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Zusammenfassung

Gegenstand dieser Arbeit ist ein Beitrag zum Einsatz der Rasterkraftmikroskopie bei der Unter-

suchung biologischer Oberflächen in physiologischer Umgebung. Sie gliedert sich in ein erstes,

methodisches sowie ein zweites, anwendungsorientiertes Teilprojekt.

Das erste Teilprojekt beschäftigte sich mit methodischen Aspekten der Immobilisierungnativer

biologischer Membranen.Es wurden modifizierbare Substrate für die Rasterkraftmikroskopie an

biologischen Objekten untersucht, wobei eine mittlere Oberflächenrauhigkeit (Rrms) von deutlich

weniger als 1 nm (bezogen auf eine Fläche von500 × 500 nm2) angestrebt wurde. Die Möglich-

keit, ausreichend glatte Oberflächen beliebiger Eigenschaften herzustellen zu können, stellt eine

wichtige Voraussetzung dar, um die Rasterkraftmikroskopie für die Untersuchung eines breiten

Spektrums biologischer Materialien routinemäßig nutzen zu können. Die möglichst weitgehende

Abwesenheit von Material, das zur Verunreinigung der Sensorspitze führt, ist eine weitere wich-

tige Voraussetzung dafür. Als geeignete Substrate haben sich Polyvinylphenylketon (PVPK) und

verschiedene Varianten von Furanpolymeren (FP) erwiesen,die eine Rrms von etwa 0,3 nm bzw.

0,15 nm aufweisen.

An die Oberfläche beider Materialien kann beispielsweise das wachstumsfördernde Protein Lami-

nin stabil und mit akzeptabler geringfügiger Erhöhung der Rauhigkeit adsorbiert werden. Zellen

zeigen auf diesen Substraten normales Wachstumsverhalten, haften stabil darauf während mehre-

rer SFM-Messungen und ihre natürliche Motilität scheint nicht eingeschränkt zu sein. Auf diese

Weise können insbesondere bei filigranen und dünnen Strukturen wie Lamellipodien Details der

Membranoberfläche ohne störenden Beitrag der Substrat-Textur aufgelöst werden. Die Eignung

insbesondere von PVPK wurde anhand von Primärkulturen aus Fisch-Oligodendrozyten, deren

periphere Lamellipodien nur 20 bis 30 nm dick sind, und Fibroblasten sowie Zell-Linien verschie-

dener Typen (Fisch-Fibroblasten und -Epitheliomzellen, Maus-3T3-Zellen) gezeigt.

Substrate aus Furan-Polymeren (bzw. Modifikationen derselben mit verschiedenen Ko-Monomeren)

erwiesen sich als besonders geeignet für die Immobilisierung von Membranpräparationen wie

Purpurmembran ausHalobacterium salinariumoder Membranfragmenten mit Na,K-ATPase. Es

konnte außerdem am Beispiel von Immunoglobulin M gezeigt werden, dass bestimmte Modifika-

tionen dieses Materials auch für die Adsorption von Makromolekülen aus wässriger Lösung und

deren Abbildung am SFM geeignet sind.

Die untersuchten Materialien ermöglichen also sowohl eineFunktionalisierung als spezifisches

Zellkultursubstrat (PVPK, FP) als auch die Variation von Oberflächenladung, Polarität und chemi-

scher Funktionalisierbarkeit (FP) für die Immobilisierung verschiedener Membran- bzw. Protein-

präparationen.
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ZUSAMMENFASSUNG

Insbesondere beiwohldefinierten, gereinigten Proteinpräparationenausreichender mechanischer

Stabilität steht mit der Rasterkraftmikroskopie inzwischen eine verlässliche Methode hochauflö-

sender Abbildung zur Verfügung. In einem zweiten Teilprojekt wurde dies genutzt, um Sucrose-

porin aus der Außenmembran des gram-negativen BakteriumsSalmonella typhimuriumzu unter-

suchen. Hierfür wurde gereinigtes Protein mit Lipiden rekonstituiert und zweidimensional kri-

stallisiert. Sowohl die zum extrazellulären Medium als auch die zum Periplasma hin exponier-

ten Oberflächen des Proteins konnten mit submolekularer Auflösung abgebildet werden, mit der

Einschränkung, dass die Abbildung der periplasmatischen Seite durch die hohe Flexibilität des N-

Terminus erschwert wurde. Die Optimierung der Rekonstitution wurde jedoch so weit vorangetrie-

ben, dass die an den Vesikelfragmenten gemessenen kraftmikroskopischen Daten nach verschiede-

nen Verfahren der Einzelpartikelmittelung analysiert werden konnten. Anhand der Rohdaten und

der gemittelten Daten war es möglich, die Topographie der elektrolytexponierten Oberflächen zu

unterscheiden und jeweils Domänen unterschiedlicher Flexibilität zu charakterisieren. Im Fall der

periplasmatischen Seite kam es, je nach Auflagekraft, entweder zu einem dominierenden Einfluss

des flexiblen N-Terminus auf die Abbildung oder aber zur Abbildung des starrenβ-Barrel-Trimers,

wobei sich der N-Terminus dann nur noch in Form erhöhten Rauschens bemerkbar machte. Die-

ser Befund steht in Einklang mit bisherigen Annahmen zu den Abmessungen und Eigenschaften

der flexibel verankerten N-terminalen Coiled-Coil-Struktur. Bei der Abbildung der extrazellulä-

ren Seite konnte der kraftabhängige Beitrag externer Loopsan der peripheren Wand desβ-Barrels

gezeigt werden.

Insgesamt zeigte sich mit Lipiden rekonstituiertes Sucroseporin einer kraftmikroskopischen Un-

tersuchung unter quasi-nativen Bedingungen in wässriger Lösung sehr gut zugänglich, was eine

vertiefte Untersuchung mit dieser Methode erfolgversprechend erscheinen lässt. Die bereits er-

reichte laterale Auflösung der Größenordnung 2 nm dürfte sich nach weiterer Optimierung der

Rekonstitution problemlos in den üblichen Subnanometer-Bereich steigern lassen.

Teile dieser Arbeit wurden veröffentlicht in Weiland et al., 1998 (Abstract), Linder et al., 1999,

ferner in Giebel et al., 1999.
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Grundlagen und Methoden

1 Rasterkraftmikroskopie

1.1 Grundlagen

1.1.1 Messprinzip

Die Verfahren der Rasternahfeldmikroskopie (oder Rastersondenmikroskopie), zu denen auch die

Rasterkraftmikroskopie (Binnig et al., 1986) gehört, beruhen auf der Messung lokaler Wechselwir-

kungen einer Mess-Sonde, die in geringem Abstand über eine Probenoberfläche geführt wird. Cha-

rakteristisch ist hierbei, dass die laterale Auflösung nicht durch die Wellenlänge des Austauschteil-

chens (z. B. Elektron, Photon) limitiert wird, wenn der Abstand Sonde-Objekt wesentlich kleiner

als diese Wellenlänge gewählt wird (Messung im Nahfeld). Das Wechselwirkungsprofil und damit

die charakteristische Interaktionslänge (Abfalllänge) hängt von der jeweiligen Art der Wechselwir-

kung ab (z. B. Tunnelstrom bei der Rastertunnelmikroskopie, optische Transmission im Nahfeld

und Fluoreszenz einzelner Chromophore bei der optischen Nahfeldmikroskopie). Bei der Kraft-

mikroskopie spielen Beiträge von verschiedenen Kräften eine Rolle, so z. B. die Pauli-Repulsion,

van-der-Waals-Kräfte, elektrostatische Kräfte. Bei der abbildenden (Raster-) Nahfeldmikroskopie

wird die Mess-Sonde Zeile für Zeile über die Objektoberfläche geführt. Die Auflösung der Ra-

sternahfeldmikroskopien wird vom jeweiligen Wechselwirkungsprofil, dem Abstand und der Geo-

metrie der Mess-Sonde sowie von der Präzision der Detektionseinheit und der Rasterungseinheit

bestimmt.

