 X 95, Breite 50 mm (Abb. 2.9D rechts,
schwarz eloxiert, ohne Bohrbild, LINOS) am horizontalen Trigerelement befestigt. Hierzu

wurde ein M6-Gewinde in den Reiter geschnitten. Uber ein Innengewinde des
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Spannbiigelsatzes S-40 wurde eine kurze Strebe (Abb. 2.12E unten rechts, Quadratprofil
S-40) mit einer M6-Gewindestange (Abb. 2.12E unten rechts, Alu Meier) an den Reiter
montiert. Die Strebe wurde mit einer Kopfplatte (Abb. 2.12E oben links, Material: AIMg3,
Stirke 4 mm, Alu Meier) abgeschlossen, die liber eine M6-Mutter, DIN 934 fixiert wurde.
Die Halterungsstange des Lichtleiters (Abb. 2.13B, © 12 mm, Edelstahl, Werkstatt
Botanisches Institut) wurde iiber eine Klemmvorrichtung (Abb. 2.12A, Alu-Stangenmaterial
40x50 mm, Alu Meier) an der Strebe befestigt. Dabei diente die benédtigte M6x30-Schraube
(DIN 912) sowohl zum Festklemmen der Halterungsstange, als auch zur Fixierung der
Klemmvorrichtung (iiber Nutenstein F) an der Strebe. In die Spitze der Halterungsstange

wurde ein M4-Gewinde geschnitten, mit dem der Halterungsadapter (Abb. 2.12C, Material:
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[ [l | 1 . . o
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Abbildung 2.12: Konstruktionszeichnungen Headstagehalterung und Lichtwellenleiterhalterung, Teil 1.
Erlauterungen siehe Kap. 2.1.10.10.
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AlMg3, Stirke 3 mm, Alu Meier) an der Stange befestigt werden konnte (mit M4x8, DIN 84).
In den Lichtwellenleitertrager (Abb. 2.12B, Alu-Stangenmaterial 40x50 mm, Alu Meier), mit
dem letztlich der Kopf des Lichtwellenleiters fixiert wurde, wurden drei M4-Gewinde
geschnitten. Zum Schutz des Lichtwellenleiters wurde dessen Kopf in eine Aufsteckhiilse
(Abb. 2.13C, Material: Kunststoff (POM), Werkstatt Botanisches Institut) geschoben. Uber
zwei M4x8, DIN 84 wurde der Triger mit dem Adapter verbunden, iiber eine weitere M4x8-
Schraube (dhnlich DIN 84, Material: Kunststoff, Werkstatt Botanisches Institut) wurde der
Lichtwellenleiter samt Aufsteckhiilse fixiert. Die Headstage (CV-5-1GU, Axon Industries,
Union City, USA) wurde iiber einen Reiter 50 X 95, Breite 80 mm (LINOS) am linken
Messtischtriger befestigt. In eine Strebe (Abb. 2.12E unten links, Quadratprofil S-40) wurden
zwel Innengewinde des Spannbiigelsatzes S-40 eingeschraubt und mit M6x20, DIN 912 an
den Reiter montiert. Als oberer Abschluss der Strebe wurde eine Kopfplatte (Abb. 2.12E oben
links, Material: AlMg3, Stirke M6x20, DIN 7991
Halterungsstange der Headstage (Abb. 2.13A links, @ 13 mm, Material: Edelstahl, Werkstatt

4 mm) mit aufgesetzt. Die
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Abbildung 2.13: Konstruktionszeichnungen Headstagehalterung und Lichtwellenleiterhalterung, Teil 2.
Erlduterungen siehe Kap. 2.1.10.10.
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Botanisches Institut) wurde iiber eine Klemmvorrichtung (Abb. 2.12D, Alu-Stangenmaterial
40x50 mm, Alu Meier) an der Strebe befestigt. Dabei diente die benotigte M6x30-Schraube
(DIN 912) sowohl zum Festklemmen der Halterungsstange, als auch zur Fixierung der
Klemmvorrichtung an der Strebe (iiber Nutenstein F). In die Spitze der Halterungsstange
wurde ein M8-Gewinde geschnitten, mit dem die mitgelieferte Plexiglashalterung der
Headstage (Abb. 2.13A rechts, Axon Industries), in die ein M8-Aullengewinde geschnitten
worden war, in die Halterungsstange geschraubt und mit einer M8-Mutter (DIN 934) fixiert

werden konnte.

2.1.10.11 Headstage (CV-5-1GU)

Um Spannungsspitzen beim Einschalten des Geneclamp 500B-Verstidrkers (Axon Industries)
bzw. beim Perfundieren der Halbkammern zu vermeiden, wurde die Headstage mit einem
Unterbrechungsschalter (Kippschalter, Conrad Electronic GmbH, Hirschau) ausgeriistet.
Hierzu wurde die Kammer gedffnet und der Schalter in die Leitung zwischen Messelektrode
und Verstédrker eingebaut (Abb. 2.14C). Um den Kippschalter in die Headstage integrieren zu
konnen, wurden an der Frontseite (Abb.2.14A) und in die Deckenplatte (Abb. 2.14B)

A) Frontansicht Headstage B) Deckenplatte Headstage
0
1 | O
} 9.75 }25} 21.75 } I
} 34 J‘ ‘\ ’ }5‘5 ‘\ 45.25 I
~ 4 } 55 I
D) Kippschalter- E) Halterung
halterung Erdungselektrode
Materiilz AlMg3 glté‘l't?(rie-lli Edelstahl
I ; ::] arke: 1 mm
%M3 Gewinde
<= T
C) Einbau und Verdrah- 5 25 W . .
tung des Kippschalters \‘ i fms ELIE GW
in der Headstage = ¥ | " |

Abbildung 2.14: Konstruktionszeichnungen zum Einbau des Kippschalters in die Headstage und zur
Halterung der Erdungselektrode. Erlauterungen siehe Kap. 2.1.10.11.
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Abbildung 2.15: Konstruktionszeichnungen der Messkammer. Erlduterungen siehe Kap. 2.1.10.12.
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Offnungen gebohrt. Zudem wurde eine Halterung fiir den Kippschalter hergestellt
(Abb. 2.14D), mit der der Schalter in der Headstage fixiert werden konnte. Hierzu wurden
M3-Gewinde in die Stirnseiten geschnitten. Der Kippschalter wurde iiber das hintere Gewinde
mit M3x6, DIN 84 fixiert, die Halterung wurde an der Headstage iiber das vordere Gewinde
mit M3x6, DIN 84 befestigt (Abb. 2.14C). Als Referenzelektrode zur Headstage wurde eine
geerdete Elektrode verwendet, die in die cis-Halbkammer ragt (siche Abb. 3.1B). Hierzu
wurde eine Halterung aus Edelstahl hergestellt (Abb. 2.14E). Diese wurde in der Mitte der
Lingsseite um 90° gebogen und mit M3x12, DIN 84, M3-Mutter, DIN 934 und einer
Unterlegscheibe durch die bestehende Offnung in der Acrylbodenplatte an der Headstage
fixiert. Fiir die Referenzelektrode wurde ein Bananenstecker (Conrad Electronic GmbH)
verwendet. Die passende Buchse (Conrad Electronic GmbH) wurde in die Halterung
eingebaut. An die Buchse wurden Erdungskabel zur Erdungsbuchse der Headstage (iiber den

mitgelieferten Erdungsstecker) sowie zum Erdungsblock (siehe Kap. 2.1.10.13) gelétet.

2.1.10.12 Messkammer

Die Messkammer wurde von der Feinmechanik-Werkstatt der Universitit Osnabriick
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Abbildung 2.16: Konstruktionszeichnungen des Fixierschraubers und des Erdungsadapters. Erlduterungen
siehe Kap. 2.1.10.12 und 2.1.10.13.

30



2. Material und Methoden

hergestellt und besteht aus zwei Teflonhalbkammern (Abb. 2.15A, cis und trans), die in ein
Metallgehduse (Abb. 2.15B Mitte und unten) eingebaut und mit einer Mutter (Abb. 2.15B
oben) fixiert wurden. Die Fixierung wurde mit einem mitgelieferten Schraubwerkzeug
(Abb. 2.16A) durchgefiihrt. Zur optischen Kontrolle wurden die Halbkammern mit
Glasscheiben (Abb. 2.15C) ausgestattet, die jeweils liber einen Teflonring (Abb. 2.15D) und
Parafilm (Pechiney Plastic Packaging, Menasha, USA) mit den Halbkammern verbunden
wurden (siehe Kap. 2.2.3.4). Abb. 3.1B zeigt eine komplett montierte Messkammer.

2.1.10.13 Erdungsblock und Erdung

Der Erdungsblock (Conrad Electronic) wurde mit M4x8, DIN 84 an einen Reiter 50 X 95,
Breite 50 mm (Abb. 2.9D links, schwarz eloxiert, ohne Bohrbild, LINOS) montiert, in den
M4-Gewinde geschnitten worden waren, und am linken Messtischtriger befestigt.
Erdungskabel wurden von folgenden Bauteilen zum Erdungsblock gelegt: Perfusion
(Injektionsnadeln), Headstage (Erdungselektrode), Kéfiggeriist, Magnetrithrerabschirmung,
Messkammertisch und GeneClamp 500B-Verstéarker. Hierfiir wurden Erdungskabel (Farbcode
griin/gelb, Werkstatt Botanisches Institut) verwendet, die {iiber Stiftkabelschuhe und
Isoliertiillen (beides Conrad Electronic) mit dem Erdungsblock verbunden wurden. Die
Abschirmung des Magnetriihrerkabels wurde iiber einen Ringkabelschuh und M3x6, DIN 84
am Messkammertisch befestigt (Abb. 2.7 ,,Linke Seite*). Zur Erdung des Kéfiggeriists wurde
ein Erdungsadapter (Abb. 2.16B, Alu-Stangenmaterial 40x50 mm, Alu Meier) hergestellt, der
mit dem Gertist iiber einen Nutenstein F verbunden wurde. Das Erdungskabel wurde iiber
einen Ringkabelschuh mit M3x6, DIN 84 am Erdungsblock fixiert. Zur Erdung des
GeneClamp 500B-Verstiarkers wurde ein Bananenstecker (Werkstatt Botanisches Institut)

verwendet.

2.1.10.14 Werkzeug

Zur Durchfiihrung von Reparaturen wurden folgende Werkzeuge beschafft (jeweils Hoffmann
GmbH):

2 Einmaulschliissel DIN 894 6 mm

2 Einmaulschliissel DIN 894 10 mm

1 Sechskant-Winkelschraubendreher DIN 911 1,5 mm

1 Sechskant-Winkelschraubendrehersatz DIN 911 (Inhalt mm: 22,53 4 5 6)

1 Sechskant-Kugelkopfschraubendreher 4 mm

1 Schraubendreher-Sortiment (Inhalt Schlitz: 1 2 3 4, Kreuzschlitz (Phillips): 1 2)
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1 Flachrundzange 160 mm
Zudem wurde eine Lotstation MS 250 S (Conrad Electronic) zur Herstellung der Elektroden
beschaftt.

2.1.10.15 Geriteeinstellungen

Die Einstellungen an der Frontseite des GeneClamp 500B wurden wiahrend der Messungen
wie folgt gewéhlt:

MODE: SETUP

DC METERS: oben: V3, mV; unten: 13, nA

SCALED OUTPUT: I3, FREQ.: 2k, Gain x1, V/nA.

Vor Beginn der Messungen wurde ein Nullabgleich der Messelektroden vorgenommen.
Hierfir wurde bei symmetrischen Elektrolytkonzentrationen in der Messkammer und
eingeschalteter Headstage auf der Frontseite des GeneClamp 500B im Bereich
-,ELECTRODE #3 (PATCH)“ die Taste ,,ZERO I3“ gedriickt. Bei funktionierenden
Messelektroden lief nun innerhalb von etwa 10 s die Stromstirke-Anzeige im Bereich

,DC METERS* vom negativen zum positiven Extremmesswert (-10,22 bis 10,24 nA).

2.1.10.16 Softwareeinstellungen

Vor Beginn der Versuche musste der AD/DA-Wandler Digidata 1322A zunédchst im
Programm Clampex (Axon Industries) detektiert und kalibriert werden (iiber den Meniipunkt
<Configure> <Digitizer>).

Im Meniipunkt <Configure> <Lab Bench> wurden die folgenden Einstellungen gewéhlt:
Reiter “Input Signals* Digitizer Channels: Analog IN #0; Signals: IN 0

IN 0 Scaling: Signal units: pA; Scale factor: 0,001 V/pA; Offset: 0

IN 0 Software RC Filter: Lowpass 20 kHz

Reiter ,,Output Signals” Digitizer Channels: Analog OUT #0; Signals: Cmd 0 Analog OUT
#1; Signals: Cmd 1

Cmd 0: Signal units: mV; Scale factor: 20 mV/V; Holding level: 0 mV

Set digital OUT bit high during acquisition: \ Digital Bit: 4

Cmd 1: Signal units: mV; Scale factor: 10 mV/V; Holding level: 0 mV

Set digital OUT bit high during acquisition: Y Digital Bit: 4

32



2. Material und Methoden

2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 DNA-Konzentrationsbestimmung
Die DNA-Konzentrationsbestimmung erfolgte mit dem Bio-Photometer (Eppendorf AG,
Hamburg) bei 260 nm. Eine optische Dichte von 1 entspricht dabei einer Konzentration von

50 pg/ml doppelstrangiger DNA [68].

2.2.1.2 Herstellung chemisch kompetenter Zellen

100 ml 2YT-Medium wurden mit E. coli (Stamm DH5a bzw. BL21) beimpft und bei 37 °C
und 220 rpm bis zu einer ODgpo=0,4 - 0,6 inkubiert [68]. Die Kultur wurde auf Eis
abgekiihlt, die Zellen pelletiert (5000 x g, 10 min, 4 °C), in 50 ml eiskaltem 0,1 M CacCl,
resuspendiert und anschlieBend fiir 30 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation
wurden die Zellen in 5ml 0,1 M CaCl, inkl. 10 % (v/v) Glycerin resuspendiert. Aliquots
(200 pl) wurden in N jiq. schockgefroren und bis zur Benutzung bei -80 °C gelagert.

2.2.1.3 Hitzeschocktransformation

Zu 200 pl chemisch kompetenten Zellen wurden ca. 100 ng Plasmid-DNA zugegeben und die
Suspension 30 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgte der Hitzeschock (90 s, 42 °C).
Nach kurzer Abkiithlung auf Eis wurde 1ml 2YT-Medium zugegeben und der
Transformationsansatz zur Expression der Antibiotikaresistenz 1 h bei 37 °C inkubiert. Vom
Ansatz wurden 200 pl auf 2YT-Festmedium+Ampicillin ausplattiert und iiber Nacht bei
37 °C inkubiert.

2.2.1.4 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien (Mini-Prep)

4 ml Flissigkultur wurden mit Einzelkolonien von E. coli angeimpft und iiber Nacht bei
37 °C und 220 rpm inkubiert. 1,5 - 3 ml dieser Kultur wurden pelletiert (18000 x g, 1 min)
und in 300 pl Puffer P1 (50 mM Tris/HCI pH 8,0; 10 mM EDTA; 0,1 mg/ml RNase; 4 °C)
resuspendiert. 300 pl Lysispuffer P2 (0,2 M NaOH; 1 % (w/v) SDS; RT) wurden zugegeben
und vorsichtig gemischt. 300 pl Puffer P3 (3 M K-Acetat; mit Eisessig auf pH 5,5 eingestellt;
4 °C) wurden zugegeben, vorsichtig gemischt und 10 min auf Eis inkubiert. Der Ansatz wurde

zentrifugiert (15500 x g, 10 min, 4 °C), und der Uberstand in ein ReaktionsgefdB, in das

33



2. Material und Methoden

600 pul Isopropanol vorgelegt worden waren, iiberfiihrt und sorgfiltig gemischt. Die DNA
wurde pelletiert (15500 x g, 30 min, 4 °C), der Uberstand verworfen und das Pellet mit 500 pl
70 % (v/v) Ethanol gewaschen und erneut pelletiert (15500 x g, 10 min, 4 °C). Der Uberstand
wurde entfernt und das Pellet getrocknet. Die Plasmid-DNA wurde anschlieBend in 30 pl

ddH,0 aufgenommen.