1.1.2 Kraftsensoren und Detektion

Für die Rasterkraftmikroskopie werden Sensoren verwendet, die aus einem Federbalken beste-

hen (Cantilever, meist in Form einer einarmigen oder triangelförmigen Blattfeder), an dessen Ende

sich eine pyramidenförmige oder konische Sensorspitze befindet. Inzwischen werden überwiegend

kommerziell verfügbare Sensoren verwendet, die nach den inder Halbleiterfertigung üblichen Ver-

fahren aus Silizium- oder Siliziumnitrid-Wafern geätzt werden. Für Messungen im Kontaktmodus

und auch im oszillierenden Modus (s. 1.1.6) in Flüssigkeit an empfindlichen biologischen Mate-

rialien werden meist Siliziumnitridsensoren mit Federkonstanten von 0,01N
m

bis 1,0N
m

verwendet,

für Messungen im oszillierenden Modus an Luft (z. B. auf Festkörperoberflächen) härtere Silizi-

umsensoren mit Federkonstanten von ca. 20N
m

bis 200N
m

.
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GRUNDLAGEN UND METHODEN 1 Rasterkraftmikroskopie

Für die Detektion der Sensor-Auslenkung hat sich bei kommerziellen Kraftmikroskopen das Licht-

zeigerprinzip durchgesetzt, das auf der Messung eines auf der Rückseite des Federbalkens reflek-

tierten Lichtstrahls mittels einer Photodiode beruht (eine ausführlichere Behandlung ist zu finden

in: Colchero in Colton et al., 1998). Handelsübliche Siliziumnitridbalken sind zur Verbesserung

der Reflexivität daher auf der Rückseite mit Gold beschichtet. Wird der Balken ausgelenkt, so

ändert sich die Richtung des Normalenvektors relativ zum einfallenden Strahl und der reflektierte

Strahl bewegt sich auf der Photodiode. Für die Messung dieses Versatzes wird das Differenzsignal

zweier Photodiodensegmente aufgezeichnet. Man erreicht mit dieser Methode eine für hochauflö-

sende Messungen ausreichend große geometrische Verstärkung der Auslenkung. Hohe Auflösung

ist daneben bei den verwendeten Laserdioden mit einer Leistung der Größenordnung 1 mW da-

durch gewährleistet, dass unter diesen Bedingungen das Schrotrauschen des Lasers niedriger ist

als thermisches Rauschen des Federbalkens und Rauschen aufgrund technischer Störungsquellen.

Höhere Laser-Leistungen führen unter Umständen zu erhöhtem thermischen Rauschen. Durch

Verwendung einer Viersegment-Photodiode können überdiesauch die Torsion des Federbalkens

und damit Lateralkräfte aufgezeichnet werden.

Die Amplitude thermischen Rauschens der Sensoreinheit alsprinzipielle Begrenzung der Messge-

nauigkeit beträgt beispielsweise für einen Sensorbalken der Federkonstanten 0,1N
m

unter typischen

Bedingungen in Luft 16 pm, für den aufliegenden Balken 3 pm (Colchero, 1993; s. auch Butt und

Jaschke, 1995). Bei Messung in Flüssigkeit und mit etwas weicheren Balken kommt man jedoch

leicht zu Werten der Größenordnung 100 pm für den aufliegenden Balken. In Flüssigkeit ist die

Resonanzgüte des Balkens bedeutend geringer (das Rauschenverteilt sich auf ein breiteres Fre-

quenzband), außerdem ist die Resonanzfrequenz niedriger (Butt et al., 1993).

1.1.3 Sensorgeometrie und Abbildungscharakteristik

Da die Sensorspitze eine endliche Größe besitzt und die Messung im Nahfeld stattfindet, ist die

Wechselwirkungslänge und damit der Abstand Sensor-Objektklein gegen die Abmessungen der

Spitze. Damit ist die Geometrie der Sensorspitze von entscheidender Bedeutung für die Übertra-

gungscharakteristik des Abbildungsprozesses. Die Abbildung ist, vereinfacht ausgedrückt, eine

Faltung der mit der Spitze erreichbaren Bereiche der Objektoberfläche und der Oberfläche der

Spitze, wenn man elastische Eigenschaften mancher Objekte, lokal unterschiedliche Oberflächen-

ladungsdichten etc. vernachlässigt. Ein einfaches geometrisches Modell der rastersondenmikro-

skopischen Abbildung macht qualitativ deutlich, dass es sich um einen nichtlinearen Prozess han-

delt: eine Protrusion erscheint im Bild breiter, eine Vertiefung schmaler als das tatsächliche Objekt

(Abb. 1 A). Die Höhen der Korrugationen werden in diesem Falldagegen richtig wiedergegeben.

In Abb. 1 B erscheint außerdem die kleine Kugel neben der großen überhaupt nicht im Bild, da sie
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GRUNDLAGEN UND METHODEN 1 Rasterkraftmikroskopie

vom Sensor nicht erreicht wird, sie wird aber sehr wohl abgebildet, wenn sie nicht „im Schatten“

der großen liegt. Rücken Oberflächenstrukturen enger zusammen, wird nicht die tatsächliche Kor-

rugation gemessen, vielmehr gehen hier neben der Abmessung(r) der Oberflächenstruktur sowohl

der Spitzenradius R als auch der Abstand D der einzelnen Strukturen zueinander in die Modulation

der vertikalen Sensorposition ein (Abb. 1 C). Für den Fall dichter Packung (D = 2r, Abb. 1 D) gibt

Engel (1991) für einen solchen “Kristall” (Raumfrequenzν = 1
D

) eine einfache Abschätzung be-

züglich des Spitzenradius: Unter der Annahme, dass das Mikroskop nur Korrugationenh ≥ 0, 01

nm auflösen kann und2r = 0, 5 nm ist, so muss der Spitzenradius R kleiner als 3 nm sein, um das

Gitter auflösen zu können. (Zur lateralen Auflösung s. auch Rohrer in Behm et al. eds., 1990).

Abbildung 1: Auswirkungen der Geometrie der Sensorspitze und der Wechselwirkungslänge auf die Ab-
bildung (sphärische Approximation von Sensorgeometrie und Oberflächenkorrugationen).A: Mit einem
Sensor T des Spitzenradius R erhaltene apparente Topographie A (gestrichelt) der Oberfläche S.κ : Wech-
selwirkungslänge.B: Apparente Topographie eines sphärischen Objekts des Durchmessers d, apparenter

Durchmesser auf halbmaximaler Höhe:FWHM = 2
√

Rd+ d2

4 . Die Höhe des großen Objekts wird
richtig wiedergegeben, das kleinere Objekt wird allerdings überhaupt nicht abgebildet.C: Apparente Topo-
graphie bzw. gemessene Korrugation h von Objekten des Radius r, die im Abstand D zueinander angeordnet

sind, h ≤ r + R −

√

(r +R)2 − D2

4 . D: Spezialfall dichter Packung der Objekte,D = 2r: apparente

Korrugationh ≤
D2

8R (R � D). A, C aus Stemmer und Engel (1990); B, D aus Engel et al. (1997).

Die im obigen Modell verwendete sphärische Approximation der Sensorspitze (R fest) ist nur bei

entsprechend kleinen Korrugationen sinnvoll (Größenordnung kleiner R), der Wirklichkeit kommt

eine sphärisch-konische oder paraboloide Form näher. Dieswird bei größeren Korrugationen rel-

vant, wo der „effektive Radius“ mit der Höhe der abzubildenden Stufen wächst. Die Charakteri-

sierung von individuellen Sensorspitzen muss sich daher anden Dimensionen der abzubildenden
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GRUNDLAGEN UND METHODEN 1 Rasterkraftmikroskopie

Oberflächeneigenschaften orientieren. Abb. 2 A zeigt eine atomar aufgelöste Abbildung der Ober-

fläche des Schichtkristalls ReSe2 (s. auch unter 1.2 Kalibration). Atomare Auflösung (Binnig et

al., 1987; Marti et al., 1987; Giessibl et al., 2000) beruht auf einer Nahfeld-Wechselwirkung ei-

nes oder weniger Atome an der Spitze des Sensors mit den jeweiligen Atomen des Kristallgitters.

Die bisweilen zu beobachtende scheinbare Variabilität atomar abgebildeter Kristallstrukturen kann

neben Verzerrungen durch Drifteffekte auch die Ursache haben, dass „Mehrfachspitzen“ aus einer

unterschiedlichen Anzahl von Atomen zu vielfältigen Überlagerungen der Elementarzellenstruktur

führen können (Abraham u. Batra, 1989, Gould et al., 1989, zit. nach Marti und Amrein, 1993).

Mit der selben Spitze (Olympus OMCL-RC800, k = 0,09 N/m) wurde anschließend an Messung

Abb. 2 ein Eichstandard abgebildet, der speziell für die Charakterisierung von Kraftmikroskop-

Spitzen konzipiert ist. Abb. 3 A, B zeigt das gemessene Bild des Standards TGT01 (Silicon-MDT,

Moskau) und ein Linienprofil daraus. Zum Vergleich ist darunter (Abb. 3 C) ein entsprechendes

Linienprofil der tatsächlichen Topographie gezeigt, das anhand der wirklichen Abmessungen des

Standards sowie der lokalen Maxima des gemessenen Profils mit der SoftwareDeconvo(Silicon-

MDT, Moskau) erzeugt wurde. Da die 600 - 800 nm hohen konischen Spitzen des Standards ver-

gleichsweise schärfer (Öffnungswinkel weniger als 20◦) und rotationssymmetrisch sind, kommt

es damit praktisch - entgegen der Konvention - zu einer Abbildung der vordersten 600 - 800 nm

der pyramidalen Sensorspitze, deren Winkel aufgrund des Schärfungsprozesses etwas kleiner ist

als der nominale Pyramidenwinkel von 70◦. Nur im unmittelbaren Apexbereich ist mit einem

deutlichen Effekt der Faltung von Sensorspitze und Standard zu rechnen, da die Spitzenradien von

vergleichbarer Größenordnung sind (nominaler Spitzenradius Eichstandard:R < 10 nm, Sensor-

spitze: R < 20 nm, Herstellerangaben). Durch Deconvolution lässt sich hier die Spitzenform

rekonstruieren (Abb. 3 D, erzeugt mit der SoftwareDeconvo). Man erhält für die Abbildung von

Strukturen dieser Dimension relevante Spitzenradien vonR1 = 28 nm, R2 = 41 nm (minima-

ler und maximaler Krümmungsradius der ellipsoidalen Oberfläche nahe der Spitze). Diese Ab-

schätzung der Spitzengeometrie beruht auf einer Behandlung der Interaktion Spitze-Oberfläche als

einfache geometrische Exklusion nach Villarrubia (1997).Die entsprechenden morphologischen

Algorithmen bestehen aus einer Reihe iterativer Rechnungen anhand eines rastersondenmikrosko-

pisch aufgenommenen Bildes. Die Methode basiert auf einer Bestimmung der Beschränkungen,

die sich aus den Korrugationen eines gegebenen Bildes ergeben, womit eine Berechnung der wahr-

scheinlichsten Form der Spitze erfolgt (natürlich auf die maximale Höhe der im Bild enthaltenen

Korrugationen beschränkt). Das Ergebnis ist eine Abschätzung der Form der stumpfesten Spit-

ze, mit der das gemessene Bild aufgenommen werden kann. Enthält die gerasterte Oberfläche

„schärfere“ Strukturen als die Spitze, ist das Resultat relativ verlässlich. Der Vorteil gegenüber

anderen Methoden, z. B. elektronenmikroskopischer Abbildung der Spitze nach Gebrauch, besteht

in der Abschätzung der Spitzenform, wie sie während der jeweiligen Abbildung bestand (ein Ver-
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GRUNDLAGEN UND METHODEN 1 Rasterkraftmikroskopie

Abbildung 2: Rheniumdiselenid (ReSe2), A: atomar aufgelöste Aufnahme (Ausschnitt) in 100 mM KCl.
B: FFT-Spektrum: ein Paar von Reflexen 1. Ordnung (Vorzugsrichtung mit nur kleinem Winkel zur Raste-
rungsrichtung) liegt bei (6, 6 Å)−1, also im Bereich der Gitterkonstanten der Chalkogenatome der (0001)-
Oberfläche (a = 6, 72 Å; b = 6, 60 Å). In der anderen Vorzugsrichtung ist die Abweichung aufgrund
Piezodrift bedeutend größer (Werte über 7,5 Å).
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GRUNDLAGEN UND METHODEN 1 Rasterkraftmikroskopie

Abbildung 3: A: Bild eines Silizium-Standards für die Spitzencharakterisierung (TGT01, Silicon-MDT,
Moskau), B: Linienprofil einer Zoomaufnahme.C: Linienprofil der tatsächlichen Topographie,D: Re-
konstruktion der vordersten 377 nm der Spitze durch Deconvolution; oben: Längsschnitt mit paraboloidem
Fit für die Bestimmung des Spitzenradius (Fit gestrichelt), unten: Topographiebild. Partielle blinde Re-
konstruktion nach Villarrubia, 1997, berechnet mit der SoftwareDeconvo(Silicon-MDT). Der angewandte
partielle Algorithmus verwendet nur einen Teil der Bilddaten, nämlich die Bereiche lokaler Maxima, da
hierin bei dem verwendeten Eichstandard die meiste Information über die Spitze enthalten ist.
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gleich der beiden Methoden wird in Dongmo et al., 2000, gegeben). Es ist also nicht unbedingt

notwendig, wie hier geschehen, eine vorherige oder nachträgliche Charakterisierung der Spitze

anhand eines speziellen Standards vorzunehmen, das jeweilige Bild kann als unbekannter Stan-

dard zur Spitzencharakterisierung dienen. Ein Problem derAlgorithmen „blinder Rekonstruktion“

stellt allerdings die Anfälligkeit gegenüber den Einflüssen elektronischen und mechanischen Rau-

schens während der Aufnahme dar: die davon herrührenden scharfen Spikes können zu einer völlig

falschen Einschätzung des Sensorradius führen (da die Abbildung „scharfer“ Korrugationen eine

entsprechend scharfe Spitze impliziert), die sich im Lauf der Iterationen fortpflanzt. Die Wahl ei-

nes in die Berechnung eingehenden Schwellenwerts ist daherkritisch.

Das Beispiel in Abb. 2 und 3 zeigt die unterschiedlichen Aspekte der Geometrie ein und derselben

Sensorspitze, die für die Abbildung von Strukturen verschiedener Größenordnungen relevant sind:

eine pyramidale Spitze der Höhe 2,8µm mit relativ stumpfem Pyramidenwinkel für Korrugationen

von mehreren 100 nm bis in denµm-Bereich, ein durch das Oxidschärfungsverfahren erhaltener

schärferer Apex mit Krümmungsradius von ca. 20 bis 40 nm für Korrugationen dieser Größenord-

nung und eine „Spitze“ atomarer Abmessungen für die Auflösung im Angström-Bereich.

Für den Bereich makromolekularer bis molekularer Größenordnung wurde eine Abschätzung des

Spitzenradius sowohl anhand eines einfachen geometrischen Modells (kugelförmige Spitze auf

konischer Basis) als auch mittels “blinder Rekonstruktion” nach Villarrubia (1997) von Sheng et

al. (1999) vorgenommen: Die Autoren fanden, dass manche Spitzen, mit denen F-Actin-Filamente

gut aufgelöst wurden, einen Spitzeradius von ca. 1 nm und einen Konuswinkel von 30◦ bis 40◦

aufweisen müssen. Dies gilt für den Bereich der „vordersten“ ca. 5 nm bis 10 nm (entsprechend

dem Durchmesser der gemessenen Filamente von ca. 7 nm. Damitzeigt sich, dass auf handelsüb-

lichen Si3N4-Spitzen, für die globale Krümmungsradien von meist über 10nm angegeben werden,

bisweilen Protrusionen bzw. Kontaminationen aufsitzen müssen, die beträchtlich „schärfer“ sind.

1.1.4 Wechselwirkungen Sensorspitze-Objekt

Da in dieser Arbeit alle Messungen in Flüssigkeit durchgeführt wurden, konzentriert sich die fol-

gende Darstellung auf diese Bedingung. Die bei Messungen anLuft relevanten Kapillarkräfte des

sich zwischen Spitze und Unterlage bildenden Flüssigkeitsmeniskus (Adsorbatfilme auf den Ober-

flächen) müssen also nicht berücksichtigt werden (Weisenhorn et al., 1989; Apell et al., 1993).