2.2.2 Biochemische Methoden

2.2.2.1 Uberexpression rekombinanter Proteine

Die Uberexpression von Proteinen wurde im Expressionsstamm E. coli BL21 (DE3)
durchgefiihrt. Nach der Transformation der Zellen (siehe 2.2.1.3) wurden zunédchst
Vorkulturen (40 ml, 2YT+Amp.) durch Uberimpfen von Einzelkolonien angelegt und iiber
Nacht bei 37 °C und 220 rpm inkubiert. Die Vorkulturen wurden dann in die Hauptkulturen
(500 ml, 2YT+Amp.) iiberimpft und diese im Schiittler inkubiert (220 rpm, 37 °C). Nach
Anwachsen der Kulturen auf eine ODgyp=0,6-0,8 wurde die Expression der
plasmidkodierten rekombinanten Proteine durch Zugabe von 1 mM IPTG induziert und die
Kulturen fiir 3 h bzw. iiber Nacht inkubiert (220 rpm, 37 °C). Die Zellen wurden durch
Zentrifugation (5000 x g, 10 min, 4 °C) geerntet, in N, jiq. schockgefroren und bei -20 °C
gelagert.

2.2.2.2 Aufreinigung von Hexahistidin-Fusionsproteinen iiber Ni-NTA

Proteine mit einem Hise-Tag wurden mittels Affinitdtschromatographie iiber Ni-NTA-
Agarose aufgereinigt. Dafiir wurde das Bakterienpellet aus Kap. 2.2.2.1 aufgetaut und auf Eis
in 100 ml Resuspensionspuffer (100 mM Tris/HCl, pH 8,0, 200 mM NaCl; 10 mM
B-Mercaptoethanol) resuspendiert. Die Zellen wurden in der French Press (1200 psi)
aufgeschlossen. Anschlieend wurde zweimal 30 s sonifiziert (50 % Intensitit, 50 % Zyklus)
und die festen Bestandteile durch Zentrifugation (25000 x g, 30 min, 4 °C) pelletiert. Das
Pellet wurde in 40 ml Aufschlusspuffer (8 M Harnstoff; 150 mM NaCl; 50 mM NaP;, pH 7,0)
{iber Nacht bei RT im Uberkopfschiittler geldst und inkubiert, um das iiberexprimierte, in
Inclusion Bodies vorliegende Protein zu denaturieren und in Losung zu bringen. Die
unloslichen Bestandteile wurden durch Zentrifugation (25000 x g, 30 min, 4 °C) sedimentiert.
Um das Protein an Ni-NTA zu binden, wurde der Uberstand auf eine Siule gegeben, die mit
500 pl Ni-NTA-Agarose befiillt war. Die Sédule war zuvor durch Zugabe von 10 ml

Aufschlusspuffer dquilibriert worden. Das Sdulenmaterial wurde in zwei Waschschritten mit
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je 20 ml Waschpuffer 1 (8 M Harnstoff; 150 mM NaCl; 50 mM NaP;, pH 7,0; 0,2 % (v/v)
Triton X-100) und Waschpuffer 2 (8 M Harnstoff; 1 M NaCl; 50 mM NaP;, pH 7,0; 15 mM
Imidazol) von unspezifisch gebundenen Proteinen gereinigt. AnschlieBend wurde das
gebundene Protein mit 3 ml Elutionspuffer (8 M Harnstoff; 150 mM NaCl; 50 mM NaP;,
pH 7,0; 500 mM Imidazol; Puffervolumen: 3 x 1 ml) von der Ni-NTA-Saule eluiert. Die
Eluatfraktionen wurden bei -20 °C gelagert.

2.2.2.3 Protein-Konzentrationsbestimmung

Protein-Konzentrationsbestimmungen wurden nach Bradford [69] durchgefiihrt. Verwendet
wurde hierfiir das Bio-Rad Protein Assay Kit (Bio-Rad Laboratories, Miinchen), die
Absorption wurde bei 595 nm bestimmt. Eine Eichgerade wurde mit Rinderserumalbumin

(BSA) als Standardprotein erstellt.

2.2.2.4 SDS-PAGE
Die elektrophoretische Auftrennung von denaturierten Proteinen in Abhéngigkeit ihrer
relativen Molekiilmasse wurde nach Laemmli [70], die Anfirbung mit Coomassie nach

Sambrook et al. [68] durchgefiihrt.

2.2.2.5 Western-Blot
Der Transfer von gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteinen auf Nitrocellulose-Membranen
wurde nach Towbin et al. [71] im Semi-Dry-Verfahren durchgefiihrt, die Immundekoration

erfolgte nach Sambrook et al. [68] mit den angegebenen Antikdrpern.

2.2.2.6 Rekonstitution von Kanalproteinen in Proteoliposomen

Nach der Affinitdtschromatographie iiber Ni-NTA-Material lagen die rekombinant
iiberexprimierten Kanalproteine denaturiert in 8 M Harnstoff vor. Diese wurden mithilfe des
Detergens Mega-9 (80 mM) solubilisiert. Die Mega-9-Konzentration ergibt sich aus dem
dreifachen Wert der kritischen Mizellarkonzentration (CMCyegao= 19 -25). Das Lipid
(L-a-Phosphatidylcholin, Typ IV-S) wurde in 80 mM Mega-9; 10 mM MOPS/Tris, pH 7,0
geldst. Das Verhiltnis von Lipid- zu Proteinkonzentration wurde auf ca. 20:1 eingestellt, um
die Anzahl der rekonstituierten Kanéle pro Liposom zu minimieren. Beide Losungen wurden
vereinigt und auf dem Whirlmix gut durchmischt. Die Probe wurde mindestens 10 min bei RT
inkubiert, um die Inkorporierung der Proteine in die Mischmizellen zu ermdéglichen, danach in

einen Dialyseschlauch (Ausschlussgroe: 3500 Da, Carl Roth GmbH, Karlsruhe) iiberfiihrt
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und gegen 2 1 Dialysepuffer (10 mM KCIl; 10 mM MOPS/Tris, pH 7,0) dialysiert. Zunéchst
wurde 2 h bei RT dialysiert, da bei einer sofortigen Dialyse bei 4 °C die Gefahr besteht, dass
Mega-9 im Dialyseschlauch prézipitiert. Danach wurde die Dialyse iiber Nacht bei 4 °C
fortgesetzt. Die Proteoliposomen wurden in Aliquots von ca. 50 pl abgefiillt, in Ny
schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Vor der Verwendung wurden die Proteoliposomen
aufgetaut und ca. 10 s im Ultraschallbad sonifiziert, um kleinere Vesikel zu erhalten.

Wihrend der Messungen wurden die Proben auf Eis gelagert.

2.2.3 Elektrophysiologische Methoden

2.2.3.1 Herstellung und Chlorierung der Messelektroden
Zur Herstellung der Messelektroden wurde Silberdraht (@ 0,25 mm, Chempur, Karlsruhe) an
den Stecker der Headstage bzw. den Erdungsstecker gelotet, an den Plus-Pol einer

Spannungsquelle angeschlossen und etwa 10 min in 2 M KCI-Losung chloriert.

2.2.3.2 Herstellung der Salzbriicke

Die Elektroden wurden in eine Glaskapillare (Innendurchmesser: ca. 1,2 mm) eingefiihrt,
deren unteres Ende moglichst glatt sein sollte. Die Kapillare stand ca. 10 mm iiber das Ende
der Messelektrode iiber. Sie wurde in erwdrmten Salzbriickenpuffer (2M KCI; 10 mM
MOPS/Tris, pH 7,0 inkl. 2 % (w/v) Agarose) getaucht, bis sich der Puffer ca. 2/3 in die
Kapillare hochgezogen hatte. Nachdem sich die Salzbriicke verfestigt hatte, konnte die

FElektrode verwendet werden.

2.2.3.3 Herstellung der Lipidlosung

Als Stammlosung wurde eine 100 mM Lipidlosung verwendet. Hierzu wurde das Lipid
(L-a—Phosphatidylcholin, Typ IV-S) in MeOH/Chloroform (1:1) gelost.

130 pl Lipidstammlosung wurde in ein entfettetes Reagenzglas iiberfiihrt und zunichst
ca. I0 min im Stickstoffstrom getrocknet. Letzte Losungsmittelreste wurden 30 min im
Vakuum evaporiert. Danach wurde das Lipid in 100 pl n-Dekan geldst (Endkonzentration:

ca. 130 mg/ml).

2.2.3.4 Zusammenbau der Messkammer
Die Teflonteile der Messkammer wurden 10 min im Ultraschallbad in Aceton gewaschen. Die

Glasscheiben wurden im Ultraschallbad mit 70 % (v/v) EtOH 10 min gereinigt. Die
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Einzelteile wurden daraufhin mit fusselfreiem Papier getrocknet. Die Glasscheiben wurden in
die Kammern eingelegt, danach Parafilm aufgelegt und mit dem Teflonring fixiert. Der
tiberstehende Parafilm an der Scheibe und am Rand wurde mit einem Skalpell entfernt. Die
Innenseiten der Halbkammern wurden bis ca. 5mm vor der zentralen Offnung mit
Vakuumfett (Wacker Chemie GmbH, Miinchen) eingefettet. Um die Teflonkammern in den
Metallrahmen einfithren zu koénnen, wurden sie fir 5 min bei -20 °C abgekiihlt. Zur
Herstellung des Teflonseptums wurde mit einer Nadel ein Loch in die Teflonfolie gestochen
und dieses anschlieBend in einer Funkenstrecke (Elektronikwerkstatt der Universitét
Osnabriick) ca. 20-mal beschossen. Mit dem Binokular des Messstandes wurde das Loch auf
seine Grofle (@ 100-300 um) und Rundung kontrolliert. Das Teflonseptum wurde so auf eine
Halbkammer aufgelegt, dass das Loch moglichst mittig platziert war. Danach wurde die
Messkammer komplett zusammengebaut. Falls die Messkammer nicht sofort verwendet
wurde, wurde sie in Parafilm eingewickelt, um Verunreinigungen zu vermeiden. Eine

zusammengebaute Messkammer ist in Abb. 3.1B gezeigt.

2.2.3.5 Versuchsvorbereitung

Die Messkammer wurde mit Elektrolytpuffer (250 mM KCI; 10 mM MOPS/Tris, pH 7,0;
cis/trans, Bezeichnung der Halbkammern vom Experimentator aus gesehen) befiillt. Planare
Lipidbilayer wurden mit der sogenannten Paintingtechnik hergestellt [72]. Dazu wurde ein
Tropfen der Lipidlosung mit einer 50 pl-Hamiltonspritze, deren Spitze zur besseren
Handhabung im Winkel von ca. 45° abgeknickt worden war, auf das Loch im Teflonseptum
der Messkammer platziert. Nach einer Inkubationszeit von 60 min (die sowohl zur
Verringerung der Dekankonzentration im Lipidtropfen, als auch zur Adaptation an das Teflon
dient) wurde die Lipidschicht durch wiederholtes Absenken und Anheben des
Fliissigkeitsniveaus in der trans-Halbkammer zu einem Bilayer ausgediinnt.

Nach Ausbildung eines stabilen Bilayers wurde die Losung in der trans-Halbkammer gegen
20 mM KCI; 10 mM MOPS/Tris, pH 7,0 ausgetauscht. Hierdurch wurde ein
Konzentrationsgradient zwischen den Halbkammern aufgebaut, der die Fusion der
Proteoliposomen mit dem Lipidbilayer ermdglichte. Zudem wurde in die cis-Halbkammer
CaCl, zugegeben (Endkonzentration: 10 mM), um die Fusion der Proteoliposomen mit dem
Bilayer zu erleichtern (sieche Kap. 1.4 und Abb. 1.2). Die Proteoliposomen wurden mit einer
10 pl-Hamiltonspritze (ebenfalls mit abgeknickter Spitze) in die cis-Halbkammer direkt
unterhalb des Bilayers zugegeben, um die Liposomen in engen Kontakt mit dem Bilayer zu

bringen. AuBlerdem wurde die cis-Kammer iiber einen Magnetrithrer durchmischt, um die
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Liposomenfusion mit dem Bilayer weiter zu fordern. Nach erfolgter Fusion wurden die
Salzlésungen in den Halbkammern sofort durch Perfusion gegen frische Salzlosungen

ausgetauscht, um die Fusion weiterer Proteoliposomen zu verhindern.

2.2.3.6 Leitwertmessungen

Der Leitwert g des Kanalproteins kann durch Messungen unter symmetrischen Bedingungen
(cis/trans = 250 mM/250 mM KCl) bestimmt werden (Protokoll: siehe 2.2.3.6.1). Die
Stromstéirkendifferenz Al bei Schaltereignissen wird dabei in Abhdngigkeit zum angelegten
Kommandopotential Ugm bestimmt und in einem Strom-Spannungs-Diagramm
(U-I-Diagramm) aufgetragen. Nach dem Ohm’schen Gesetz kann aus der Steigung der

linearen Regression der Messpunkte der Leitwert des Kanalproteins aus der Gleichung

1 Al
R T Uom @

bestimmt werden.

2.2.3.6.1 Protokoll zur Bestimmung des Leitwerts und des Schaltverhaltens

Hierzu wurde das Protokoll “leitwert.pro” im Meniipunkt <Acquire> <New Protocol> erstellt:
Reiter “Mode/Rate”: Acquisition Mode: Gap-free

Trial Length: Use available disk space

Sampling interval per signal [us] 20 (= 50 kHz)

Allow automatic analysis in other programs: V

Reiter “Inputs”: Analog IN Channels: Channel #0: IN 0

Reiter “Outputs”: Analog OUT Channels: Channel #0: Cmd 0, Channel #1: Cmd 1

Reiter “Trigger”: Start trial with: Immediate

2.2.3.7 Spannungsrampen

Zur Bestimmung des Umkehrpotentials Uy, eines Kanalproteins wurden Spannungsrampen
programmiert. Hiermit ist eine lineare Verdnderung des Kommandopotentials Ugm gemeint,
bei der der resultierende Stromfluss gemessen wird. Dazu wurde mit der Software Clampex
9.2 (Axon Industries) ein Steuerprotokoll geschrieben, mit dem das Kommandopotential,
ausgehend vom Startpotential Ugom = -50 mV, mit einer Rate von 10 mV/s bis auf ein
Endpotential Ugom = +100 mV angehoben wurde (Protokoll: siehe 2.2.3.7.1).

Fiir die Bestimmung des Umkehrpotentials Uy, wurden die Halbkammern mit unterschiedlich
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konzentrierten Elektrolytlosungen befiillt (cis/trans = 250 mM/20 mM KCI). Danach wurden
die oben beschriebenen Spannungsrampen angelegt. Die gemessene Stromstdrke wurde
aufgezeichnet und der Schnittpunkt der linearen Regression der Messwerte mit der Abszisse,

d.h. der Punkt, an dem kein Nettostrom flief3t, bestimmt.

2.2.3.7.1 Protokoll zur Bestimmung des Umkehrpotentials

Hierfiir wurde das Protkoll “ramp 150mV 15 s.pro“ im Meniipunkt <Acquire> <New
Protocol> erstellt:

Reiter ,,Mode/Rate*: Acquisition mode: Episodic stimulation

Trial Hierarchy: Runs/trial 1, Sweeps/run 1, Samples/Sweep/signal 800000

Sampling Interval per Signal: Interval [pus]: 20 (= 50 kHz)

Allow automatic analysis in other programs: \

Reiter “Inputs”: Analog IN Channels: Channel #0: IN 0

Reiter “Outputs”: Analog OUT Channels: Channel #0: Cmd 0, Channel #1: Cmd 1

Reiter “Trigger”: Start trial with: Immediate

Trigger source: Internal Timer

Reiter “Wave 0”: Analog Waveform: V, Epochs

Intersweep Holding level: Use Holding

Epoch description:

A: Type: Step; First Level: -50 mV; Delta Level: 0 mV; First Duration 20000 samples; Delta
duration: 0 samples.

B: Type: Ramp; First Level: 100 mV; Delta Level: 0 mV; First Duration: 750000 samples;
Delta duration: 0 samples

C: Type: Step; First Level: 100 mV; Delta Level: 0 mV; First duration: 5000 samples; Delta

duration: 0 samples

2.2.3.8 Datenanalyse

Die Messdaten wurden mithilfe des Softwarepakets pCLAMP9.2 (Axon Industries)
ausgewertet. Das Programm Clampex 9.2 wurde hierbei zur Aufnahme und Steuerung der
Messungen eingesetzt, mit Clampfit 9.2 wurden die aufgenommenen Daten analysiert. Die
Leitwertbestimmung wurde mit den Programmen AxoScope 9.2, Ephys5 (AG Biophysik der
Universitdt Osnabriick) sowie Excel 2000 (Microsoft Corporation, Redmont, USA)
durchgefiihrt. Umkehrpotentiale und Unterleitwerte wurden durch Datenaufbereitung mit
SigmaPlot 2001 (SPSS Inc., Chicago, USA) bestimmt.
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2.2.3.8.1 Berechnung des Kanaldurchmessers
Aus den gemessenen Kanalleitwerten konnte die Porengréfe nach folgender Formel

abgeschitzt werden [73, 74]:

pgf ™ 4ml’
. (2+¢(2)jL pg 2),

mit d = Porendurchmesser, p = spezifischer elektrischer Widerstand des Elektrolyts,

g = Kanalleitwert und 1 = Lange der Konstriktionszone des Kanals. Fiir 1 wird ein Wert von
5 A angenommen, der elektrische spezifische Widerstand der eingesetzten 250 mM KClI-
Losung betragt 49,5 Qcm, unter Beriicksichtigung des Korrekturfaktors von Smart et al. [75]
ergibt sich fiir die KCI-Losung p = 247,5 Qcm.