In wässriger Lösung sind relevante Wechselwirkungen zum einen die im Wesentlichen attraktive

van-der-Waals-Kraft

FvdW =
H R

6z2
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GRUNDLAGEN UND METHODEN 1 Rasterkraftmikroskopie

(hier formuliert für die Wechselwirkung einer kugelförmigen Sensorspitze des Radius R mit einer

ebenen Fläche; z: Abstand Spitze-Fläche, H: Hamaker-Konstante, abhängig von den dielektrischen

Eigenschaften der interagierenden Materialien und des Mediums dazwischen) und zum anderen

elektrostatische Wechselwirkungen, die aufgrund der Überlappung der elektrischen Doppelschich-

ten der beiden mit einem Elektrolyt in Kontakt stehenden geladenen Oberflächen entstehen:

Fel =
4πRσ1σ2lD

εε0
e

−z
lD

(σ1, σ2: Oberflächenladungsdichten,ε0: elektrische Feldkonstante,ε: Dielektrizitätskonstante,

Debye-Länge:lD =
√

εε0kT
e2
�

ciq2i
als Maß für die Dicke der elektrischen Doppelschicht, Ionenstärke:

I = 1
2

∑

ciq
2
i ). Die Beschreibung des Zusammenwirkens dieser beiden wichtigsten Oberflächen-

kräfte ist unter dem Begriff DLVO-Theorie bekannt (Derjaguin und Landau, 1941; Verwey und

Overbeek, 1948; Israelachvili, 1992). Sterische und Solvatations-Wechselwirkungen etc., die auf

der diskreten Natur der Flüssigkeit beruhen, werden hier vernachlässigt. Oberflächenkräfte spie-

len etwa in einem Bereich von 0,1 bis 100 nm eine Rolle (Butt etal. 1995). Abhängig von den

Oberflächenladungsdichten und deren Polarität sowie der Elektrolytkonzentration ist die resultie-

rende Wechselwirkung repulsiv oder attraktiv. Bei sehr kleinen Abständen wird diese (DLVO-)

Kraft attraktiv, da die van-der-Waals-Kraft proportionalzu 1
z

bis 1
z2

fällt, während die elektrosta-

tische Kraft etwa exponentiell abfällt, und sofern man die unterhalb von etwa 2 nm im Prinzip zu

berücksichtigende repulsive Hydratationskraft vernachlässigen kann (Butt, 1991a). Bei weiterer

Annäherung der Oberflächen kommt es schließlich zu einer starken, repulsiven Kraft aufgrund der

Überlappung der Elektronenorbitale von Atomen des Sensorsund des Objekts (Pauli-Abstoßung).

Durch den pH des Elektrolyten kann in vielen Fällen (z. B. beiProteinen) die Oberflächenladungs-

dichte sowie deren Polarität beeinflusst werden. Die Wahl der Elektrolytkonzentration bestimmt,

wie obige Beziehung zeigt, die Debye-Länge, also die Dicke der elektrischen Doppelschicht (Butt,

1991b&1992). Sensorspitzen aus Siliziumnitrid besitzen unterhalb von etwa pH 6 eine positive

Oberflächenladung und sind oberhalb davon negativ geladen,die Ladungsdiche ist abhängig vom

pH (Butt, 1992; Lin et al., 1993).

Wie im vorhergehenden Abschnitt ausgeführt, darf der Abstand der für die Abbildung relevan-

ten Spitze des Sensors aus geometrischen Gründen nicht zu groß werden, um eine Abbildung mit

der gewünschten Auflösung zu erreichen. Es muss also beispielsweise bei abstoßender elektro-

statischer Wechselwirkung eine bestimmte Federkraft (Auslenkung des Cantilevers) aufgebracht

werden, um den Abstand klein zu halten. Wird dadurch (oder durch entgegengesetzte elektri-

sche Polarität) andererseits der Abstand der Sensorspitzezum Objekt zu klein, überwiegen die

kurzreichweitigen Wechselwirkungen (wie z. B. die attraktive van-der-Waals-Kraft und die Pauli-

Abstoßung), die unter Umständen zu einer Beschädigung des Objekts führen können. Durch Ein-
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stellen von pH und Ionenstärke kann man hier für die notwendige Balance sorgen, wie Müller et

al. (1999) unter der Annahme einer kleinen Protrusion auf einer stumpfen globalen Spitze vorge-

führt haben: die Bedingungen (pH, Salzkonzentration, Auflagekraft) sind so zu wählen, dass durch

die längerreichweitige elektrostatische Abstoßung der globalen Spitze (Wechselwirkung mit einer

größeren Fläche) der Abstand der für die Abbildung relevanten Protrusion des Sensors zum Objekt

(WW mit einzelnen Molekülen) einerseits groß genug bleibt,um zerstörungsfreie Abbildung zu

gewährleisten, andererseits klein genug zur Sicherstellung hoher Auflösung ist. Das Optimum für

zerstörungsfreie Abbildung wurde für realistische Randbedingungen auf die Größenordnung 1 nm

geschätzt (Müller et al., 1999). Die effektive Kraft an der Sensorspitze kann bei ausreichender

Kompensation der attraktiven van-der-Waals-Kraft und derdurch den ausgelenkten Federbalken

ausgeübten Auflagekraft durch eine repulsive elektrostatische Kraft der globalen Spitze dabei un-

ter den Wert der Auflagekraft gebracht werden. Unter ungünstigeren Umständen kann die effektive

Kraft aber auch deutlich größer als die Auflagekraft sein. Dies zeigt auch, dass die bloße Kenntnis

der Auflagekraft (aus Cantilever-Auslenkung und Federkonstante) noch keine Aussage darüber er-

laubt, wie groß die tatsächlichen Wechselwirkungen sind. Das beschriebene Modell vernachlässigt

außerdem ja etliche Arten relvanter Wechselwirkungen (Butt, 1995). Ein weiteres Problem besteht

darin, dass pH und Elektrolyt bei empfindlichen biologischen Materialien nicht beliebig variierbar

sind, also die gewünschte Polarität und Ladungsdichte nicht völlig frei wählbar sind. Grundbedin-

gung bei der Untersuchung biologischer Moleküle ist ja oft die Einhaltung nativer Bedingungen.

Dies ist natürlich insbesondere bei unter „Normalbedingungen“ positiv geladenen Materialien ein

Problem (wenn man von negativ geladenen Siliziumnitrid-Sensorspitzen ausgeht).

Praktisch erfolgt die Kontrolle der relevanten Abbildungsbedingungen über die Messung von Kraft-

distanzkurven. Da jede Sensorspitze eine individuelle Geometrie und Ladungsdichte aufweist,

ganz abgesehen von der Variabilität bei biologischen Präparaten, empfiehlt es sich, diese Kontrol-

le vor jeder Messung durchzuführen und ggf. den Messpuffer anzupassen. Die Auflagekraft bei

der Messung (Sollwert der Federbalkenauslenkung) wird meist so eingestellt, dass mit minimaler

Kraft gerade noch optimaler Kontrast erhalten wird.

Bei Kraftmessungen ist zu beachten dass die experimentell bestimmten Kraftdistanzkurven die

Auslenkung des Cantilevers in Abhängigkeit vom Abstand desObjekts zur starren Basis des Canti-

leves angeben (Bewegung des Piezos-Scanners in z-Richtung). Es ist nicht möglich, direkt den Ab-

stand Spitze-Objekt experimentell vorzugeben, entsprechende Kraftabstandskurven können aber

aus den gemessenen Kurven berechnet werden (Apell et al., 1993; Butt, 1995). Zur Diskussion der

Stabilitätsbedingungen für die Wechselwirkung von Sensorspitze und Objekt (inkl. Diskontinuitä-

ten und Hysterese-Effekte der Kraftabstandskurven) sieheauch Apell et al. (1993).
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1.1.5 Scanner

Die Kontrolle der relativen Position von Sensor und Objekt geschieht mit Hilfe von piezoelektri-

schen Aktuatoren, die eine sehr hohe (subatomare) Präzision bieten (ausführlichere Darstellung:

Amrein in Colton et al., 1998). Entweder wird der Sensor in der Ebene des Präparates bewegt und

gleichzeitig dessen vertikale Position zum Präparat kontrolliert oder aber das Präparat wird auf

einem Aktuator montiert und relativ zum Sensor bewegt. Die Aktuatoren beruhen auf dem Prinzip

des inversen piezoelektrischen Effekts und werden daher durch Anlegen einer Spannung betrie-

ben. Sie sind aus Piezoelementen aufgebaut, die meist aus einem speziellen keramischen Material,

beispielsweise Blei-Zirkonat-Titanat, bestehen. Die Abhängigkeit der Verformung von der ange-

legten Spannung ist nicht exakt linear und folgt außerdem einer Hysterese-Kurve. Hinzu kommt,

dass die Verformung eine charakteristische Zeitabhängigkeit zeigt. Eine plötzliche Spannungs-

änderung führt in einem gewissen Ausmaß zu einer schnellen Verformung, danach erreicht das

Piezoelement nach einer annähernd logarithmischen Beziehung langsam seine endgültge Position,

was sich als „Kriechen“ bemerkbar macht.