2.2.3.8.2 Berechnung der lonenselektivitdiit
Aus dem Umkehrpotential U, konnte die Ionenselektivitit eines Kanalproteins (hier: bei
Verwendung von KCI als Elektrolyt) mithilfe der Goldman-Hodgkin-Katz-

Spannungsgleichung bestimmt werden [76]:

U — R T ln PK[K]cis +B31[C1]trans
. F PK[K]trans + PCI[Cl]CiS (3)’

mit U, = Umkehrpotential des Kanalproteins, R = universelle Gaskonstante, T = absolute
Temperatur, F = Faraday-Konstante, Py = Permeabilitit des Ions x und [X]cisrans = Kon-
zentration des lons x in der cis- bzw. trans-Messhalbkammer.

Durch Umformung dieses Terms erhilt man fiir die Selektivitét (das Permeabilitétsverhéltnis)

eines Kanalproteins:

U..F
[Cl]trans - [Cl]cise R’

- U, F ).
[I<]transe R [K]cis

a9~

2.2.3.8.3 Ermittlung von Unterleitwerten
Zur Ermittlung von Unterleitwerten wurde die Verteilung der Stromstirkemessdaten eines
Kanalproteins (Messzeitraum: mindestens 2 s) bei einem definierten Kommandopotential
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Ucom analysiert. Die Daten wurden in ein Histogramm iibertragen und die Verteilung durch

least square fit zu einer, zwei, drei oder vier Gaul3-Funktionen nachvollzogen.

2.2.3.8.4 Ermittlung der Schaltfrequenz

Die Schaltfrequenz der Kanile wurde ermittelt wie in Chen et al. beschrieben [77].
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3. Ergebnisse

3.1 Montage des Elektrophysiologischen Messstandes

Da die gemessene Stromstirke lediglich in einer GroBenordnung von 107 bis 107 A liegt,
konnen elektromagnetische und mechanische Storungen das Messsignal stark beeinflussen.
Daher wurde das Messsystem in einen schwingungsgeddmpft konstruierten Faraday’schen
Kifig eingebaut. Zunichst wurden die Geriistkonstruktionen von Kifig (siehe Kap. 2.1.10.1,
Abb. 2.2) und Messtisch (Kap. 2.1.10.2, Abb. 2.3) fertig gestellt. Im zweiten Schritt wurden
die Schwingungsddmpfer (Abb. 2.6 rechts unten) am Messtischgeriist befestigt, danach die
Kiéfigtischplatte und die Messtischplatte montiert (Kap. 2.1.10.5, Abb. 2.6).

Messtisch und Kéfiggeriist wurden danach probeweise in ihrem spdteren Aufbau
zusammengebaut, um den korrekten Abstand der Abstandshalter zwischen Kéfiggeriist und
Messtisch (Kap. 2.1.10.1.2, Abb. 2.3) zu gewihrleisten und die Tischplatten durch
Hohenanpassung der verstellbaren Fiile auf eine gemeinsame Hohe einzustellen. Geriist und
Messtisch wurden danach wieder voneinander getrennt, um die Innenaufbauten leichter
montieren zu konnen. Zunidchst wurden an der Kaéfigtischplatte die Streben der
Stereomikroskophalterung mit der Armstiitze (Kap. 2.1.10.7, Abb. 2.9A) und die Perfusion
(samt Spritzenhalterungen, Kap. 2.1.10.9, Abb. 2.10) befestigt.

Die Montage der Messtischaufbauten begann zundchst mit der Befestigung der
Messtischtriger samt Deckplatte (Kap. 2.1.10.8, Abb. 2.9.B und C). Auf der Tischplatte des
Messkammertischs wurden die Fixierungsstifte der Messkammer eingesetzt und der
Messkammertisch wurde aus seinen Einzelteilen zusammengesetzt (Kap. 2.1.10.6, Abb. 2.7).
Die Magnetriihrerplatte samt Riithrer wurde im Inneren des Messkammertischs montiert, das
Magnetriihrerkabel wurde an der linken Tischseite aus dem Messkammertisch gefiihrt und die
Kabelabschirmung fiir die spdtere Erdung an den Messtisch geschraubt. Danach wurde der
Messkammertisch an der Hohenverstellung fixiert und diese mit der Kammertischhalterung
verbunden (Abb. 2.8 links). Uber einen Reiter wurde die Kammertischhalterung, an der auch
der Trichterhalter (Abb. 2.8 rechts) montiert worden war, an der horizontalen Tragerstrebe
befestigt. Der Glastrichter wurde in den Halter gesteckt und sein Auslass mit einem
Silikonschlauch verbunden. Rechts neben die Kammertischhalterung wurde die Halterung des
Lichtwellenleiters montiert (Kap. 2.1.10.10, Abb. 2.12A-C, 2.13B und C). Danach wurde der
Perfusionsarm komplett zusammengebaut, am Mikromanipulator montiert und mit einem
Reiter am linken Messtischtriger befestigt (Kap. 2.1.10.9, Abb. 2.11). Die

Perfusionsschlauche wurden an die Adaptoren gesteckt, durch den Perfusionsarm gefiihrt und
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Abbildung 3.1: Innenansicht des Messtandes. (A) Innenansicht, (B) Detailansicht der Messkammer.

mit den in den Spritzenadaptern befestigten 60 ml-Spritzen am Perfusionstriger des
Kaifiggeriists verbunden. Die Headstage wurde mit ihren Halterungsstangen verschraubt und
iiber die Headstagehalterung und einen Reiter ebenfalls am linken Messtischtrager unterhalb
der Perfusion angebracht (Kap. 2.1.10.10, Abb. 2.12D und E, 2.13A). Der Aufbau der
Messtischkomponenten ist in Abb. 3.1A dargestellt. Nun wurde der Messtisch in das
Kaifiggertist eingebaut und iiber die Abstandshalter fixiert. Das Stereomikroskop wurde tiber
die Trégerplatte (Abb. 2.9A Mitte) an den Halterungsstreben befestigt, auBerdem der
Erdungsadapter an der linken hinteren Gerliststrebe montiert (Kap. 2.1.10.13, Abb. 2.16B).
Danach wurden die Erdungskabel, ausgehend von den in Kap. 2.1.10.13 beschriebenen
Bauteilen, mit dem Erdungsblock verbunden, welcher iiber einen Reiter am linken
Messtischtriger befestigt wurde. SchlieBlich wurden die Kéfiggitter (Kap. 2.1.10.3, Abb. 2.4)
am Kéfiggeriist angebracht. Die Kéfigtiirholme (Kap. 2.1.10.4, Abb. 2.5) wurden zusammen
geschweillt, die Tiirgitter befestigt, und nach der Anbringung von Scharnieren, Tiirgriffen und
Magnetschlossern wurden die Tiiren mit dem Kéfiggeriist verbunden. In Abbildung 3.2 ist

eine Vorderansicht des fertig zusammengebauten Messstandes zu sehen.

3.1.1 Komponenten des Elektrophysiologischen Messtandes

Der Elektrophysiologische Messstand besteht aus zwei Hauptkomponenten, dem Messtisch
und dem Faraday’schen Kifig (Abb. 3.1 und 3.2). Zum schwingungsgedampft gelagerten
Messtisch gehoren die folgenden Baugruppen (Abb. 3.1A): der Messkammertisch mit
integriertem Magnetriihrer, die Messkammer (Abb. 3.1B) und die Headstage (CV-5-1GU,

Axon Industries) mitsamt der Messelektrode sowie der geerdeten Referenzelektrode.
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= IR

Abbildung 3.2: Vorderansicht des Messstandes.

AuBerdem ist hier der Lichtwellenleiter (Volpi, Schlieren, Schweiz) befestigt, mittels dessen
die Messkammer beleuchtet wird. Auf der Tischplatte des Faraday’schen Kéfigs ist das
Binokular montiert (Abb. 3.2), das der optischen Kontrolle der Messkammer (bei der
Auftragung des Lipids auf die Teflonmembran, der Injektion der Proteoliposomen und der
Perfusion) dient. Die Perfusion, mittels derer die Elektrolytldsungen in den Halbkammern der
Messkammer ausgetauscht werden, besteht aus zwei Baugruppen, die einerseits auf der
Kafigtischplatte (zwei 60 ml-Spritzen zur Aufnahme der Elektrolytlosungen), andererseits auf
der Messtischplatte (die Injektionskaniilen, die mithilfe eines Mikromanipulator-gesteuerten
Armes prézise in die Messkammer platziert werden konnen) montiert sind. Als Lichtquelle
zur Beleuchtung der Messkammer iiber den Lichtwellenleiter wird eine Kaltlichtquelle
Intralux 5000 (Volpi) verwendet.

Das Messsignal wird von der Headstage an einen Messverstirker (GeneClamp 500B, Axon

Industries) weitergeleitet. Das nunmehr verstarkte Messsignal wird von einem Signalwandler
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(AD/DA, Digidata 1322A, Axon Industries) digitalisiert und tiber einen Personal Computer
(Fujitsu Siemens Computers, Miinchen) mit dem Softwarepaket pCLAMP9.2 (Axon
Industries) visualisiert, gespeichert und ausgewertet. Mittels dieser Software konnen auch die
elektrophysiologischen Messungen iiber die in Kap. 2.2.3.6 und 2.2.3.7 beschriebenen
Protokolle gesteuert werden. Zur qualitativen Uberpriifung des digitalisierten Messsignals
wird ein Oszilloskop HM507 (HAMEG Instruments, Mainhausen) verwendet, das direkt mit

dem Messverstiarker verbunden ist.

3.1.2 Verbindungen der Messstandkomponenten

Das Datenkabel der Headstage CV-5-1GU wurde mit dem Anschluss ,,HEADSTAGE #3
(PATCH)“ an der Riickseite des Messverstirkers GeneClamp 500B verbunden. Der
GeneClamp 500B wurde iiber BNC-Kabel mit dem Oszilloskop HM507 (,,SCALED
OUTPUT* nach ,,INPUT CHI (X)*) und dem Signalwandler Digidata 1322A (,,SCALED
OUTPUT* nach ,,ANALOG IN 0 und "E #3 PATCH CLAMP COMMAND (20 mV/V)*
nach ,,ANALOG OUT 0%) verbunden, der Kippschalter ,,VOLTAGE CLAMP STEADY
STATE RESTORE®* wurde auf ,,OFF belassen. Der Signalwandler Digidata 1322A wurde

iiber ein SCSI-Kabel mit dem Personal Computer verbunden.

3.1.3 Inbetriebnahme des Elektrophysiologischen Messstandes

Nach der Montage der Einzelkomponenten wurden die pneumatischen Schwingungsddmpfer
des Messtisches laut Herstellerangaben aufgepumpt, der Messtisch mithilfe einer
Wasserwaage nivelliert und die Tischplatten auf gleiche Hohe eingestellt. Messkammertisch,
Beleuchtung, Headstage, Perfusion und Stereomikroskop samt Armstiitze wurden auf die
KorpergroBe des Experimentators eingestellt, was durch die sehr gute Erreichbarkeit und
leichte Verstellbarkeit der Komponenten schnell und problemlos moglich war. Der
Lichtwellenleiter wurde durch die ausgesparte Offnung in der Tischplatte gefiihrt und in
seiner Halterung befestigt. Um den direkten Kontakt mit der Messtischplatte zu verhindern,
wurde der Lichtwellenleiter mit einem Kabelbinder am Kaéfiggeriist fixiert. Die korrekte
Ausrichtung des Lichtwellenleiters zur optimalen Beleuchtung der Messkammer wurde durch
Justierung der Neigung des Triagerholms und Fixierung der Halterungsstange mit der
Klemmvorrichtung vorgenommen.

Durch die einfache Hohenjustierung des Messkammertischs sowie die schnelle und

unkomplizierte horizontale Justierung iiber die Reiterelemente war es problemlos moglich,
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Abbildung 3.3: Abschirmung des Lichtwellenleiters. Aufnahme des Messsignals bei U, =0 mV in 250 mM
KCl (cis/trans) (A) vor und (B) nach der Abschirmung des Lichtleiters mit Aluminiumfolie.

das Bilayerloch in der Teflonfolie im Stereomikroskop zu zentrieren und die optimale
Ausleuchtung der Messkammer zu gewahrleisten.

Die Headstage wurde durch Fixierung ihrer Halterungsstange mit der Klemmvorrichtung am
Trégerholm optimal zur Messkammer ausgerichtet.

Bei der Perfusion wurden Hohe und Abstand der Spritzenhalter auf leichte Handhabung sowie
die GroBe der verwendeten 60 ml-Spritzen eingestellt. Zwischen Spritze und Silikonschlauch
wurde ein Sterilfilter (Porendurchmesser: 0,45 um, Celluloseacetat, Whatman GmbH, Dassel)
gesetzt. Bei der Montage der Infusionskaniilen wurde darauf geachtet, dass zwischen beiden
mechanischer Kontakt besteht, um die korrekte Erdung der Perfusion zu gewéhrleisten.
Erdungskabel und Silikonschlauche wurden durch Kabelbinder am Perfusionsarm fixiert.
Erste Versuche lieferten ein Messsignal, das von einer 50 Hz-Oszillation iiberlagert wurde
(Abb. 3.3A). Dies riihrte vom inneren Aufbau des Glasfaserkabels des Lichtwellenleiters her,
das konstruktionsbedingt durch Metalldraht verstirkt war und daher vermutlich externe
elektromagnetische Storungen in den Faraday’schen Kifig weiterleitete. Durch die
Abschirmung des Glasfaserkabels mit Aluminiumfolie konnte diese Stérung deutlich

gedampft werden (Abb. 3.3B).

3.2 Uberexpression und Aufreinigung der verwendeten rekombinanten

Proteine

Grundlage fiir die Durchfiihrung elektrophysiologischer Messungen war die Uberexpression
der in dieser Arbeit verwendeten Proteine (sieche Tab. 1.1 und Kap. 2.2.2.1). Am Beispiel der

Uberexpression des Proteins Alr2269 ist deutlich die starke Induktion der Proteinexpression
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Abbildung 3.4: Uberexpression des Proteins Alr2269. Dargestellt ist die elektrophoretische Auftrennung der
Fraktionen der Alr2269-Uberexpression in einem 12,5 %-igen Polyacrylamidgel. Die Proteinbanden wurden mit
Coomassie angefarbt. Die eingesetzten Fraktionen waren: LMW GroBenstandard, L 16sliche Fraktion nach
Zellaufschluss, P Pelletfraktion nach Zellaufschluss, D Durchflussfraktion, WI, WII Waschfraktionen I und II,
EL, Ell, ElI Elutatfraktionen I, II und III. Links im Bild die GrdBenangaben der korrespondierenden
Markerbanden (in kDa). Aufgetragen wurden je 5 ul LMW, L, P und D und je 10 pul WI, WII, EI, EII und EIII.

des transformierten Konstrukts anhand der Bande erkennbar, deren Hohe ca. 90 kDa
entspricht (Abb. 3.4). Weiterhin fallt beim Vergleich des Pellets (Spur P) mit der 16slichen
Fraktion (Spur L) auf, dass sich das iiberexprimierte Protein fast vollstindig in der
Pelletfraktion wieder findet, es also wohl als unldsliches Aggregat (in Form von Inclusion
Bodies) vorlag. Die in 8 M Harnstoff geloste Pelletfraktion wurde iiber eine Ni-NTA-Séule
gegeben, um das exprimierte Protein durch Bindung seines C-terminalen Hexahistidin-Tags
an das Sdulenmaterial aufzureinigen (siche Kap. 2.2.2.2). Vergleicht man die eingesetzte
Pelletfraktion (Abb. 3.4 Spur P) mit der Durchflussfraktion (Spur D), erkennt man, dass ein
GroBteil des liberexprimierten Proteins nicht an das Séulenmaterial gebunden hat. Dies ist auf
die fiir die Bindekapazitit des Sdulenmaterials zu hohe Proteinmenge in der Pelletfraktion
zurlickzufiihren. Dieser Verlust wurde jedoch in Kauf genommen, um die Menge unspezifisch
an das Séaulenmaterial bindender Proteine durch die starke Konkurrenz mit dem
hochkonzentrierten, spezifisch bindenden Alr2269-Protein in der Pelletfraktion zu verringern.
Nach dem Waschen der Sdule zur Entfernung unspezifisch gebundener Proteine (Spur WI mit
Detergenswaschpuffer, Spur WII mit 1M NaCl und 15mM Imidazol) wurden die
gebundenen Proteine mit 3 x 1 ml 500 mM Imidazol von der Séule eluiert (Spuren EI, EII und
EIII). Beim Vergleich der drei Eluatfraktionen fillt auf, dass sowohl die EI-, als auch die EII-
Fraktion noch deutliche Verunreinigungen mit weiteren Proteinen aufweisen.

Kontaminationen durch Kanalproteine, die zusammen mit dem iiberexprimierten Protein
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aufgereinigt werden, aber auch die Interaktion des Tiiberexprimierten Proteins mit
Verunreinigungen konnen die Messungen beeinflussen. Beides wiirde zu falschen bzw.
deutlich verdnderten Resultaten fiihren. Daher wurde bei der Herstellung von
Proteoliposomen eine saubere Eluatfraktion mit nur geringer Konzentration des exprimierten
Proteins einer stirker konzentrierten, aber verunreinigten Fraktion vorgezogen.

Um dariiber hinaus sicherzustellen, dass es sich bei dem aufgereinigten um das gewiinschte
Protein handelt, wurde es mittels Western-Blotting mit proteinspezifischen Antikoérpern

nachgewiesen (siehe Kap. 2.2.2.5 und beispielsweise Abb. 3.5D).

3.3 Vertreter der Omp85-Familie in Anabaena sp. PCC 7120

Wie in Kap. 1.3.1 beschrieben, enthélt das Genom des Cyanobakteriums Anabaena sp.
PCC 7120 drei Gene, die fiir Vertreter der Omp85-Familie kodieren, ndmlich alr2269,
alr0075 und alr4893. Alle drei zugehorigen Proteine wurden, wie in Kap. 3.2 exemplarisch
fiir alr2269 gezeigt, iiberexprimiert und aufgereinigt, um sie elektrophysiologisch analysieren
zu konnen. Das Hauptaugenmerk lag hierbei auf der Analyse des Proteins Alr2269, das unter
allen bekannten bakteriellen Omp85-Proteinen die hochste Ahnlichkeit zur Proteinfamilie der

plastidiaren Importkanéle (Toc75) aufweist (siche Kap. 1.3.1).

3.3.1 Alr2269, das cyanobakterielle Omp85-Protein mit der ndchsten

Verwandtschaft zum Proteinimportkanal der Chloroplasten

Alr2269 wurde bei massenspektrometrischen Analysen des duBleren Membranproteoms von
Anabaena sp. PCC 7120 identifiziert [78]. Das Vollldngenprotein besteht aus 833 Amino-
sduren und besitzt ein Molekulargewicht von 89,6 kDa (siehe auch Abb. 3.5D). Eine Analyse
des Proteins mit dem Programm SignalP [79] ergab die Vorhersage eines Signalpeptids mit
einer Linge von 19 Aminosiuren. Aufgrund der bereits erwihnten hohen Ahnlichkeit zu
Toc75 wurde untersucht, ob sich die strukturelle Ahnlichkeit in &dhnlichen
elektrophysiologischen Eigenschaften widerspiegelt.

Das zu diesem Zweck in den Lipid-Bilayer rekonstituierte Protein (siche Kap. 2.2.3.5) zeigte
ein sehr aktives Schaltverhalten bei Ugm= 100 mV. Alr2269 wechselt offensichtlich mit
hoher Frequenz zwischen den Schaltzustinden (f=396 Hz, siche Kap. 2.2.3.8.4 und
Abb. 3.5A). Die Leitwertbestimmung (siche Kap. 2.2.3.6) ergab einen Hauptleitwert von
g=500+57 pS (Abb 3.5B), was einem theoretischen Porendurchmesser von d=1,7 nm
entspricht (sieche Kap. 2.2.3.8.1). Das Umkehrpotential von Alr2269 betrdgt unter den
verwendeten Elektrolytbedingungen (cis/trans = 250 mM/20 mM KCl, siehe Kap. 2.2.3.7)
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Abbildung 3.5: Elektrophysiologische Ergebnisse von Alr2269. (A) Schaltverhalten von Alr2269 bei
Ucom= 100 mV (Kopienanzahl von Alr2269: n=35), die Schaltfrequenz f von Alr2269 ist angegeben.
(B) U-I-Diagramm des Hauptleitwerts von Alr2269, dargestellt ist die lineare Regression der Messdaten, der
Hauptleitwert von Alr2269 ist angegeben. (C) Aufnahme der Ergebnisse eines Spannungsrampenversuchs und
Angabe des Umkehrpotentials U, von Alr2269 (vermutliche Kopienanzahl von Alr2269: n = 3). (D) Ergebnis
der Uberexpression von Alr2269. 10 ul der verwendeten Eluatfraktion wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt
und mit Coomassie angefarbt (Spalte 2). Zum GrofBenvergleich wurden 5 pl eines Groflenstandards aufgetragen
(Spalte 1, links: GroBenangaben der korrespondierenden Banden in kDa). Alr2269 wurde durch
Immunodekoration mit aAlr2269-Antikérpern verifiziert (Spalte 3).

Uwey= 171 mV (n=21, Abb. 3.5C), gleichbedeutend mit einer Kationenselektivitdt von
Px:Pci=2,2 (s. Kap. 2.2.3.8.2).

Topologievorhersagen von Alr2269 ergaben eine Proteinstruktur aus zwei Hauptdoménen,
einem hydrophilen N-terminalen Teil und einem hydrophoben C-terminalen Teil, der
hauptséchlich aus membrandurchspannenden B-Faltblattern aufgebaut ist [31]. Basierend auf
diesen Vorhersagen wurden Teilkonstrukte des Proteins erstellt (siche Tab. 2.1 und Abb. 2.1).
AnaC (aa 467-833, MW 39,6 kDa, sieche auch Abb. 3.6D) umfasst die gesamte vorhergesagte
Porenregion des Proteins. Die elektrophysiologische Analyse von AnaC zeigte ein
Schaltverhalten, das bei einem Kommandopotential U= 100 mV mit niedriger Frequenz

zwischen gedffnetem und geschlossenem Zustand wechselt (f=3,5 Hz, Abb. 3.6A). Diese
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Abbildung 3.6: Elektrophysiologische Ergebnisse von AnaC. (A) Schaltverhalten von AnaC bei
Ucom= 100 mV (Kopienanzahl von AnaC: n=1), die Schaltfrequenz f von AnaC ist angegeben.
(B) U-I-Diagramm des Hauptleitwerts von AnaC, dargestellt ist die lineare Regression der Messdaten, der
Hauptleitwert von AnaC ist angegeben. (C) Aufnahme der Ergebnisse eines Spannungsrampenversuchs und
Angabe des Umkehrpotentials U, von AnaC (vermutliche Kopienanzahl von AnaC: n=2). (D) Ergebnis der
Uberexpression von AnaC. Spalte 1: Proteinstandard (5 pl, GroBenangaben in kDa), Spalte 2: 10 pl der
eingesetzten Eluatfraktion, Spalte 3: Immunodekoration mit aAlr2269-Antikdrpern.

Beobachtung steht in deutlichem Gegensatz zu den Ergebnissen fiir das Volllangenprotein.
Der Hauptleitwert von AnaC konnte als g = 580+55 pS, entsprechend einem theoretischen
Porendurchmesser von d = 1,9 nm, ermittelt werden (Abb. 3.6B). Auch dieses Ergebnisweicht
von Alr2269 ab. Die beobachteten Differenzen in Schaltfrequenz und Hauptleitwert deuten
darauf hin, dass die N-terminale Doméine Einfluss auf die Porendoméne hat. Das
Umkehrpotential von AnaC betrdgt Uy = 1741 mV (n =33, Px:Pc=2,2, Abb. 3.6C) und ist
somit identisch mit demjenigen des Volllingenproteins, die Ionenselektivitdt von Alr2269
scheint somit nicht vom N-Terminus des Proteins beeinflusst zu werden. Wegen der
beobachteten Unterschiede in Schaltverhalten und Hauptleitwert von Vollldngenprotein und
isolierter Porenregion sollte der Einfluss des N-Terminus in einem weiteren Experiment ndher

untersucht werden.
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Abbildung 3.7: Einfluss von AnaA auf das Schaltverhalten von AnaC. (A) Schaltverhalten von AnaC nach
Zugabe von 0,1 uM AnaA bei U, = 100 mV (Kopienanzahl von AnaC: n = 3), die Schaltfrequenz f von AnaC
nach AnaA-Zugabe ist angegeben. (B) Ergebnisse der Uberexpression von AnaA. Spalte 1: Proteinstandard
(5 pl, GroBenangaben in kDa), Spalte 2: 10 pl der eingesetzten Eluatfraktion, Spalte 3: Immunodekoration mit
aAlr2269-Antikorpern.

Hierfir wurde das Konstrukt AnaA hergestellt (aa 161-470, MW 33,7 kDa, siehe auch
Abb. 2.1 und 3.7B sowie Tab. 2.1), welches aus dem Teil des hydrophilen N-Terminus
besteht, der die POTRA-Doméne beinhaltet [27]. Zundchst wurde AnaC mit dem Bilayer
fusioniert, danach wurde AnaA in einer Endkonzentration von 0,1 uM (cis/trans) in die
Messkammer zugegeben. Dadurch konnte eine deutliche Erhohung der Schaltfrequenz
zwischen gedffnetem und geschlossenem Zustand erzielt werden (f= 186 Hz, Abb. 3.7A).
Die Analyse der Messdaten bei Ugom = 100 mV ergab auferdem, dass sich der Hauptleitwert
nach Zugabe von AnaA auf 520 pS verringerte (d = 1,8 nm) und damit in der GréBenordnung
des Hauptleitwerts des kompletten Alr2269-Proteins (500 pS) lag.

Darauthin wurden die Messdaten der elektrophysiologischen Experimente mit Alr2269, AnaC
und AnaC + AnaA detaillierter analysiert, indem die Haufigkeitsverteilungen der gemessenen
Stromstédrken miteinander verglichen wurden (siehe. Kap. 2.2.3.8.3). Hierbei zeigte sich, dass
der Hauptleitwert des Vollldngenproteins aus drei Unterleitwerten zusammengesetzt ist
(Abb. 3.8A); diese Aufteilung ist unabhidngig von der angelegten Spannung Ug.,. Die drei
Unterleitwerte von Alr2269 betragen 430, 520 und 600 pS (Abb. 3.8B). Der fiir das
Vollldngenprotein ermittelte Hauptleitwert (g = 500 pS) ldsst sich darauf zuriickfiihren, dass
der mit dem mittleren Unterleitwert korrespondierende Schaltzustand mit der groBten
Héufigkeit eingenommen wurde (Abb. 3.8A). Die Héufigkeitsanalyse der im Versuch mit
AnaC gewonnenen Messdaten ergab dagegen neben dem geschlossenen Zustand (Abb. 3.8C
links) nur einen einzigen gedffneten Zustand (Abb. 3.8C rechts), entsprechend einem
Hauptleitwert von 580 pS. Dieser Wert liegt in der GroBenordnung des hochsten

Unterleitwerts des Volllangenproteins, bei dem dieser Schaltzustand jedoch nur mit
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Abbildung 3.8: Analyse der Unterleitwerte von Alr2269. (A) Hiufigkeitsverteilung der Stromstirkedaten
einer Aufnahme von Alr2269 bei U, =-75 mV. Punkte geben die Anzahl der Messpunkte der jeweiligen
Stromstirke an, die durchgezogene Linie zeigt die Funktion, die der Haufigkeitsverteilung durch least square fit
mit den drei gestrichelt dargestellten GauBBfunktionen angepasst wurde. (B) U-I-Diagramm der aus der Analyse
der Haufigkeitsverteilung ermittelten Stromstérken, die jeweils aus den Maxima der niedrigsten (©), mittleren
(®) und hochsten (V) GauBfunktionen ermittelt wurden. Dargestellt sind weiterhin die linearen Regressionen der
jeweiligen Stromstirken. (C) Héaufigkeitsverteilung der Stromstirkedaten einer Aufnahme von AnaC bei
Ucom= 100 mV. Punkte geben die Anzahl der Messpunkte der Stromstirke an, die Linien geben das least square
fit mit zwei GauBfunktionen wieder. (D) Héaufigkeitsverteilung der Stromstirkedaten einer Aufnahme von
AnaC + AnaA bei U, = 100 mV. Punkte geben die Anzahl der Messpunkte der jeweiligen Stromstérke an, die
durchgezogene Linie zeigt die Funktion, die der Haufigkeitsverteilung durch least square fit mit den vier
gestrichelt dargestellten Gauflfunktionen angepasst wurde. Die mit den Maxima der vier Gauffunktionen
korrespondierenden Stromstdrken wurden ermittelt. Aus den Stromstirkedifferenzen zwischen geschlossenem
Kanal und dessen Offnungszustinden wurden die im Text angegebenen Unterleitwerte (310, 420 und 580 pS)
berechnet (siche Kap. 2.2.3.6).

vergleichsweise geringer Haufigkeit eingenommen wurde (Abb. 3.8A). Die Auswertung der
Messdaten von AnaC + AnaA zeigte hingegen zusitzlich zum geschlossenen Zustand
(Abb. 3.8D links) eine Aufteilung in drei Unterleitwerte (310, 420 und 580 pS, Abb. 3.8D
rechts), dhnlich zu den fiir das Volllingenprotein ermittelten Ergebnissen. Auch die
Haufigkeitsverteilung der drei Unterleitwerte von AnaC + AnaA gleicht derjenigen des
Vollldngenproteins Alr2269, wiederum wird der mittlere Schaltzustand am héufigsten und der
obere Schaltzustand, dessen Wert dem fiir AnaC ermittelten Hauptleitwert entspricht, relativ

selten eingenommen. Der N-Terminus scheint somit das Schaltverhalten sowie die
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Porengrofe des Volllingenproteins zu beeinflussen. Zudem zeigen diese Ergebnisse, dass die
N-terminale Doméne offensichtlich eine hohe Affinitit zur C-terminalen Porenregion besitzt,
da eine vergleichbare Interaktion zwischen diesen beiden Proteindomdnen nicht nur im
Vollldngenprotein, sondern auch zwischen den Teilkonstrukten zu bestehen scheint. Diese
starke Affinitdt der N-terminalen Doméne zur C-terminalen Porenregion wurde auch in

Interaktionsanalysen in vitro beobachtet [36].

3.3.2 Der distale C-Terminus von Omp85 als evolutiondire Keimzelle?
Vergleichende Strukturanalysen der Proteine der Omp85-Familie zeigten eine hohe
Ahnlichkeit des distalen C-terminalen Bereichs [28]. Daher stellte sich die Frage, ob der

distale C-Terminus, bestehend aus den letzten acht [-Faltblittern der Porenregion,
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Abbildung 3.9: Elektrophysiologische Ergebnisse von AnaD. (A) Aufnahme eines Schaltvorgangs bei
Messungen mit AnaD bei Ugy,= -50 mV (Kopienanzahl der durch AnaD gebildeten Kanile: n=2).
(B) U-I-Diagramm des Hauptleitwerts von AnaD, dargestellt ist die lineare Regression der Messdaten, der
Hauptleitwert von AnaD ist angegeben. (C) Aufnahme der Ergebnisse eines Spannungsrampenversuchs und
Angabe des Umkehrpotentials U,, von AnaD (vermutliche Kanalanzahl: n=3). (D) Ergebnis der
Uberexpression von AnaD. Spalte 1: Proteinstandard (5 pl, GréBenangabe in kDa), Spalte 2: 10 ul der
eingesetzten Eluatfraktion, Spalte 3: Immunodekoration mit aAlr2269-Antikorpern.
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moglicherweise den Grundstein in der Entwicklung der Proteine der Omp85-Familie darstellt.
Aus diesem Grund wurde das Konstrukt AnaD (aa 702-833, MW 13,8 kDa, siche auch
Abb. 2.1 und 3.9D sowie Tab. 2.1), welches lediglich diesen konservierten Bereich umfasst,
elektrophysiologisch analysiert. Durch transportspezifische Fraktionierung sowie aus
Liposome Swelling Assays ergaben sich bereits Hinweise darauf, dass AnaD wahrscheinlich
Poren bildet, wenn es in Liposomen rekonstituiert wird [31]. Elektrophysiologische
Untersuchungen erwiesen sich hingegen zunichst als schwierig. Messungen konnten erst
durchgefiihrt werden, nachdem die Proteinkonzentration bei der Rekonstitution von AnaD in
Proteoliposomen von 20:1 auf 4:1 (Lipid:Protein-Verhéltnis) erhoht worden war.