Bei der Nutzung der spannungsabhängigen Verformung von Piezoelementen für die Positionskon-

trolle in allen drei Raumrichtungen sind folgende Aufbauprinzipien gebräuchlich: Entweder ein

Aufbau nach dem Dreibein-Prinzip (für jede Raumrichtung ein Piezoelement bzw. ein „Stack“ hin-

tereinander angeordneter Elemente) oder aber ein Aufbau aus röhrenförmigen Piezos (siehe Abb. 9

D). Die Röhrenpiezos sind radial polarisiert und innen und außen jeweils mit einem Elektroden-

material beschichtet. Bei dem in x- und y-Richtung rasternden Modul ist die äußere Elektroden-

schicht vierfach segmentiert und damit ist dieses in zwei Richtungen anzusteuern. Die Bewegung

in z-Richtung wird entweder durch eine zusätzlich an allen vier Segmenten angelegte Spannung

oder aber durch ein separates unsegmentiertes Modul erreicht. Bei der zeilenweise rasternden Be-

wegung des Scanners (abbildende Messung mit dem SPM) ist eine schnelle Rasterungsrichtung (x,

Zeilenrichtung) und eine langsame Rasterungsungsrichtung (y, senkrecht dazu) zu unterscheiden.

Die mechanische Resonanzfrequenz des Piezo-Aktuators setzt der Rasterungsgeschwindigkeit eine

prinzipielle Obergrenze, da in der Nähe der Resonanzfrequenz die Beziehung zwischen angelegter

Spannung und Verformung nicht mehr gilt. In der Praxis der Rasterkraftmikroskopie sind für die

Rasterungsgeschwindigkeit allerdings Parameter des Federbalkens (Federkonstante und effektive

Masse), des ihn umgebenden Mediums (Dämpfung) und des Objekts (Elastizität) begrenzend (Butt

et al., 1993).
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1.1.6 Betriebsmodi

Bei dauerhaftem Kontakt der Sensorspitze mit dem Präparat (Kontaktmodus) sind zwei Betriebs-

modi zu unterscheiden. Bei dem einen wird die Auslenkung desFederbalkens und damit die

Auflagekraft durch Nachregeln des Abstands zwischen dem Präparat und der Balkenaufhängung

konstant gehalten (constant force - Modus), was die Möglichkeit der Begrenzung der Belastung

empfindlicher Präparate bietet. Ein Schema der Regelung desPiezohubs im Kontaktmodus mittels

eines digital implementierten Regelkreises ist in Abschnitt 1.3.1 (Abb. 8) dargestellt. Die Infor-

mation über die Topographie ist bei guter Regelung überwiegend in dem Steuerungssignal für den

axialen Piezohub enthalten. Bei sehr unempfindlich eingestelltem Regelkreis bleibt dagegen der

Abstand Balkenaufhängung-Präparat nahezu konstant (constant height - Modus), womit fast die

gesamte Information über die Topographie im Sensorsignal enthalten ist. Dabei kommt es aber

unter Umständen zu erheblichen Auslenkungen und damit zu Schwankungen in der Auflagekraft.

In dieser Arbeit wurde überwiegend der Kontaktmodus bei konstanter Auflagekraft angewendet.

Beim oszillierenden Modus (Non Contact Mode an Luft, Intermittent Contact Mode/„Tapping

Mode“ an Luft und in Flüssigkeit) wird der Federbalken mechanisch angeregt, so dass er rela-

tiv zum Objekt oszilliert, die Regelung erfolgt auf konstante Phasenverschiebung oder konstante

Amplitudendämpfung. Dem Vorteil einer weitgehenden Abwesenheit von Lateralkräften beim

oszillierenden Modus stehen Höhenanomalien durch Adhäsionseffekte in Luft (van Noort et al.,

1997) entgegen, bei Arbeiten in Flüssigkeit verbleibt zumindest das Problem der Nichtlinearität der

Scanner bei höheren Anregungsfrequenzen (im Fall der Anregung über den Präparatescanner), was

insbesondere bei großem z-Arbeitsbereich (Zellen) zu falschen Höheninformationen führt (Hans-

ma et al., 1994; Schabert und Rabe, 1996). Letzteres kann allerdings durch Verwendung eines

separaten Anregungsmoduls überwunden werden (Schabert und Rabe, 1996). Außerdem ist mit

dem Tapping Mode unter Umständen, abhängig von der Frequenzund der Amplitudendämpfung,

ein beträchtlicher Energieeintrag in das Präparat verbunden. Eine Minimierung desselben hat bei

den Vorversuchen zu dieser Arbeit auf Zellen eine Tendenz zur Kontrastumkehr ergeben (Adhä-

sionseffekte bei lediglich schwacher Amplitudendämpfung). Als nützlich bei der Abbildung von

Zellen hat sich allerdings eine Ausnutzung der viskoelastischen Eigenschaften biologischer Ob-

jekte erwiesen (Objekte sind bei höheren Frequenzen „härter“, Putman et al., 1994). Bei hochauf-

lösender Messung an (rekonstituierten) Proteinen ist eineAnwendung des oszillierenden Modus

ohne Vorhandensein einer speziellen Fragestellung bzw. Notwendigkeit (z. B. Minimierung der

Lateralkraft bei sehr flexiblen Objekten oder bei schwacherImmobilisierung) wegen der generell

geringeren lateralen Auflösung nicht empfehlenswert. Allerdings sind hier noch Fortschritte zu

erwarten (Möller et al., 1999), auch aufgrund neuer apparativer Entwicklungen wie etwa einer

magnetischen Anregung der Federbalken-Oszillation (Schindler et al., 2000).
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1.2 Kalibration

Die Kalibration des Rasterkraftmikroskops umfasst die Messung von geeigneten Eichstandards

und damit die Einstellung der Werte für die Empfindlichkeit des Scanners (x-, y-, z-Empfindlichkeit

in nm/V) sowie die Bestimmung diverser Parameter für die Korrektur von Nichtlinearitäten etc.

(1.1.5). Zur Bestimmung der Parameter für die laterale Kalibration steht eine automatische Pro-

zedur in der Betriebssoftware des SFM zur Verfügung. Empfindlichkeit und Linearisierungspara-

meter für die axiale Kalibration werden aus der bei unterschiedlichen Ausgangspositionen (Span-

nungen) des z-Piezos gemessenen Stufenhöhe eines Standards bestimmt. Eine Kalibration sollte

in regelmäßigen Abständen erfolgen, da sich die Empfindlicheit der Piezo-Scanner im Laufe der

Zeit ändert.

Abbildung 4:Wolframdiselenid (WSe2), atomar aufgelöste Aufnahme in 100 mM KCl (auch nach Stunden
waren in Übersichtsaufnahmen keine Anzeichen von Korrosion zu erkennen). Periodizitäten liegen nach
FFT-Spektrum bei 3,4 Å und 3,75 Å (Gitterwert lt. Literatur:a = 3, 29 Å). Auch bei einer Zeilenfrequenz
von 30 Hz (10 nm Zeilenlänge) machen sich noch Drifteffekte bemerkbar, wie hier gut an den Verzerrungen
des abgebildeten Gitters zu erkennen ist.
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1.2.1 Eichstandards für laterale Kalibration

Periodische Teststrukturen sind hier besonders geeignet,da sie auch eine Kontrolle von lateralen

Verzerrungen der Abbildung aufgrund der Nichtlinearität bzw. Hysterese des Scanners sowie eine

Kontrolle der X-Y-Orthogonalität der Rasterung erlauben.Die SFM-Hersteller (TopoMetrix, Digi-

tal Instruments) stellenmikrostrukturierte Halbleiterstandardszur Verfügung, die jeweils dem ma-

ximalen Arbeitsbereich des Scanners angepasst sind (z. B. 1µm-Periodizität für 10µm-Scanner).