Die an AnaD durchgefiihrten elektrophysiologischen Versuche verifizierten nicht nur die in
den Liposome Swelling Assays gewonnenen Erkenntnisse, sondern brachten zuséitzliche
Informationen: die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten ndmlich dariiber hinaus, dass AnaD nicht
lediglich eine gedffnete Pore formt, sondern einen Kanal mit eindeutigem Schaltverhalten
ausbildet (Abb. 3.9A). Die Analyse der experimentellen Daten ergab einen Hauptleitwert von
g =450+35 pS (Abb. 3.9B), entsprechend einem Porendurchmesser von d = 1,6 nm. Dieser
Wert liegt in der GroBenordnung des unteren Leitwerts des Volllangenproteins (g =430 pS,
siche Abb. 3.8A) und beispielsweise deutlich iiber den publizierten Leitwerten der Proteine
OmpA (g < 180 pS [80]) und OmpX (g =120 pS [81]), deren B-Barrel ebenfalls aus acht
B-Faltblittern bestehen. Die Beobachtung, dass die Leitwerte anderer aus acht B-Faltblattern
aufgebauter Kanalproteine weitaus geringer sind, sowie die Tatsache, dass zur
Versuchsdurchfithrung die Proteinkonzentration in den Proteoliposomen erhoht werden
musste, legen die Vermutung nahe, dass der Kanal von einem AnaD-Multimer, aufgrund der
GrofBe des Leitwerts vermutlich von einem Dimer gebildet wird. Fiir das Umkehrpotential des
von AnaD gebildeten Kanals wurde ein Wert von Uy =39+1 mV (n=31) ermittelt (Abb.
3.9C), was einer Kationenselektivitit von Pgx:Pc=7,4 entspricht. Die Kationenselektivitit
des von AnaD gebildeten Kanals liegt somit deutlich iiber den fiir das Volllaingenprotein
sowie die Porenregion bestimmten Werten (Px:Pc;=2,2). Hieraus lédsst sich folgern, dass
scheinbar auch der proximale Teil des C-Terminus, der ebenfalls acht B-Faltblétter der Pore

bildet, einen Einfluss auf die Selektivitit des Proteins haben muss.
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3.3.3 Charakterisierung der Omp85-Proteine Alr0075 und Alr4893

3.3.3.1 Alr0075

Alr0075, das kiirzeste der drei Omp85-Proteine von Anabaena sp. PCC 7120, besteht aus
491 Aminosduren und hat ein Molekulargewicht von 54,0 kDa (siehe auch Abb. 3.10D). Das
Protein besitzt ein N-terminales Signalpeptid (bestehend aus 24 Aminosduren), wie eine
Analyse des Proteins mit dem Programm SignalP [79] ergab. Wahrend die C-terminale
Porenregion von Alr0075 (342 Aminoséuren, aa 150-491, personliche Mitteilung, O. Mirus)
eine dhnliche Grofe besitzt wie diejenige von Alr2269 (363 Aminosduren), ist die
N-terminale Doméne von Alr0075 deutlich kiirzer (Alr0075: 127 Aminosduren, Alr2269:
451 Aminosduren).

Die elektrophysiologischen Untersuchungen von Alr0075 zeigten ein Schaltverhalten, das mit
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Abbildung 3.10: Elektrophysiologische Ergebnisse von Alr0075. (A) Schaltverhalten von Alr0075 bei
Ueom=-113 mV (Kopienanzahl von Alr0073: n=23), die Schaltfrequenz f von Alr0075 ist angegeben.
(B) U-I-Diagramm des Hauptleitwerts von Alr0075, dargestellt ist die lineare Regression der Messdaten, der
Hauptleitwert von Alr0075 ist angegeben. (C) Aufnahme der Ergebnisse eines Spannungsrampenversuchs und
Angabe des Umkehrpotentials U,, von Alr0075 (vermutliche Kopienanzahl: n=3). (D) Ergebnis der
Uberexpression von Alr0075. Spalte 1: Proteinstandard (5 pl, GroBenangaben in kDa), Spalte 2: 10 ul der
eingesetzten Eluatfraktion, Spalte 3: Immunodekoration mit o Alr0075-Antikdrpern.
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niedriger Frequenz zwischen offenem und geschlossenem Zustand wechselt (f= 14 Hz,
Abb. 3.10A). Hier zeigt sich ein deutlicher Unterschied zum Schaltverhalten von Alr2269
(sieche Kap. 3.3.1). Da im Falle von Alr2269 das Schaltverhalten offensichtlich stark von der
N-terminalen Doméne des Proteins beeinflusst wird, konnte diese Beobachtung mit dem
deutlich kiirzeren N-Terminus von Alr0075 zusammenhéngen. Zudem konnte bei Alr0075 ein
Schaltverhalten erst bei hoheren Kommandopotentialen ab U, ~£100 mV festgestellt
werden, wie anhand des U-I-Diagramms in Abb. 3.10B ersichtlich ist.

Aus den gewonnenen Messdaten konnte fiir Alr0075 ein Hauptleitwert von g = 320£16 pS
bestimmt werden (Abb. 3.10B), was einem theoretischen Porendurchmesser von d = 1,2 nm
entspricht. Der von Alr0075 gebildete Kanal ist somit deutlich kleiner als derjenige von
Alr2269 (d =1,7 nm). Das Umkehrpotential von Alr0075 betrdgt U, =22+2 mV (n= 14,
Px:Pc=2,9, Abb. 3.10C), die Kationenselektivitidt des Kanals ist also etwas groBer als bei
Alr2269 (Px:Pc=2,2).

3.3.3.2 Alr4893

Der dritte Vertreter der Omp85-Familie in Anabaena sp. PCC 7120, Alr4893, besteht aus
676 Aminosduren und hat ein Molekulargewicht von 72,4 kDa (siehe auch Abb. 3.11D). Das
mit SignalP [79] vorhergesagte Signalpeptid hat eine Léinge von 25 Aminosduren. Die
Porenregion besteht aus 338 Aminosduren (aa 339-676, personliche Mitteilung, O. Mirus),
diese Domine ist somit nur geringfiigig kleiner als die entsprechenden Doménen von Alr0075
(342 Aminosduren) und Alr2269 (363 Aminoséduren). Die Grof3e des N-Terminus, der ohne
Signalpeptid aus 313 Aminosduren besteht (aa 26-338), liegt zwischen den aus den
Strukturanalysen vorhergesagten GroBen von Alr0075 (127 Aminosduren) und Alr2269
(451 Aminosduren). Die Aufnahme in Abb. 3.11A zeigt ein Schaltverhalten, das mit hoher
Frequenz zwischen gedffnetem und geschlossenem Zustand wechselt (f =207 Hz) und somit
eher dem Schaltverhalten von Alr2269 (f =396, siche Abb. 3.5A) dhnelt. Urséchlich fiir die
in Abb. 3.11A erkennbare Differenz von ~8 pA zwischen geschlossenem Kanalzustand und
Nullwert ist eine unvollstindige Kalibrierung des Nullwerts bei dieser Messung; dies wurde
bei der Auswertung der Messdaten beriicksichtigt. Der Hauptleitwert von Alr4893 betrdgt
g=370+£34 pS (Abb. 3.11B), dies entspricht einem theoretischen Porendurchmesser von
d=1,3 nm. Wiahrend das Schaltverhalten von Alr4893 also eher demjenigen des ldngeren
Omp85-Homologen Alr2269 dhnelt (sieche Abb. 3.5A), gleicht die Porengrofle dem Wert, der
fiir das kiirzere Alr0075 ermittelt wurde (d=1,2nm, sieche Kap. 3.3.3.1). Das
Umkehrpotential von Alrd4893, Ue,=26+2mV (n=20, Abb. 3.11C), ergibt ecine
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Abbildung 3.11: Elektrophysiologische Ergebnisse von Alr4893. (A) Schaltverhalten von Alr4893 bei
Ucom=75mV (Kopienanzahl von Alr4893: n=1), die Schaltfrequenz f von Alr4893 ist angegeben.
(B) U-I-Diagramm des Hauptleitwerts von Alr4893, dargestellt ist die lineare Regression der Messdaten, der
Hautpleitwert von Alr4893 ist angegeben. (C) Aufnahme der Ergebnisse eines Spannungsrampenversuchs und
Angabe des Umkehrpotentials U,, von Alr4893 (vermutliche Kopienanzahl: n=1). (D) Ergebnis der
Uberexpression von Alr4893. Spalte 1: Proteinstandard (5 pl, GréBenangabe in kDa), Spalte 2: 10 ul der
eingesetzten Eluatfraktion, Spalte 3: Immunodekoration mit aAlr4893-Antikorpern.

Kationenselektivitdt von Px:Pci= 3,5. Dieser Wert ist der hochste aller drei Omp85-Vertreter
von Anabaena sp. PCC 7120, die Kationenselektivitét ist damit mehr als doppelt so hoch wie
die fiir Alr2269 bestimmte (Px:Pc= 1,7).

3.4 psToc75, der Translokationskanal der :iuflieren Chloroplasten-

Hiillmembran von Pisum sativum

Nach der Charakterisierung der Omp85-Vertreter von Anabaena sp. PCC 7120, des nichsten
Verwandten der Chloroplasten, riickte nunmehr die Frage in den Mittelpunkt, inwiefern sich
die elektrophysiologischen Eigenschaften von Alr2269 mit denen des plastiddren
Translokationskanals Toc75 decken. Wie bereits erwéhnt, ist Alr2269 das Omp85-Protein aus
Anabaena, das die hochste Ahnlichkeit zu Toc75 aufweist (siehe Kap. 1.3.1). Der

Translokationskanal von Pisum sativum (psToc75) hat mit einer Ldnge von 809 Aminosduren
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und einem Molekulargewicht von 88,3 kDa eine vergleichbare GroBle wie Alr2269. Ein
Vergleich der Aminosduresequenzen von psToc75 und Alr2269 ergab eine Identitdt von
19,4 % und eine Ahnlichkeit von 29,3 % [31]. Importversuche und die Sequenzierung von
endogenem psToc75 wiesen jedoch eine vergleichsweise deutlich ldngere Signalsequenz von
131 Aminosduren (Alr2269: 19 Aminosduren) nach [82]. Bereits publizierte Ergebnisse
elektrophysiologischer Untersuchungen von psToc75 zeigten ein Schaltverhalten, das mit
einer niedrigen Frequenz zwischen gedffnetem und geschlossenem Zustand wechselte [73,
83]. Aus diesen Messungen konnte ein Hauptleitwert von 1,3 nS bei 1 M KCIl (cis/trans)
ermittelt werden. Dieser hohe Hauptleitwert erkldrt sich aus der hohen eingesetzten KCI-
Konzentration. Die Umrechnung dieses Leitwerts in einen Kanaldurchmesser ergab einen

theoretischen Wert von d = 1,54 nm (dieser Durchmesser entspriche in Versuchen, die wie in
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Abbildung 3.12: Elektrophysiologische Ergebnisse von PsC. (A) Schaltverhalten von PsC bei Uy, = 125 mV
(Kopienanzahl von PsC: n=4), die Schaltfrequenz f von PsC ist angegeben. (B) U-I-Diagramm des
Hauptleitwerts von PsC, dargestellt ist die lineare Regression der Messdaten, der Hauptleitwert von PsC ist
angegeben. (C) Aufnahme der Ergebnisse eines Spannungsrampenversuchs und Angabe des Umkehrpotentials
U,y von PsC (vermutliche Kopienanzahl: n=1). (D) Ergebnis der Uberexpression von PsC. Spalte 1:
Proteinstandard (5 pl, GroBenangaben in kDa), Spalte 2: 10 pul der eingesetzten Eluatfraktion, Spalte 3:
Immunodekoration mit apsToc75-Antikérpern.
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der vorliegenden Arbeit bei einer Elektrolytkonzentration von 250 mM KCI durchgefiihrt
worden wéren, einem Leitwert von ca. 440 pS). Das Umkehrpotential von psToc75 wurde als
Uey =48 mV (Pg:Pc= 14,3) ermittelt [73]. Damit zeigen die aus der Literatur zugédnglichen
Daten deutliche Unterschiede zu den in dieser Arbeit fiir Alr2269 ermittelten Ergebnissen.
Das Schaltverhalten beider Proteine differiert deutlich (Alr2269: 396 Hz, siche Abb. 3.5A,
psToc75: niederfrequent), der Porendurchmesser von psToc75 ist geringer (Alr2269: 1,7 nm,
sieche Kap. 3.3.1), die Kationenselektivitdt des plastidiren Omp85-Proteins hingegen ist sehr
viel stirker ausgepréigt (Alr2269: Px:Pci= 2,2, siehe Kap. 3.3.1).

Um zu untersuchen, inwiefern die C-terminale Porendoméne alleine fiir diese Unterschiede
verantwortlich ist und ob, wie bei Alr2269, auch bei psToc75 die N-terminale Doméne die
elektrophysiologischen Eigenschaften des Proteins beeinflusst, wurden, analog zu den
Versuchen mit Alr2269, anhand des Topologiemodells [34] die in Tab. 2.1 erwdhnten und in
Abb. 2.1 dargestellten Teilkonstrukte der beiden Hauptdoménen von psToc75 hergestellt und
elektrophysiologisch charakterisiert. Das C-terminale Konstrukt PsC besteht aus
371 Aminoséduren (aa 439-809, MW 40,2 kDa, siche auch Abb. 3.12D) und besitzt damit eine
fast identische Lédnge zum Alr2269-Porenkonstrukt AnaC (367 Aminosduren). Das
Schaltverhalten von PsC wechselt mit niedriger Frequenz zwischen gedffnetem und
geschlossenem Zustand (f= 15 Hz, Abb. 3.12A). Die Auswertung der Messdaten ergab einen
Hauptleitwert von g=690+80pS (Abb. 3.12B), entsprechend einem theoretischen
Porendurchmesser von d=2,2 nm. Wie im Falle von Alr0075 (sieche Kap. 3.3.3.1 und
Abb. 3.10B) konnten bei PsC Schaltereignisse erst bei hoherem Kommandopotential Ugom
festgestellt werden (Abb. 3.12B). Fiir das Umkehrpotential von PsC wurde ein Wert von
Usey=40+1 mV (n =15, Px:Pc= 7,9, Abb. 3.12C) ermittelt. Hinsichtlich des Schaltverhaltens
unterscheiden sich Vollldngenprotein und Porendoméne wenig (psToc75: niederfrequent [73],
psC: £ =15 Hz). Was die PorengroB3e betrifft, zeigen sich hingegen gravierende Unterschiede
(psToc75: d=1,5nm [73], PsC: d =2,2 nm). Die fiir PsC bestimmte Porengrofe entspricht
damit fast dem 1,5-fachen des fiir psToc75 ermittelten Werts. Eine dhnliche Beobachtung
konnte, allerdings in geringerem Ausmal}, beim C-terminalen und kompletten Alr2269-
Protein festgestellt werden (Alr2269: d = 1,7 nm, AnaC: d = 1,9 nm, siehe Kap. 3.3.1). Auch
die Kationenselektivititen von psToc75 und PsC weisen deutliche Unterschiede auf
(psToc75: Px:Pc= 14,3 [73], PsC: Px:Pc=7,9). Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass
bei psToc75 die N-terminale Doméne scheinbar vor allem Porengréfie und Selektivitit
beeinflusst, wihrend beim cyanobakteriellen Verwandten Alr2269 durch den N-Terminus ein

stark verdndertes Schaltverhalten und die Bildung von Unterleitwerten hervorgerufen werden.
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Abbildung 3.13: Effekt von PsA auf das Schaltverhalten von PsC. (A) Schaltverhalten von PsC nach Zugabe

von 0,1 uM PsA bei U, = 125 mV (Kopienanzahl von PsC: n =4), die Schaltfrequenz f von PsC nach PsA-
Zugabe ist angegeben. (B) Ergebnisse der Uberexpression von PsA. Spalte 1: Proteinstandard (5 ul,
GroBenangaben in kDa), Spalte 2: 10 pul der eingesetzten Eluatfraktion, Spalte 3: Immunodekoration mit
apsToc75-Antikdrpern.

Bei Alr2269 konnte eine hohe Affinitdt der N-terminalen Domine zur Porenregion gezeigt
werden (siehe Kap. 3.3.1). Daher stellte sich die Frage, ob es auch bei psToc75 Hinweise auf
eine solche Affinitdt gibt. AuBerdem war von Interesse, ob sich bei psToc75 die
elektrophysiologischen FEigenschaften der Porenregion nach Zugabe des N-Terminus
moglicherweise so verdndern, dass sie, wie bei Alr2269 beobachtet, denen des
Vollldngenproteins dhneln. Aus diesen Griinden wurde das Konstrukt PsA hergestellt. PsA
besteht aus 291 Aminosduren (aa 149-439, MW 33,1 kDa, siche auch Abb. 2.1, Abb. 3.13B
und Tab. 2.1) und umfasst den Bereich des N-Terminus, der die POTRA-Doméne beinhaltet.
Wiederum wurde zunichst das Porenkonstrukt PsC mit dem Bilayer fusioniert, danach wurde
PsA in einer Endkonzentration von 0,1 uM (cis/trans) in die Messkammer zugegeben. Im
Gegensatz zu den bei Alr2269 beobachteten Verdnderungen (vgl. Abb. 3.6A und 3.7A)
zeigten sich bei diesem Versuch allerdings keinerlei Effekt auf die elektrophysiologischen
Eigenschaften (vgl. 3.12A und 3.13A). Auch 10 min nach Zugabe von PsA sowie nach einer
weiteren Erhohung der PsA-Konzentration auf 1 uM betrug der aus den Messdaten bestimmte
Hauptleitwert unveréndert g = 690 pS. Die Schaltfrequenz betrug 7 Hz (Abb. 3.13A) und lag
somit in derselben GroBenordnung wie der fiir PsC ermittelte Wert (f= 15 Hz, Abb. 3.12A).
Die Affinitdt der N-terminalen Domine zur Porenregion scheint somit beim plastiddren
Importkanal nicht vorhanden oder zumindest deutlich reduziert zu sein, eine Beobachtung, die
auch durch Ergebnisse von in vitro-Interaktionsanalysen gestiitzt wird [36].

Zum Abschluss der Untersuchung der elektrophysiologischen Eigenschaften des plastiddren

Importkanals Toc75 sollte die Frage beantwortet werden, ob die Eigenschaften des am
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Abbildung 3.14: Elektrophysiologische Ergebnisse von PsD. (A) Aufnahme der Ergebnisse eines
Spannungsrampenversuchs und Angabe des Umkehrpotentials U, von PsD (vermutliche Kanalanzahl von PsD:
n =3). Ein Schaltereignis des Kanals ist durch einen Pfeil markiert. (B) Ergebnis der Uberexpression von PsD.
Spalte 1: Proteinstandard (5 pl, GroBenangabe in kDa), Spalte 2: 10 pul der eingesetzten Eluatfraktion, Spalte 3:
Immunodekoration mit apsToc75-Antikérpern.

starksten konservierten, distalen C-Terminus von Alr2269 und psToc75 vergleichbar wéren.
Hierzu wurde das Konstrukt PsD (aa 679-809, MW 13,9 kDa, siehe auch Abb. 2.1, 3.14B und
Tab. 2.1) erstellt, das wie das in Kap. 3.3.2 beschriebene AnaD-Konstrukt die letzten acht
B-Faltblétter der Porenregion umfasst. Ein Vergleich der Aminosduresequenzen von AnaD
und PsD mit dem Programm ClustalW [84] ergab eine Identitdt von 34,1 % und eine
Ahnlichkeit von 51,5%, beide Werte liegen deutlich iiber den Werten, die beim
Sequenzvergleich von Alr2269 und psToc75 ermittelt wurden (siche oben). Die mit PsD
durchgefiihrten Experimente zeigen, dass der distale C-Terminus von psToc75 (ebenso wie
derjenige von Alr2269) in der Lage ist, eine Kanalpore auszubilden. Wie bei AnaD konnten
mit PsD erst Messungen durchgefiihrt werden, nachdem bei der Rekonstitution in
Proteoliposomen der Proteinanteil von 20:1 auf 4:1 (Lipid:Protein-Verhéltnis) erhoht worden
war. Das Umkehrpotential des durch PsD gebildeten Kanals betrdgt U, =471 mV (n =13,
Abb. 3.14A), was einer Kationenselektivitit von Pgx:Pc;=13,1 entspricht. Leider war es
lediglich moglich, das Umkehrpotential von PsD zu bestimmen, Messungen zur Bestimmung
des Hauptleitwerts gelangen nicht. Weder eine Erhohung der Ca®’-Konzentration in der
cis-Halbkammer auf 30 mM, um die Fusion der Proteoliposomen mit dem Bilayer zu férdern,
noch die 10-fache Erhohung der Konzentration der AnaD-Proteoliposomen ermdglichte
Messungen zur Leitwertbestimmung. Die in Abb. 3.14A dargestellte Aufnahme eines
Spannungsrampenversuchs mit PsD ist allerdings insofern aufschlussreich, dass hier
mehrmals Schaltvorgénge zu beobachten sind (z.B. bei einem Kommandopotential von

Uev~ -35 mV (durch Pfeil markiert)). Offensichtlich ist also auch der von PsD gebildete
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Kanal in der Lage, seinen Offnungszustand zu &ndern. Weiterhin zeigt sich, dass trotz der
hohen Ahnlichkeit des extremen C-Terminus einzelner Vertreter der Omp85-Familie
deutliche Unterschiede in der Ionenselektivitidt feststellbar sind, selbst bei nah verwandten

Vertretern wie Alr2269 und psToc75 (AnaD: Px:Pc = 7,4; PsD: Px:P¢ = 13,1).

3.5 YaeT, das Omp85-Protein des Proteinintegrationskomplexes der

dulleren Membran von Escherichia coli

Nachdem in den vorangegangenen Kapiteln Ergebnisse zu Proteinen aus dem Toc75-Zweig
der Omp85-Familie beschrieben wurden, stellte sich nunmehr die Frage, ob sich Unterschiede
zu den elektrophysiologischen Eigenschaften von Vertretern der Sam50-Unterfamilie (siehe

Abb. 1.1) feststellen lassen. Zur elektrophysiologischen Charakterisierung wurde das
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Abbildung 3.15: Elektrophysiologische Ergebnisse von YaeT. (A) Schaltverhalten von YaeT bei
Ueom= 125 mV (Kopienanzahl von YaeT: n=13), die Schaltfrequenz f von YaeT ist angegeben.
(B) U-I-Diagramm des Hauptleitwerts von YaeT, dargestellt ist die lineare Regression der Messdaten, der
Hauptleitwert von YaeT ist angegeben. (C) Aufnahme der Ergebnisse eines Spannungsrampenversuchs und
Angabe des Umkehrpotentials U,, von YaeT (vermutliche Kopienanzahl: n=2). (D) Ergebnis der
Uberexpression von YaeT. Spalte 1: Proteinstandard (5 ul, GroBenangaben in kDa), Spalte 2: 10 ul der
eingesetzten Eluatfraktion, Spalte 3: Immunodekoration mit oY aeT-Antikdrpern.
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prokaryotische Omp85-Protein YaeT aus E. coli ausgewahlt. YaeT besteht aus 810 Amino-
sauren (MW 90,6 kDa, sieche auch Abb. 3.15D), von denen allerdings die ersten
20 Aminosduren mittels  SignalP  [79] als Signalpeptid vorhergesagt wurden.
Die in Abb. 3.15A dargestellte Aufnahme zeigt ein hochfrequentes Schaltverhalten
(f=134 Hz). Die Auswertung der Messdaten ergab einen Hauptleitwert von g = 90+27 pS
(Abb. 3.15B), was einem theoretischen Porendurchmesser von d=0,5nm entspricht.
Stegmeier et al. publizierten kiirzlich fiir YaeT einen Hauptleitwert von g= 125 pS [85].
Hierbei ist anzumerken, dass dieser Wert bei einer etwas hoheren Elektrolytkonzentration von
300 mM KCl bestimmt wurde, somit decken sich deren Ergebnisse weitgehend mit den in
dieser Arbeit erzielten Werten. Das Umkehrpotential von YaeT betragt U, =45+3 mV
(n=26, Abb. 3.15C, Px:Pci=11,2). Der deutlichste Unterschied im elektrophysiologischen
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Abbildung 3.16: Elektrophysiologische Ergebnisse von YaeTc terme (A) Schaltverhalten von YaeTc m bei
Ucom=-100 mV (Kopienanzahl von YaeTcm: n=4), die Schaltfrequenz f von YaeTc ., ist angegeben.
(B) U-I-Diagramm des Hauptleitwerts von YaeTc.m, dargestellt ist die lineare Regression der Messdaten, der
Hauptleitwert von YaeTc i, ist angegeben. (C) Aufnahme der Ergebnisse eines Spannungsrampenversuchs und
Angabe des Umkehrpotentials U,, von YaeTcim (vermutliche Kopienanzahl: n=3). (D) Ergebnis der
Uberexpression von YaeTc.em. Spalte 1: Proteinstandard (5 pl, GroBenangaben in kDa), Spalte 2: 10 ul der
eingesetzten Eluatfraktion, Spalte 3: Immunodekoration mit oY aeT-Antikorpern.
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Verhalten von YaeT und den Omp85-Vertretern des Toc75-Zweigs findet sich beim
Vergleich der Hauptleitwerte: diese sind bei den untersuchten Proteinen der Toc75-
Unterfamilie 4- bis 5-mal groBer als bei YaeT. Das Schaltverhalten des Proteins der Sam50-
Unterfamilie dhnelt hingegen demjenigen von Alr2269 und Alr4893; bei diesen Proteinen war
ebenfalls ein hiufiges Wechseln zwischen den Offnungszustinden zu beobachten (siche Kap.
3.3.1 und 3.3.3.2). Die hohe Kationenselektivitit hingegen dhnelt eher derjenigen des
plastiddren Importkanals psToc75. Um zu untersuchen, ob auch bei einem Vertreter der
Sam50-Familie die N-terminale Doméne einen Einfluss auf das Schaltverhalten (wie im Falle
von Alr2269, sieche Kap. 3.3.1) und den Leitwert (wie im Falle von Alr2269 und psToc75,
siche Kap. 3.3.1 und 3.4) hat, wurde ein C-terminales Konstrukt von YaeT erstellt, das nur die
Porenregion dieses Proteins umfasst. Das Teilkonstrukt YaeTc.em besteht aus
338 Aminosduren (aa 473-810) und hat ein Molekulargewicht von 38,0 kDa (siche auch
Abb. 2.1, Abb. 3.16D und Tab. 2.1).

YaeTcem zeigt ein hochfrequentes Schaltverhalten, das allerdings im Vergleich zum
Vollldngenprotein YaeT (f=134 Hz) deutlich seltener zwischen gedffnetem und
geschlossenem Zustand wechselt (f=72 Hz, vgl. Abb. 3.15A und Abb. 3.16A). Die
Leitwertbestimmung (Abb. 3.16B) ergab einen Hauptleitwert von g=100+23 pS,
entsprechend einem theoretischen Porendurchmesser von d = 0,5 nm. Das Umkehrpotential
von YaeTc tem betrdgt Uy, =45+3 mV (n =31, Abb. 3.16C), was einer Kationenselektivitit
von Px:Pc=11,2 entspricht. Ein Vergleich des Schaltverhaltens von YaeT und seiner
isolierten Porenregion zeigt, dass der N-Terminus zwar einen eindeutigen Einfluss auf das
Schaltverhalten des Proteins zu haben scheint, da das Schaltverhalten der Porenregion mit
niedrigerer Frequenz zwischen den Offnungszustinden wechselt als beim Volllingenprotein
YaeT, dass dieser Einfluss allerdings nicht so ausgeprigt ist wie im Falle des
cyanobakteriellen Proteins Alr2269 (siehe Kap. 3.3.1). Dariiber hinaus kann kein signifikanter
Einfluss des N-Terminus auf den Leitwert und die Ionenselektivitit des YaeT-Kanals
festgestellt werden, da diese Parameter beim Volllingenprotein und der Porenregion

weitgehend identisch sind.

3.6 Das mitochondrielle Omp85-Protein dmSamS50 von Drosophila

melanogaster

AbschlieBend wurde ein Protein aus der Sam50-Unterfamilie der Omp85-Proteine untersucht,
das, analog zum plastididren Importkanal Toc75, ein Vertreter dieses Zweigs ist, welcher eine
Funktion in einem eukaryotischen, endosymbiotisch entstandenen Organell besitzt. Hierfiir
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wurde das mitochondrielle Protein dmSam50 aus Drosophila melanogaster ausgewéahlt. Im
Unterschied zum Verhéltnis vom prokaryotischen Alr2269 zum eukaryotischen Toc75 stellt
YaeT zwar nicht den nichsten bekannten Verwandten des mitochondriellen Sam50-Proteins
dar, funktionell ergeben sich aber eindeutige Parallelen, da beide Proteine die zentralen
Komponenten von Proteinkomplexen bilden, die die Integration von -Barrel-Proteinen in die
duBere Membran ermdglichen (sieche Kap. 1.3.2).

Das Omp85-Protein dmSam50 besteht aus 464 Aminosduren (MW 51,4 kDa, sieche auch
Abb. 3.17D). Im Unterschied zu allen anderen in dieser Arbeit untersuchten Proteinen konnte
mittels SignalP [79] kein Signalpeptid vorhergesagt werden. Die N-terminale Doméne besteht
aus 128 Aminosduren, der C-terminale Teil besitzt mit 336 Aminosduren eine zum

C-Terminus von YaeT vergleichbare Liange (aa 129-464, personliche Mitteilung, O. Mirus).
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Abbildung 3.17: Elektrophysiologische Ergebnisse von dmSam50. (A) Schaltverhalten von dmSam50 bei
Ucom= 150 mV (Kopienanzahl von dmSam50: n=6), die Schaltfrequenz f von dmSam50 ist angegeben.
(B) U-I-Diagramm des Hauptleitwerts von dmSam50, dargestellt ist die lineare Regression der Messdaten, der
Hauptleitwert von dmSam50 ist angegeben. (C) Aufnahme der Ergebnisse eines Spannungsrampenversuchs und
Angabe des Umkehrpotentials U, von dmSam50 (vermutliche Kopienanzahl: n=3). (D) Ergebnis der
Uberexpression von dmSam50. Spalte 1: Proteinstandard (5 pl, GroBenangaben in kDa), Spalte 2: 10 ul der
eingesetzten Eluatfraktion, Spalte 3: Immunodekoration mit admSam50-Antikorpern.
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dmSam50 zeigt eine niedrige Schaltfrequenz zwischen den Offnungszustinden des Kanals
(f=13 Hz, Abb. 3.17A). Die Analyse der Messdaten ergab einen Hauptleitwert von
g=140+11pS (theoretischer = Porendurchmesser d=0,7nm, Abb. 3.17B) Das
Umkehrpotential von dmSam50 betridgt U,e, = 40£2 mV (n = 35, Px:Pc; = 7,9, Abb. 3.17C).

Das Schaltverhalten von dmSam50 unterscheidet sich dhnlich stark von demjenigen des
prokaryotischen Verwandten YaeT wie dasjenige von psToc75 von seinem cyanobakteriellen
Verwandten Alr2269. Dagegen liegt der niedrige Hauptleitwert von dmSam50 in derselben
GroBenordnung wie derjenige von YaeT, was eine gemeinsame Eigenschaft dieses Zweigs
der Omp85-Familie darstellen konnte. Die Selektivitit befindet sich bei YaeT und dmSam50
in einem vergleichbaren Bereich. Dies steht im Gegensatz zu den deutlichen

Selektivititsunterschieden zwischen den cyanobakteriellen Vertretern und psToc75 (siehe

Kap. 3.3 und 3.4).
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4. Diskussion

4.1 Zusammenhang zwischen der Phylogenie der Omp85-Familie und ihren

elektrophysiologischen Eigenschaften

In Tab. 4.1 sind die Ergebnisse der elektrophysiologischen Versuche mit den in dieser Arbeit
behandelten Proteinen bzw. deren Teilkonstrukten zusammengefasst, Abb. 4.1 zeigt eine
Zusammenfassung der wichtigsten Eigenschaften verschiedener Vertreter der beiden
Untergruppen der Omp85-Familie. Gemeinsames Merkmal aller untersuchten Proteine der
Omp85-Familie ist ihre Kationenselektivitit, deren Stdrke allerdings zwischen den
untersuchten Proteinen variiert (von Pg:Pci=2,2 (Alr2269) bis Px:Pci= 14,3 (psToc75),
Tab 4.1). Viele, aber nicht alle -Barrel-Proteine sind kationenselektiv. Diese Eigenschaft ist
allerdings unabhingig von der Anzahl der membrandurchspannenden [3-Faltblitter, aus denen
das B-Barrel gebildet wird. So wurden Proteine, deren B-Barrel aus acht (z.B. OmpA [80])
bzw. 16 B-Faltbldttern aufgebaut ist (z.B. PhoE [86] und NmpC [87]), als anionenselektiv
identifiziert, wihrend kationenselektive -Barrel-Proteine mit acht (z.B. OmpX [88]), zehn
(z.B. OmpT [89]), 16 (z.B. OmpF [90]), 18 (z.B. LamB [87, 91]) und 22 B-Faltblittern (z.B.
FhuA [92]) gefunden werden konnten. Dariiber hinaus nimmt das mitochondrielle B-Barrel-

Protein VDAC verschiedene Schaltzustinde ein, die teils Anionen-, teils Kationenselektivitét

Tabelle 4.1: Zusammenfassung der Ergebnisse der elektrophysiologischen Versuche. Aufgefiihrt sind die
untersuchten Omp85-Proteine sowie deren Teilkonstrukte, die Schaltfrequenz, der Hauptleitwert und das
Umkehrpotential. Weiterhin ist der aus dem Hauptleitwert berechnete Porendurchmesser sowie die aus dem
Umkehrpotential abgeleitete lonenselektivitit angegeben. Die Vertreter der Toc75-Unterfamilie sind oberhalb,
die der Sam50-Unterfamilie unterhalb des Doppelstrichs aufgefiihrt. “Daten iibernommen aus [73], n.d. = nicht
detektiert

Protein Schaltfrequenz | Hauptleitwert | Umkehrpotential Poren- Selektivitat
f[HZ] g [pS] Urev [MV] durchmesser [Pk:Pcl
d [nm]
Alr2269 396 500 17 1,7 2,2
AnaC 3,5 580 17 1,9 2,2
AnaD niederfrequent 450 39 1,6 7,4
AnaC+AnaA 186 520 n.d. 1,8 n.d.
Alr0075 14 320 22 1,2 2,9
Alr4893 207 370 26 1,3 3,5
psToc75° niederfrequent 440 48 1,5 14,3
PsC 15 690 40 2,2 7.9
PsD n.d. n.d. 47 n.d. 13,1
PsC+PsA 7 690 n.d. 2.2 n.d.
YaeT 134 90 45 0,5 11,2
YaeTc.tem 72 100 45 0,5 11,2
dmSam50 13 140 40 0,7 7,9
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Abbildung 4.1: Vermuteter Zusammenhang zwischen Porendurchmesser und Funktion innerhalb der
Unterfamilien der Omp85-Familie. Links ist ein vereinfachter Stammbaum der Omp85-Familie mit den
ermittelten Selektivititen und Porendurchmessern dargestellt, in der Mitte ist der ermittelte Unterschied in der
Porengrofe innerhalb der beiden Zweige der Omp85-Familie qualitativ skizziert und rechts ist ein Modell der
funktionellen Unterschiede der beiden Unterfamilien gezeigt. Verdndert nach [94].

aufweisen [93]. Auch bei strukturell sehr #hnlichen p-Barrel-Proteinen kann sich die
Selektivitit deutlich unterscheiden. So weisen das kationenselektive Protein OmpF und das
anionenselektive Protein PhoE eine Sequenzidentitit von 72 % auf [30]. Insofern weist das in
dieser Arbeit erzielte Ergebnis, dass alle untersuchten Vertreter kationenselektiv sind, auf eine
innerhalb der Omp85-Familie dhnliche Ladungsverteilung im Inneren der Kanalpore hin.
Diese scheint in der Sam50-Unterfamilie stirker konserviert zu sein, da die hier berechneten
Kationenselektivititen in derselben Groenordnung liegen, wahrend sie bei den untersuchten
Vertretern der Toc75-Unterfamilie hinsichtlich ihrer Stirke deutliche Unterschiede
zueinander aufweisen (Tab 4.1).