Außerdem wurden im Rahmen dieser Arbeit auch Silizium-Eichstandards der Firma Silicon-MDT

(Moskau) verwendet (auch für axiale Kalibration). Als weitere Standards wurden kolloidale Mo-

nolagen von Polystyrolkugeln (kolloidale Masken) mit einer Periodizität von 800 nm verwendet

(Fachbereich Physik, LS Prof. Leiderer, Universität Konstanz).

Für die Kontrolle bzw. Feinjustierung im (Sub)Nanometer-Bereich werden kristalline Strukturen

verwendet, z. B.Schichtminerale wie Glimmer oder Übergangsmetallchalkogenide. Dies ist ins-

besondere dann sinnvoll, wenn im Bereich molekularer bzw. submolekularer Auflösung mit einem

Scanner gemessen werden soll, dessen maximaler Arbeitsbereich um Größenordnungen darüber

liegt und der nur im maximalen Arbeitsbereich vorjustiert wurde. Glimmer (s. 2.1) ist ohnehin

als Substrat für SFM-Präparate weit verbreitet und wird auch als Teststruktur für Hochauflösung

verwendet. Übergangsmetalldichalkogenide MX2 (z. B. M: Mo, W, Re; X: S, Se, Te) sind eben-

falls schichtartig aufgebaut (Lieth, 1977). Innerhalb dereinzelnen Schichten bilden Metallato-

me starke kovalente Bindungen mit den Chalkogenatomen, zwischen den Schichten wirken nur

van-der-Waals-Kräfte. Aus diesem Aufbau resultiert eine gute Spaltbarkeit entlang der van-der-

Waals-Lücke. Bei der typischen Molybdänitstruktur (auch bei WSe2) sind die Metallatome tri-

gonal prismatisch von den Chalkogenatomen umgeben (z. B. Heckl in Colton et al., 1998), bei

anderen liegt eine etwas verzerrte Gitterstruktur vor (Metall-Untergitter mit anderer Symmetrie

als das Chalkogen-Untergitter, auch bei ReSe2 und WTe2). Übergangsmetalldichalkogenide kön-

nen je nach chemischer Zusammensetzung metallische oder halbleitende Eigenschaften aufweisen

(Lieth, 1977). Außer zu Kalibrationszwecken finden Übergangsmetalldichalkogenide in der Ra-

stersondenmikroskopie auch Verwendung als inertes Substrat unter anderem für dünne organische

Filme (Colton et al., 1998).

Übergangsmetalldichalkogenide (Quelle: Fachbereich Physik, LS Prof. Leiderer, Uni Konstanz)

wurden wie Glimmer (s. 2.1) aufgeklebt und saubere Oberflächen durch Spalten mittels Klebe-

film präpariert (hier angegebene Gitterwerte aus Parkinsonin Colton et al., 1998; Lieth, 1977).

Aufgrund der regelmäßigen Gitterstruktur der van-der-Waals-Oberfläche ist WSe2 (Schimmel et

al. in Colton et al., 1998) besonders geeignet (Abb. 4). Bei der Verwendung zur lateralen Ka-

libration sollte das Präparat allerdings so montiert sein,dass eine Vorzugsrichtung des Kristalls

parallel zur Rasterungsrichtung liegt, da Piezodrift zu einem verzerrt abgebildeten Gitter führen
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kann (Abb. 2, 4). Dieser Effekt ist abhängig von der Rasterungsgeschwindigkeit. Will man ihn

ähnlich gering halten wie bei der Abbildung von Proteinkristallen (Zeilenfrequenz der Größenord-

nung 5-10 Hz), kommt man bei dem kleineren Rasterungsbereich bei atomarer Auflösung schnell

in Größenordnungen über 50 Hz für die Zeilenfrequenz, was unter Umständen bereits Artefakte

(Oszillationen) zur Folge haben kann.

1.2.2 Eichstandards für axiale Kalibration

Neben speziellen Halbleiter-Eichstandards mit Stufenhöhen von 25 bis 500 nm (z. B. von Silicon-

MDT) stehen atomare Stufen (bzw. deren Vielfache) von Glimmer (1,0 nm) und Übergangsmetall-

dichalkogeniden (Abb. 5, 6) zur Verfügung. Beim Spalten derSchichtkristalle erhält man atomar

glatte van-der-Waals-Oberflächen mit gelegentlichen atomaren Stufen.

Korrosionsdefekte auf Kristallen von Übergangsmetalldichalkogeniden eignen sich sehr gut für

die vertikale Kalibration des Scanners (z. B. MoTe2, Müller und Engel, 1997). Misst man auf

diesen Oberflächen in Elektrolytlösung, so zeigen sich nachStunden Defekte wachsenden Aus-

maßes, die Stufen einer oder weniger Kristall-Schichtdicken bilden. Bei den drei hier verwende-

ten Substanzen (ReSe2, WSe2, WTe2) zeigte sich dieser Korrosionseffekt in Elektrolytlösungnur

bei WTe2 (Abb. 5). Dies ist dadurch zu erklären, dass sowohl WTe2 als auch MoTe2 von ihren

elektronischen Eigenschaften her metallischer Natur sind, während ReSe2 und WSe2 Halbleiter-

Eigenschaften aufweisen (Parkinson in Colton et al., 1998).
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Abbildung 5:Wolframditellurid (WTe2). A: atomar aufgelöste Aufnahme in 100 mM KCl.B: Oberfläche
nach 24 h Inkubation in KCl-Lösung (4◦C), Übersichtsaufnahme: deutliche Defekte durch Korrosion,
C: höher aufgelöste Aufnahme am Rand eines solchen Defekts miterkennbarer Auflösung des Kristallgitters
auf der Fläche.D: Oberfläche nach 4 h Inkubation in KCl-Lösung (26◦C): es sind nur noch kleine Inseln
der korrodierten Schicht übrig, deren Höhe der Schichtdicke von einer van-der-Waals-Lücke zur nächsten
entspricht (7,04 Å).
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Abbildung 6: Stufen verschiedener Schichthalbleiter, aufgenommen miteinem ziemlich dekalibrierten
Scanner (DI).A: ReSe2, SFM-Bild und Linienprofil daraus, aufgenommen in 100 mM KClnach 6 h
Inkubation im Elektrolyten (Raumtemperatur). Keine Anzeichen von Korrosion. Messwert Stufenhöhe:
7,9 Å (Lit.: c = 6, 72 Å). B: WSe2, SFM-Bild und Histogramm der Topographiewerte, aufgenommen in
Luft. Stufenhöhe (Mittel): 23 Å, also 3 Schichten (Lit.:c = 6, 48 Å). C: WTe2, SFM-Bild und Histogramm,
in 100 mM KCl gemessen nach 24 h Inkubation (4◦C), mit atomarer Stufe entsprechend einer Schicht
sowie deutlichen kleinen Korrosionsdefekten. Stufenhöhe(Mittel): 8,3 Å (Lit.: c = 7, 04 Å). Kantenlänge
SFM-Bilder: A: 500 nm, B: 600 nm, C: 500 nm. Die Abweichung vonden jew. Literaturwerten liegt bei
allen drei Messungen bei etwa 18 % (Messung A allerdings zu verrauscht für eine statistische Auswertung).
Der neue Scanner war nach der Lieferung nur grob justiert worden und wurde vor dieser Messung fast ein
Jahr lang nicht benutzt bzw. nachkalibriert.

1.3 Instrumente und Versuchsaufbauten

1.3.1 Kraftmikroskope und Sensoren

Die in dieser Arbeit gezeigten SFM-Aufnahmen wurden mit zwei verschiedenen Instrumenten

aufgenommen (Kapitel Grundlagen & Methoden 1, Projekte & Ergebnisse 3:Digital Instruments

Multimode, Kapitel P&E 2:TopoMetrix Discoverer).