Eindeutig unterscheiden sich die untersuchten Vertreter des Toc75- und des Sam50-Zweigs
der Omp85-Familie hinsichtlich der aus den Hauptleitwerten abgeleiteten Porengroflen der
Kanile (Toc75-Zweig: 1,3 - 1,7 nm, Sam50-Zweig: 0,5 - 0,7 nm, Tab. 4.1). Dieser deutliche
Unterschied konnte mit der unterschiedlichen Funktion der Omp85-Proteine der beiden
Unterfamilien korrelieren (Abb. 4.1). Zumindest beim plastidédren Importkanal Toc75 wird fiir
die Proteintranslokation durch die Membran eine Porengrofle bendtigt, die die
Durchschleusung einer entfalteten Polypeptidkette ermdglicht. Diese Voraussetzung trifft fiir
die ermittelten Porengrofen der untersuchten Vertreter der Toc75-Unterfamilie zu, deren
Durchmesser ausreichend fiir den Transport von Polypeptidketten durch die Membran sind
[95]. Die Omp85-Proteine YaeT und Sam50 hingegen sind Komponenten von
Translokationsapparaten, mit deren Hilfe Proteine in die Membran integriert, nicht aber durch

die Membran geschleust werden miissen. Da die exakte Funktion der Omp85-Proteine in
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Anabaena noch nicht geklart ist, stellt sich die Frage, ob deren PorengroBe einen Hinweis auf
ihre Funktion liefern konnte (siehe auch Kap. 4.3). Wie bereits erwihnt, scheint sich der
Toc75-Importkanal aus dem Vorfahren von Alr2269 entwickelt zu haben (siehe Kap. 1.3.1),
vermutlich weil dieses Protein eine ausreichend groBe Pore zur Durchschleusung einer
Polypeptidkette bereitstellte. Zusétzlich konnte die Tatsache, dass Alr2269 bestimmte
Signalsequenzen erkennen kann [31], dessen Vorfahren als Kandidaten fiir den Importkanal
der plastiddren dulleren Hiillmembran préadestiniert haben.

Zwischen Schaltverhalten und Phylogenie der Omp85-Familie ldsst sich anhand der in dieser
Arbeit erzielten Ergebnisse kein klarer Zusammenhang erkennen. In beiden Unterfamilien
finden sich sowohl Vertreter, die ein hochfrequentes Schaltverhalten zeigen (Alr2269,
Alr4893 und YaeT, Tab. 4.1), als auch solche mit niedriger Schaltfrequenz zwischen den
Offnungszustinden (Alr0075, psToc75 und dmSam50, Tab. 4.1). Die eukaryotischen Omp85-
Proteine psToc75 und dmSam50 zeigten allerdings beide niederfrequentes Schaltverhalten,
wihrend sich aus den elektrophysiologischen Analysen der prokaryotischen Vertreter
andeutet, dass hier die Grofle der N-terminalen Doméne das Schaltverhalten beeinflussen

konnte (siehe Kap. 4.2).

4.2 Einfluss der N-terminalen Doméne auf die Funktion und Eigenschaften

der Proteine der Omp85-Familie

Die N-terminale Doméne der Omp85-Proteine iibernimmt wichtige Funktionen in der
Homointeraktion bzw. in der Heterointeraktion mit anderen Proteinen. So konnte ein Einfluss
dieser Domine auf die Komplexbildung von Alr2269 festgestellt werden: einerseits zeigten
die Ergebnisse von Interaktionsstudien, dass die N-terminale Domine in vitro Homodimere
ausbildet [31], andererseits bildet Alr2269 sowohl in vitro als auch in vivo homotrimere
Komplexe aus, wihrend in in vitro-Interaktionsanalysen der C-terminalen Porenregion
lediglich Dimere nachweisbar waren [36]. Dariiber hinaus wurde in der N-terminalen Doméne
das POTRA-Motiv identifiziert, das eine vermittelnde Rolle bei der Interaktion des Proteins
mit seinen Substraten auszuiiben scheint [16, 31, 96]. Eine katalytische Funktion bei der
Integration von Membranproteinen ist, wie fiir YaeT beschrieben wurde [33, 39], vermutlich
am ehesten auf die N-terminale Doméne zuriickzufiihren, da diese in das Periplasma ragt und
so als Rezeptor fiir die aus dem Cytoplasma iiber die innere Membran in das Periplasma
geschleusten Proteine dienen konnte. Es kann also vermutet werden, dass die N-terminale

Domine der Omp85-Proteine zusitzlich zu ihrer Rolle bei der Komplexbildung eine Funktion
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Abbildung 4.2: Kristallstruktur von FhaC. Gold: distaler Teil der C-terminalen Kanaldoméne, rot: proximaler
Teil der C-terminalen Kanaldomine, griin: N-terminale Domiine (Auflsung: 3,15 A [16], PDB-ID 2QDZ). Die
Abbildung wurde mit Yasara (www.yasara.org) und PovRay (www.povray.org) generiert.

wahrnimmt, wie sie fiir VDAC bereits hinsichtlich einer in diesem Falle autokatalytisch
verlaufenden Insertion postuliert wurde [97].

Dariiber hinaus weisen die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse auf eine Funktion des
N-Terminus bei der Regulation der Kanaleigenschaften dieser Proteinfamilie hin. Die
N-terminale Doméine kann sowohl das Schaltverhalten, als auch den Leitwert, und im Falle
von psToc75 sogar die Selektivitit der Porendoméne beeinflussen (siehe Tab. 4.1). Weiterhin
konnte fiir Alr2269 gezeigt werden, dass der N-Terminus nicht nur weitere Unterleitwerte
induziert, sondern auch die Haiufigkeit, mit der die verschiedenen Schaltzustinde
eingenommen werden, moduliert (siche Kap. 3.1 und Abb. 3.8). Die Rontgenstrukturanalyse
von FhaC [16] zeigte, dass bei diesem zur TpsB-Omp85-Superfamilie gehdrenden Protein ein
Loop der N-terminalen Doméne die Kanalpore durchspannt (Abb. 4.2). Somit ist es denkbar,
dass der beobachtete Einfluss der N-terminalen Doméne auf die Porenregion der OmpS85-
Proteine auf eine vergleichbare N-terminale Struktur zuriickzufiihren sein kénnte. Wéhrend
Untersuchungen an dem ebenfalls aus 16 B-Faltblittern aufgebauten mitochondriellen Porin
von Neurospora crassa zeigten, dass dessen Idsliche Proteindoméne lediglich eine
stabilisierende Wirkung auf das Protein ausiibt, nicht aber die elektrophysiologischen

Eigenschaften der Porendoméne beeinflusst [98], wurde fiir die in dieser Arbeit analysierten
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Omp85-Proteine ein deutlicher regulatorischer Einfluss der hydrophilen N-terminalen

Domine auf die elektrophysiologischen Eigenschaften der Kanalregion festgestellt.

4.3 Funktion der Omp85-Proteine von Anabaena sp. PCC 7120

Ein Vergleich der Ergebnisse der drei Vertreter der Omp85-Familie in Anabaena sp.
PCC 7120 zeigt vor allem deutliche Unterschiede beim Schaltverhalten und den ermittelten
Hauptleitwerten (sieche Kap. 3.3). Aus den hier durchgefiihrten Messungen lésst sich ableiten,
dass die drei Vertreter unterschiedliche Funktionen in Anabaena sp. PCC 7120 iibernehmen.
Durch eine Promotor-GFP-Fusionsanalyse konnte die Expression von Alr0075 lediglich in
vegetativen Zellen nachgewiesen werden, wihrend Alr2269 und AlIr4893 sowohl in
vegetativen Zellen als auch in Heterozysten exprimiert werden (personliche Mitteilung,
K. Nicolaisen). Diese unterschiedliche Lokalisierung konnte einen Hinweis auf die
verschiedenen Funktionen der Omp85-Vertreter von Anabaena sp. PCC 7120 geben. In einer
Proteomanalyse der duBleren Membran von Anabaena sp. PCC 7120 konnte lediglich Alr2269
detektiert werden [78]. Auch im Proteom der duBleren Membran der stickstofffixierenden
Heterozysten konnte nur Alr2269 identifiziert werden [99]. Dies lésst auf eine deutlich hohere
Expression von Alr2269 im Vergleich zu seinen Homologen schlieBen. Wie bereits in
Kap. 4.2 erwéhnt, wurde in vitro und in vivo eine Homooligomerisierung von Alr2269 zu
trimeren Komplexen nachgewiesen [36]. Es wiére durchaus vorstellbar, dass dariiber hinaus
eine Heterooligomerisierung von Alr2269 mit einem oder beiden anderen Omp85-Homologen
stattfinden konnte, was eine funktionelle Diversifikation der Omp85-Proteinkomplexe
ermOglichen wiirde.

Wie verschiedene andere Gene, die fiir Vertreter der Omp85-Familie kodieren, konnte auch
alr2269 als Teil eines Operons identifiziert werden. Proteobakterien, wie beispielsweise
E. coli [22], besitzen eine Operonstruktur, in welcher das Omp85-Gen yaeT zusammen mit
dem Gen skp, das fiir ein periplasmatisches Chaperon kodiert, organisiert ist. Dagegen findet
sich im Operon, in dem alr2269 lokalisiert ist, kein fiir ein periplasmatisches Chaperon
kodierendes Gen. Stattdessen konnten in diesem Operon mit [pxC, IpxB und IpxA mehrere
Gene identifiziert werden, die flir Proteine des Biosyntheseweges von Lipid A, welches den
Grundbaustein der Lipopolysaccharidschicht des dulleren Leaflets der duleren Hiillmembran
von Gram-negativen Bakterien darstellt, kodieren. Die Regulation der Lipid A-Biosynthese
und die Expression von Alr2269 scheinen also eng gekoppelt zu sein [100]. Neue Ergebnisse
unserer Arbeitsgruppe weisen zudem darauf hin, dass Alr2269 einen deutlichen Einfluss auf

die Stabilitdt der duBeren Hiillmembran von Anabaena sp. PCC 7120 zu haben scheint
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(personliche Mitteilung, K. Nicolaisen). So wurde nach einer Abreicherung von Alr2269 in
der &duBeren Membran sowohl eine erhohte Permeabilitit fiir bestimmte schédliche
Substanzen bzw. Enzyme (Erythromycin, Lysozym, Proteinase K und SDS), als auch eine
erhohte Aufnahmerate verschiedener Aminosauren festgestellt.

Im Gegensatz dazu ist alr4893 nicht Teil eines Operons, sondern befindet sich zwischen zwei
Genen, die in entgegengesetzter Richtung transkribiert werden. Das Gen alr0075, das fiir das
dritte Omp85-Protein von Anabaena sp. PCC 7120 kodiert, ist moglicherweise wiederum
Bestandteil eines Operons. Die flankierenden Gene kodieren fiir eine putative Glykosyl-
transferase (alr0074) und eine putative Permease (alr0076); hingegen ist wiederum kein
Chaperon-kodierendes Gen Bestandteil dieses Operons. Auch hier findet sich somit eine
Operonstruktur, die sich von der der proteobakteriellen Omp85-Gene unterscheidet. In im
Vergleich zu Alr2269 geringerem Ausmal} scheint auch eine Abreicherung von Alr0075 in
der duBleren Membran Einfluss auf ihre Stabilitit zu haben, da auch hier eine erhohte
Permeabilitdt flir Erythromycin festgestellt werden konnte (personliche Mitteilung,
K. Nicolaisen).

Der Effekt der Omp85-Proteine von Anabaena sp. PCC 7120 auf die Stabilitit der dufleren
Membran konnte sowohl direkt, bedingt durch die Translokation oder Insertion von
Lipopolysacchariden, als auch indirekter Natur sein, beispielsweise durch die Translokation
oder Insertion von Proteinen in die duflere Membran, die eine essentielle Funktion bei der
Assemblierung der Lipopolysaccharidschicht besitzen und die duflere Membran somit
stabilisieren. Eine Auswirkung auf die Insertionsrate bestimmter Proteine wurde z. B. fiir das
mitochondrielle B-Barrel-Protein VDAC gezeigt. Nach Integration von VDAC in eine
Phospholipidmembran erhdhte sich die Insertionsrate der Proteine PorA/Cl1 und KcsA

signifikant, nicht aber diejenige von a-Hamolysin [101].

4.4 Die evolutioniire Entwicklung der Proteine der Omp85-Familie

Aus den elektrophysiologischen Ergebnissen der Teilkonstrukte von psToc75 und Alr2269
lassen sich moglicherweise Riickschliisse auf die evolutiondre Entwicklung der Proteine der
Omp85-Familie ziehen. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass die distalen
C-Termini von Alr2269 (AnaD) und psToc75 (PsD) in der Lage sind, Homodimere zu bilden
(siche Kap. 3.3.2 und 3.4). Fiir das Protein OmpX, das ebenfalls nur aus acht -Faltbléttern
aufgebaut ist, wurde dies bereits gezeigt: ein Konstrukt, das durch Genduplikation von OmpX
hergestellt worden war, war in der Lage, einen funktionellen Kanal zu bilden[81]. Durch

Homo- oder Heterooligomerisierung von zwei aus je acht p-Faltblittern aufgebauten
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Proteinen konnte so in einem ersten Schritt das aus 16 Faltbldttern bestehende -Barrel als
Ursprung der modernen Omp85-Proteine entstanden sein. Um zu iberpriifen, ob eine
Homooligomerisierung als evolutionidrer Mechanismus fiir die Bildung der Porenregion in
Frage kommt, wurde die Ahnlichkeit der proximalen und distalen Bereiche der C-Termini von
Alr2269 und PsToc75 untersucht. Alignments mit dem Programm ClustalW [84] ergaben eine
Identitit von 23 % (Alr2269) bzw. 21 % (psToc75) und eine Ahnlichkeit von 46 % (Alr2269)
bzw. 42 % (psToc75). Diese Werte zeigen zwar keine deutliche Ubereinstimmung der beiden
achtstrangigen Teilbereiche dieser Proteine, die Bildung der Porendomine durch
Homooligomerisierung kann dennoch nicht vollig ausgeschlossen werden, wenn man
bedenkt, dass die Entstehung der Omp85-Proteinfamilie vermutlich bereits vor iiber
2,8 Milliarden Jahren und somit zu einem evolutionir gesehen sehr frithen Zeitpunkt stattfand
[102].