Das System TopoMetrix TMX 2010 mit Elektronikeinheit ECU-Plus (damals Topometrix, Darm-

stadt) stand mit zwei verschiedenen Kraftmikroskopen zur Verfügung: Ein Messkopf mit Raste-

rung des Sensors („Explorer“) für sperrige Präparate und ein Messkopf mit separater Scanner-

Einheit für Rasterung des Präparats („Discoverer“). DerExplorer war mit einem Scanner für

Messungen in Flüssigkeit ausgerüstet (Modell 5550-00, x,y: 130µm, z: 12µm) und wurde nur

für Vorversuche eingesetzt (s. 1.3.2). Für denDiscovererstanden ein für hochauflösende Messun-

gen bestimmter Scanner auf der Basis eines segmentierten Röhrenpiezos (Modell 5310-00, x,y:

7 µm, z: 2µm), sowie zwei Scanner nach dem Dreibein-Prinzip zur Verfügung (Modell 5590-

00, x,y: 70µm, z: 12µm; Modell 5320-00 TrueMetrix, x,y: 70µm, z: 10µm). Letzterer ist

mit Linearisierung (automatischer Korrektur der Piezodrift) ausgerüstet, die über Dehnungsmess-

streifen funktioniert. Die Abtastfrequenz des DSP-Boardsim Messrechner beträgt etwa 50 kHz,

dessen Auflösung 16 bit. Die Software für den Messrechner, SPMLab Version 4.0, läuft unter

Windows 3.1. Die Kontrollelektronik ECU-Plus wurde mit einer Platine ausgestattet, auf der eine

analoge PID-Regelung (Proportional-Integral-Differenzial-Regler) für den Piezohub integriert ist.

Alternativ konnte aber auch die in der Mess-Software (ältere Version 3.06) implementierte digitale

Regelung eingesetzt werden. Angesichts der Mängel bezüglich Rauschen und Schwingungsan-

fälligkeit war die Regelung hinsichtlich der Auflösung nicht begrenzend, so dass hier kein großer

Unterschied festzustellen war.

Die erhöhte Schwingungsempfindlichkeit desDiscovererist teilweise durch das Gehäuse bedingt
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(mehrere großflächige dünne Bleche) sowie durch die Aufhängung (drei Flachstahl-Stäbe), wo-

durch Gebäudevibrationen eingekoppelt werden (Resonanzmaxima zwischen 0,8 und 3 kHz). Die

kurzen und starren Gummiseile der Aufhängung führen zu keiner ausreichenden Abkopplung. Au-

ßerdem liegen die Piezoscanner (Röhrenpiezos) frei, die Stack-Piezos sind nur unvollständig und

dünnwandig gekapselt, was erhöhtes breitbandiges Grundrauschen zur Folge hat. Trotz schwin-

gungsgedämpfter Arbeitsplatte und Schallschutz hat das Sensorrauschen bei aufliegender Spitze

fast dieselbe Amplitude wie beim freien Balken. Für molekulare Auflösung ist erfahrungsgemäß

eine Dämpfung auf ca. ein Drittel der freien Amplitude erforderlich. Weitere Quellen mechani-

scher Instabilität sind in der teilweise mangelhaften Präzision feinmechanischer Teile zu sehen:

Die Mikrometerschrauben für manuelles und automatisches Herunterfahren des Messkopfs sowie

die Einstellschraube für den Photodiodenschlitten leiernleicht aus, da hier verschieden harte Ma-

terialien verwendet wurden (Stahlschrauben in Messinggewinden ohne weitere Führung bzw. Sta-

bilisierung). Dies hatte nach etwa zwei Betriebsjahren auch ruckartige Bewegungen bei der auto-

matischen Annäherung des Messkopfs an das Präparat zur Folge. Der Photodiodenschlitten besitzt

nur auf einer Seite eine Schwalbenführung, wird aber von derFeststellschraube von dieser weg

gegen die Gehäusewand gedrückt, so dass die Führung so gar keinen Sinn hat. Der Schlitten läuft

entsprechend unsauber und scheint überdies nach der Justerung zu kriechen (Feder und nicht be-

sonders präziser „Feintrieb“). Der über piezogetriebene Schrittmotoren bewegte Verschiebetisch

für den Scanner leiert nach kurzer Zeit aus und wackelt dann fast im Millimeter-Maßstab, mus-

ste daher häufig komplett zerlegt und neu justiert werden. Der Motorbetrieb bringt hier also nur

Nachteile gegenüber einem manuell zu justierenden Kreuztisch üblicher Bauart.

Rauschen in der Detektionseinheit entsteht zum einen in demroh in VA-Stahl gefrästen Kanal

für den Laser-Strahlengang, hier war ein hoher Streulichtpegel festzustellen. Weiterhin tritt Mo-

denrauschen der Laserdiode bei Temperaturen über 30◦C auf. Die im Messkopf befindliche Be-

leuchtung (Glühlampen!) für die eingebaute Videokamera führte leider zu einer beträchtlichen

Aufheizung des Messkopfs über 30◦C und konnte nicht völlig abgeschaltet werden, was im üb-

rigen auch erhebliche thermische Drifteffekte nach sich zog. Da außerdem der Laser-Strahl nach

der Reflexion nochmal am Strahlteiler umgelenkt wird (einmal mehr als beim DI MMAFM-2),

geht sehr viel Intensität verloren, was sich ebenfalls ungünstig auf das Signal-Rausch-Verhältnis

auswirkt. Lichtstreuung an Inhomogenitäten des Puffers schließlich stellte angesichts des langen

Lichtweges in der mitgelieferten Flüssigkeitsmesszelle (s. 1.3.4) eine weitere Quelle für Rauschen

dar.

Bei digitaler Regelung war die maximale Piezospannung in axialer Richtung nicht beliebig ein-

stellbar, es konnte nur zwischen „low gain“ und „high gain“ (Faktor 2) gewählt werden. Die

Skalierung der 16 Bit Auflösung des A/D-Wandlers auf einen derart großen maximalen Hub be-

deutet gerade bei kleinen Korrugationen oder Scannern mit großem maximalem Hub eine Ver-
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Abbildung 7: Versuchsaufbau mitTopometrix Discoverer. Oben links: geänderte Aufhängung des Kraft-
mikroskops mitttels Silikonschlauch an mit Plastillin schwingungsgedämpften Möbelbeinen,B: Binokular
für Justierungsarbeiten,K: Messkopf,M: Metallblock als Basis für Scanner und Messkopf (oben rechtsist
der Metallblock bei abgenommenem Messkopf mit dem fest montierten Scanner sichtbar),S: Scanner mit
Präparat,V: Videomikroskop für die Betrachtung des Präparats.F: Aufbau der in den Messkopf passen-
den Sensorhalterung für Messungen in Flüssigkeit (Eigenbau A. Linder). Photos: U. Weiland, A. Linder;
Zeichnung: A. Linder.
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schwendung und es ergeben sich deutliche Quantelungsartefakte. Nach Umrüstung auf die analog

regelnde ECU-Platine wurde der maximale Hub und damit die Ausnutzung der 16 Bit Auflösung

automatisch eingestellt (optimal wäre eine manuelle Einstellbarkeit gewesen, da für die automa-

tische Einstellung eine nicht kontrollierbare diagonale Rasterungsbewegung ausgeführt wird, die

u. U. das empfindliche Präparat bereits vor der eigentlichenRasterung beschädigen kann).

An demDiscoverer-Aufbau wurden umfangreiche Umbauten vorgenommen, damit konnte aber

lediglich ein Teil dieser Mängel beseitigt werden (Abb. 7, s. auch 1.3.2 - 1.3.4).

Der Topometrix Explorerhat sich als zu anfällig gegen Vibrationen erwiesen und war unter den

gegebenen Bedingungen nicht sinnvoll einsetzbar. Da hier teilweise grundsätzliche bauartbedingte

Mängel eine Rolle spielen (z. B. große schwingende Masse, dadie Laseroptik beim Rastern des

Sensors mitbewegt wird), wurde auf weitere Optimierungen verzichtet und dieser Messkopf nur

für Vorversuche eingesetzt.