In einem zweiten Schritt konnten die Eigenschaften der Kanalpore durch Wechselwirkung mit
periplasmatischen Proteinen beeinflusst worden sein. Ein aktuelles Beispiel einer
regulatorischen Interaktion eines periplasmatischen Proteins mit einem integralen
Membranprotein ist z.B. die Regulation des membranintegrierten Proteins FhuA durch das
periplasmatisch lokalisierte TonB in E. coli [103]. Durch ein solches regulatorisches Protein
konnte eine Feinregulierung der Kanaleigenschaften ermdoglicht worden sein. Durch
Reorganisation der bakteriellen DNA konnten dann die Gene, welche die beiden
Untereinheiten — also die periplasmatische und die membranintegrierte — kodieren, zunichst
in einem gemeinsamen Operon zusammengefasst worden sein, was die Regulation der
Expression und die korrekte Stochiometrie des Komplexes sichergestellt hitte. In einem
dritten Schritt konnte dann durch Genfusion der verschiedenen Untereinheiten zu einem
einzigen Protein der Vorldufer der modernen Vertreter der Omp85-Familie entstanden sein.
Eine graphische Darstellung dieser hypothetischen Entwicklung der Omp85-Familie ist in
Abb. 4.3 dargestellt.

Monomer

LPS

oM Proteinstruktur
PL

!
— -

Genstruktur

Abbildung 4.3: Modell der hypothetischen Entwicklung der Omp85-Familie auf Protein- und genetischer
Ebene. OM duflere Membran, LPS Lipopolysaccharidschicht, PL Phospholipidschicht (verdndert nach [36]).
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Die physische Verbindung der N-terminalen mit der C-terminalen Doméne hatte zusétzlich
eine weitere Konsequenz zur Folge, die in den unterschiedlichen Interaktionsfahigkeiten der
Dominen von psToc75 und seinem cyanobakteriellen Verwandten Alr2269 erkennbar ist.
Nach der endosymbiotischen Aufnahme des cyanobakteriellen Vorldufers in die
eukaryotische Wirtszelle und dem nachfolgenden Transfer des genetischen Materials in den
Zellkern musste sich der Symbiont neuen Bedingungen anpassen. Damit verbunden war die
Ubernahme neuer Funktionen, in diesem Fall des Imports plastidirer Vorstufenproteine aus
dem Cytoplasma durch die Membransysteme in den Chloroplasten. Zu diesem Zweck
mussten die Eigenschaften des cyanobakteriellen Omp85-Proteins verdndert und an die neuen
Gegebenheiten angepasst werden. Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse lassen den Schluss
zu, dass diese Anpassung einen starken Einfluss auf die Affinitit der N-terminalen Doméne
zur Porenregion des Proteins hatte. Wahrend letztere bei Alr2269 so stark ist, dass auch nach
physischer Trennung von N- und C-Terminus eine Interaktion deutlich zu erkennen ist (siche
Kap. 3.3.1), konnte dies bei psToc75 nicht beobachtet werden (siche Kap. 3.4). Durch die
physische Verbindung von N- und C-terminaler Domine war diese Affinitdt aber nicht mehr
von Bedeutung, so dass sie moglicherweise zugunsten einer neuen Funktion, beispielsweise

der Interaktion mit Toc34 [31] bzw. Toc159 [23], aufgegeben wurde.
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5. Schlussfolgerung und Ausblick

Ziel dieser Arbeit war die elektrophysiologische Charakterisierung von pro- und
eukaryotischen -Barrel-Membranproteinen der Omp85-Familie sowie deren Vergleich. Die
analysierten Proteine wurden aufgrund ihrer Position innerhalb des phylogenetischen
Stammbaums dieser Proteinfamilie ausgewahlt; hierbei wurde beriicksichtigt, dass sich diese
Proteinfamilie phylogenetisch in zwei Hauptarme aufteilt. Aus dem Toc75-Zweig der
Omp85-Familie wurden die folgenden Vertreter ausgewéhlt: der eukaryotische Importkanal
der duBeren plastiddren Hiilllmembran der Erbse Pisum sativum (psToc75) sowie die drei
Omp85-Homologen des ndchsten prokaryotischen Verwandten der heutigen Chloroplasten,
des Cyanobakteriums Anabaena sp. PCC 7120 (Alr2269, Alr0075 und Alr4893). Aus der
Sam50-Unterfamilie der Omp85-Proteine wurden folgende Vertreter ausgewihlt: das
eukaryotische mitochondrielle Omp85-Protein der Fruchtfliege Drosophila melanogaster
(dmSam50), das Teil des Integrationskomplexes der duleren Mitochondrienmembran ist, und
das Omp85-Protein des prokaryotischen y-Proteobakteriums Escherichia coli (YaeT), das
zusammen mit anderen Komponenten die Integration von Membranproteinen in die dullere
Membran dieses Gram-negativen Bakteriums ermoglicht.

Zundchst wurde ein elektrophysiologisches Messsystem konstruiert und etabliert, mittels
dessen die Proteine mit der Lipid-Bilayer-Technik analysiert werden konnten. Die
anschlieende Charakterisierung der oben genannten Omp85-Proteine zeigte einerseits, dass
alle Vertreter dieser Proteinfamiliec Kationenselektivitidt aufweisen, was auf eine dhnliche
Ladungsverteilung im Inneren der Porenregion der Omp85-Proteine schlieBen ldsst.
Demgegeniiber konnten zwischen beiden Unterfamilien deutliche Unterschiede hinsichtlich
der aus den gemessenen Leitwerten abgeleiteten Porendurchmesser festgestellt werden. Hier
zeigte sich, dass die Durchmesser der Kanalporen der Vertreter der Toc75-Unterfamilie die
Porendurchmesser repréasentativer Vertreter der Sam50-Unterfamilie um das etwa Zwei- bis
Dreifache iibertrafen. Diese drastischen strukturellen Unterschiede zwischen beiden Omp85-
Unterfamilien konnten die unterschiedlichen Aufgaben dieser Proteine widerspiegeln, da die
Vertreter der Sam50-Unterfamilie eine Funktion bei der Integration von Membranproteinen
haben, wihrend Toc75 die Translokation von Polypeptidketten durch die Membran
ermoglicht.

Die Analyse der elektrophysiologischen Ergebnisse der drei Omp85-Vertreter von Anabaena
sp. PCC 7120 ergab niedrige Kationenselektivititen. Die Porendurchmesser der ndher
miteinander verwandten Proteine Alr0075 und Alr4893 wiesen vergleichbare Werte auf,

wiahrend der Durchmesser des von Alr2269 gebildeten Kanals deutlich dariiber lag. Das
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Schaltverhalten der drei Proteine zeigte ebenfalls deutliche Unterschiede, die moglicherweise
mit den unterschiedlichen Groflen der N-terminalen Domédnen der drei cyanobakteriellen
Vertreter zusammenhéngen konnten. Wéhrend fiir Alr0075, das einen vergleichsweise kurzen
N-Terminus enthélt, ein niederfrequentes Schaltverhalten beobachtet werden konnte, zeigen
Alr2269 und Alr4893, die beide deutlich groBere N-terminale Doménen besitzen, ein
hochfrequentes Schalten zwischen gedffnetem und geschlossenem Kanalzustand. Hinsichtlich
der Funktion dieser Omp85-Proteine kann aufgrund des im Vergleich zur Sam50-
Unterfamilie groBen Porendurchmessers spekuliert werden, dass diese Proteine an
Transportprozessen beteiligt sind. Die Tatsache, dass a/r2269 in einem gemeinsamen Operon
mit mehreren Genen des Lipid A-Syntheseweges lokalisiert ist sowie die Beobachtung, dass
eine Abreicherung dieses Proteins offensichtlich zu einer verringerten Stabilitdt der dulleren
Hiillmembran fiihrt, konnte auBBerdem auf eine Rolle des Omp85-Proteins bei der Integration
von Lipid A in die Lipopolysaccharidschicht der &uBeren Hiillmembran von Anabaena
schlieBen lassen.

Anhand von Topologievorhersagen der Omp85-Proteine, die einen Aufbau aus einer
N-terminalen hydrophilen und einer C-terminalen hydrophoben Doméne ergaben, wurden
Teilkonstrukte von  Alr2269, psToc75 wund YaeT erstellt. Die Analyse der
elektrophysiologischen Daten zeigt eindeutig, dass die C-terminale Doméne die Porenregion
der Omp85-Proteine bildet, wihrend die N-terminale Doméne nachweislich einen
regulatorischen Einfluss auf die biophysikalischen Eigenschaften hat, der sich z.B. in einer
Modulation des Leitwerts (bei psToc75 und Alr2269) oder des Schaltverhaltens (bei Alr2269
und YaeT) =zeigt. Zusitzlich konnte durch die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse
nachgewiesen werden, dass die N-terminale Doméne des cyanobakteriellen Omp85-Proteins
Alr2269, das die hochste Verwandtschaft zum plastiddren Importkanal Toc75 besitzt, eine
starke Affinitdt zur C-terminalen Porendoméne besitzt, wihrend dies bei Toc75 offensichtlich
nicht der Fall ist. Weiterhin konnte durch die elektrophysiologische Analyse der distalen
C-Termini der Omp85-Proteine, welche die innerhalb dieser Proteinfamilie am stdrksten
konservierten Proteinregionen sind und acht der 16 am Aufbau des B-Barrels beteiligten
B-Faltblitter bereitstellen, eindeutig gezeigt werden, dass diese schaltfahige Kanile zu bilden
vermogen. Der dabei ermittelte Leitwert legt die Vermutung nahe, dass die distalen
C-Termini einen Kanal bilden konnen, der aus Homodimeren besteht, diese Teile des Proteins
also eine starke Affinitdt zu sich selbst besitzen. Durch die Analyse aller mit den Omp85-
Teilkonstrukten gewonnenen Daten konnte zudem eine Hypothese zur Evolution dieser

Proteinfamilie aufgestellt werden. Demnach konnte die C-terminale Kanaldoméne dieser
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Proteine durch Homo- oder Heterodimerisierung des distalen C-Terminus gebildet worden
sein. Zur Regulation der Kanaleigenschaften und der Interaktion mit anderen Proteinen
konnte daraufhin die N-terminale Doméne hinzugekommen sein, zundchst als separates
Protein mit hoher Affinitdt zur Kanaldomédne. Durch genetische Reorganisation in einem
gemeinsamen Operon und anschlieBende Fusion der beteiligten Gene kdnnte das primitive
Omp85-Protein entstanden sein. Durch Endosymbiose mussten die Omp85-Proteine
verdnderte Aufgaben iibernehmen, die vermutlich eine Verringerung der Affinitidt der
nunmehr physisch verbundenen regulatorischen Doméne zur Folge hatten.

Durch die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse konnten somit wichtige Erkenntnisse zum
Verstindnis der Evolution und der Funktion der Proteine der Omp85-Familie gewonnen
werden. Dariiber hinaus konnten durch die elektrophysiologischen Analysen der Omp85-
Proteine Grundlagen gelegt werden, die beispielsweise bei der Beantwortung folgender
Fragestellungen von Nutzen sind: die Ergebnisse konnten dazu beitragen, die genaue
Funktion der drei Omp85-Homologen in Anabaena sp. PCC 7120 aufzuklaren. Zur Klirung
der Frage, ob die Ldnge der regulatorischen N-terminalen Doméne einen Einfluss auf das
Schaltverhalten hat, sollten zudem Teilkonstrukte von Alr4893, das eine vergleichsweise
lange N-terminale Domine besitzt, und Alr0075, dessen N-Terminus deutlich kiirzer ist,
detailliert analysiert und mit den in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen der Teilkonstrukte
AnaC und AnaA des Proteins Alr2269 verglichen werden. Durch solche Experimente konnte
auch die Frage geklart werden, ob die im Vergleich zu Alr2269 geringeren Leitwerte von
Alr0075 und Alr4893 durch die C-terminale Porenregion bestimmt sind oder ob sie durch den
Einfluss der N-terminalen Doméne zustande kommen. Weiterhin kdnnte durch solche
Versuche festgestellt werden, ob auch bei diesen beiden prokaryotischen Omp85-Proteinen
eine hohe Affinitdt zwischen den beiden Proteindoménen, wie in dieser Arbeit fiir Alr2269
nachgewiesen, beobachtet werden kann. Zusétzlich konnte durch Interaktionsanalysen der
Frage nachgegangen werden, ob diese homologen Proteine mdglicherweise heterooligomere
Komplexe miteinander ausbilden, was zusammen mit der beobachteten unterschiedlichen
Expression dieser Homologen in vegetativen Zellen und Heterozysten von Anabaena sp.
PCC 7120 weitere Hinweise auf ihre Funktion liefern konnte.

Um die oben erwédhnte mogliche Rolle von Alr2269 bei der Integration von Lipid A in die
duBere cyanobakterielle Hiillmembran aufzukldren, konnte auflerdem der Einfluss von
Lipid A auf die biophysikalischen Eigenschaften von Alr2269 untersucht werden. Zusétzlich
konnte ein Vergleich der elektrophysiologischen Eigenschaften von Alr2269 mit denjenigen

des Proteins OstA, das die Integration von Lipopolysacchariden in die dullere Membran
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Gram-negativer Bakterien vermittelt, weitere Antworten zu dieser Frage liefern. Daher sollte
auch dieses Protein elektrophysiologisch untersucht werden.

Wie in Kap. 1.3.2 erwéhnt, konnten bei Arabidopsis thaliana neben atToc75-11I, dem
nichsten Verwandten zum in dieser Arbeit untersuchten plastiddren Importkanal psToc75 von
Pisum sativum, mit atToc75-1V, atToc75-V, atP35 und atP47 noch vier weitere Proteine der
Toc75-Unterfamilie identifiziert werden (siehe auch Abb. 1.1). Hier stellt sich insbesondere
die Frage nach den elektrophysiologischen Eigenschaften der drei Omp85-Vertreter
atToc75-V, atP35 und atP47, da diese eine hohere Verwandtschaft zu den cyanobakteriellen
Omp85-Proteinen besitzen als atToc75-II1 und atToc75-1V, und somit ein Vergleich der
Eigenschaften dieser Proteine mit den drei in dieser Arbeit analysierten Vertretern von
Anabaena sp. PCC 7120 weitere Antworten zur evolutiondren Entwicklung des plastidiren
Importkanals liefern konnte.

Das Hauptaugenmerk dieser Arbeit lag auf der Analyse der Toc75-Unterfamilie der Omp85-
Proteine. Aus den elektrophysiologischen Ergebnissen Vertreter der Sam50-Unterfamilie
ergeben sich allerdings ebenfalls Ansatzpunkte fiir weitere Untersuchungen. So stellt sich die
Frage, ob auch in dieser Unterfamilie eine Affinitdt zwischen beiden Proteindominen
festgestellt werden kann und ob hier moglicherweise ebenfalls Affinitdtsunterschiede
zwischen prokaryotischen und eukaryotischen Vertretern existieren. Dariiber hinaus sollten
zur Erweiterung der Erkenntnisse {iiber diese urspriingliche Proteinfamilie auch die
elektrophysiologischen Eigenschaften weiterer Vertreter beider Unterfamilien analysiert und
mit den in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen verglichen werden. Interessant wire zum
Beispiel die Analyse des zur Sam50-Unterfamilie gehdrenden Omp85 aus Neisseria
meningitidis, das eine Rolle bei der Lipidinsertion in die &dullere Hiillmembran spielt und
somit eine abweichende Funktion zu den in dieser Arbeit analysierten Proteinen der Sam50-
Unterfamilie besitzt, oder eines Vertreters der a-Proteobakterien, der ndchsten Verwandten
der heutigen Mitochondrien.

Mithilfe des in dieser Arbeit konstruierten und etablierten Lipid-Bilayer-Messsystems ist es
dariiber hinaus moglich, den Einfluss von Inhibitoren oder Effektoren auf die elektro-
physiologischen Eigenschaften der Omp85-Proteine zu untersuchen. So sollte z.B. der
Einfluss von plastiddren Signalpeptiden auf das Schaltverhalten von Alr2269 untersucht
werden, da eine Affinitdt der N-terminalen Doméne zu solchen Signalsequenzen biochemisch
in Interaktionsanalysen gezeigt werden konnte. Das Ergebnis einer solchen Untersuchung,
unterstiitzt durch Importversuche, konnte weitere Hinweise zur Aufkldrung der genauen

Funktion von Alr2269 bei der beobachteten Stabilisierung der duBleren Hiillmembran von
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Anabaena sp. PCC 7120 liefern. Eine Interaktion dieses Proteins mit Signalsequenzen und
deren Transport durch die Membran spriche fiir eine Funktion von Alr2269 bei der
Integration membranstabilisierender Proteine in die &duflere Hiillmembran. Dariiber hinaus
konnten diese Versuche einen wichtigen Beitrag zum Verstindnis der evolutiondren

Entwicklung des Proteinkanals des plastiddren Translokationsapparates leisten.
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