Das SystemNanoscope(Digital Instruments, Mannheim) besteht aus einem Kraftmikroskop mit

Rasterung des Präparats, Modell „Multimode“ MMAFM-2 (Abb.9), und dem Nanoscope IIIa

Controller (Elektronikeinheit). Der Messrechner ist mit zwei Monitoren ausgestattet (für SFM-

Bild bzw. Steuerungsparameter), die Mess-Software Nanoscope, Version 4.31r6, läuft direkt unter

dem Betriebssystem MS-DOS. Die PI-Regelung des Piezohubs ist digital implementiert (vgl. auch

Flussdiagramm Abb. 8). Die Abtastrate der Analog/Digital-bzw. Digital/Analog-Wandler des

DSP-Boards beträgt 62,5 kHz, die Auflösung 16 bit. Es standenzwei Scanner zur Verfügung,

die beide jeweils aus zwei Röhrenpiezos aufgebaut sind (einsegmentierer Piezo für x,y und ein

unsegmentierter für z, Abb. 9 D). Der E-Scanner (AS-12, x,y:10 µm, z: 2,5µm) ist für hoch-

auflösende Messungen an rekonstituierten Proteinen besonders geeignet, sein lateraler Hub ist

aber noch groß genug für Übersichtsaufnahmen der jeweiligen Präparation; die Scannereinheit

ist mit zwei justierbaren Auflageschrauben für den Messkopfsowie einer dritten für Motorbe-

trieb ausgestattet. Der JV-Scanner (mit „vertical engage“, AS-130, x,y: 125µm, z: 5µm) ist

universell einsetzbar, die Scannereinheit besitzt eine Mechanik für exaktes automatisches Herun-

terfahren auf die gewünschte Stelle des Präparats ohne seitlichen Versatz, daher ist auch keine

manuelle Justierung der Neigung des Messkopfes nötig. Beide Scanner sind gekapselt und gegen

das Gehäuse mit Silicon gedämpft. Für die Auswertung der Bilddaten steht zusätzlich eine spe-

zielle Version derNanoscope-Software (Workstation-Version 4.42r1) zur Verfügung, die nur die

Offline-Bildverarbeitungsfunktionen enthält und die bei Bedarf auf einem separaten Rechner unter

Windows NT 4.0 betrieben werden kann.

Für die Messungen an Zellen wurden oxidgeschärfteSensorspitzenaus Siliziumnitrid von Park

Scientific Instruments (MSCT-AUNM, ATOS, Pfungstadt) an triangelförmigen goldbedampften

Federbalken (Länge: 320µm, Dicke: 600 nm) mit einer Federkonstanten von 0.01 N/m verwen-
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det. Für die meisten anderen Messungen wurden oxidgeschärfte pyramidenförmige Siliziumnitrid-

spitzen an einarmigen goldbedampften Federbalken (OMCL-RC800PSA, Länge: 200µm, Dicke

800 nm, Federkonstante: 0.05 N/m; Olympus, Japan) verwendet. Lediglich für Messungen an

Membranpräparationen (Purpurmembran) wurden Sensorspitzen an triangelförmigen Federbalken

(OMCR-TR400PSA, Länge: 100µm und 200µm, Dicke: 400 nm, Federkonstante: 0.02 N/m und

0.09 N/m, Olympus) verwendet.

Abbildung 8:Flussdiagramm der digitalen PI-Regelung des Piezohubs. A,B (Signale der) Segmente des
Photodetektors (Quelle: Digital Instruments, SPM Training Notebook).
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Abbildung 9: A: Digital Instruments Multimode-SFM, B: Sensorhalterung aus Glas für Messungen in
Flüssigkeit,C: Aufbau Messkopf,D: Schemazeichnung Scanner. Quelle: Digital Instruments, SPM Trai-
ning Notebook.
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1.3.2 Reduktion von akustischem und optischem Rauschen

Der Dämpfung bzw. Abkopplung von Gebäudevibrationen und Schall, die durch Aufzüge, Zentri-

fugen, Ventillatoren, Umluft, Menschen etc. verursacht werden, kommt bei einem hochauflösenden

mechanischen Messverfahren wie der Kraftmikroskopie zentrale Bedeutung zu.

Da kein ruhiger Raum im Keller zur Verfügung stand und da der originale Aufbau desTopometrix

Discovererziemlich anfällig für akustisches Rauschen bzw. Gebäudevibrationen ist, waren ins-

besondere bei diesem Instrument umfangreiche Maßnahmen zur Vibrationsdämpfung erforderlich

(Abb. 7). Der Stahlklotz, der Scanner und Messkopf trägt, wurde aus der zugehörigen Aufhän-

gung an drei Flachstahl-Stäben im Originalgehäuse genommen und stattdessen an drei fest auf der

Arbeitsplatte verschraubten Möbelbeinen (Heimwerkermarkt Obi) aufgehängt. Letztere wurden

innen und außen mit einer massiven Schicht Knetmasse gedämpft. Die ursprünglichen Hartgummi-

Riemen der Aufhängung wurden durch Siliconschlauch ersetzt, der durch seine viskoelastischen

Eigenschaften eine bessere Schwingungsdämpfung leistet.Auf diese Weise konnten zwei Reso-

nanzmaxima bei 1,0 - 1,2 kHz gegenüber dem ursprünglichen Aufbau um zwei Größenordnungen

verringert werden. Bei dem völlig ungeschützten Röhrenscanner konnte eine gewisse Verbesse-

rung der Rauschanfälligkeit durch einen zwischen Basis undScannerkopf eingeklemmten dicken

Silikonschlauch erreicht werden. Als Arbeitsplatte für den Discoverer- und Explorer-Messplatz

wurde ein schwingungsgedämpfter Lasertisch auf Druckluftbasis verwendet. Zur Verbesserung der

Schallisolierung wurde der Metallkäfig, in dem der Lasertisch stand, innen mit Noppenschaumstoff

ausgeschlagen sowie vorne ein „Vorhang“ aus einer Lage Noppenschaumstoff und einer Lage Lin-

oleum angebracht. Die Blechverkleidung des Käfigs wurde außen flächendeckend mit 1 cm dicker

Wellpappe beklebt.

Zur Verringerung des Rauschens der Detektionseinheit beimTopometrix Discovererwurden alle

reflektierenden Oberflächen in der Umgebung des Laserstrahls schwarz lackiert. Damit konnte

das Hintergrundrauschen im Photodetektorsignal beträchtlich verringert werden, ebenso das Rau-

schen der Laserdiode aufgrund von Rückkopplungseffekten des Streulichts. Außerdem wurde der

Lichtweg in Flüssigkeit verkürzt (s. 1.3.4). Die Glühlampen im Messkopf, die zu einer inakzepta-

blen Aufheizung führten (s. o.), wurden entfernt, die eingebaute Videokamera durch ein Binokular

ersetzt (letzteres wurde mit einer Filterscheibe zum Schutz vor austretender Laserstrahlung ausge-

stattet).

Das Digital Instruments Multimodeist bauartbedingt weniger anfällig gegen mechanische Stö-

rungen. Es wurde ebenfalls auf Ebene 9 des Labortraktes betrieben und ermöglichte im Gegen-

satz zumTopoMetrix Discovererzuverlässige und reproduzierbare hochauflösende Messungen.

Hier wurde die Abkopplung von Gebäudevibrationen durch folgenden Aufbau bewerkstelligt: Auf

einen ca. 1 m3 großen Styropor-Block wurde eine passende Sperrholzplatte gelegt und darauf eine
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Sandkiste aus Holz auf vier kleinen Fahrradschläuchen gelagert. In der Sandkiste befand sich eine

massive Arbeitsplatte aus Stein. Auf dieser Arbeitsfläche konnte das Multimode auf zwei Arten

gelagert werden: Zum einen stand hier der mitgelieferte Aufbau mit dem Videomikroskop zur Be-

obachtung des Präparats (kleine Steinplatte auf Silikonfüßen als Unterlage für das Kraftmikroskop

mit einem Stativ für die Videokamera). Waren das Präparat und der Messlaser justiert, konnte das

ganze Kraftmikroskop vorsichtig in eine daneben auf vier Füßen aus Knetmasse aufgebaute Styro-

porkiste gestellt werden (Kühl-Versandkiste für Laborchemikalien). Darin befand sich unten eine

Lage Quarzsand und darauf der mitgelieferte silikongelagerte Untersatz für das Mikroskop. Wur-

de die Kiste während der Messung mit einem Deckel verschlossen, bedeutete dies eine wirksame

Abschirmung von Schall sowie eine zusätzliche Vibrationsdämmung.

1.3.3 Visualisierung des Objekts

Sowohl für denT.-Discovererals auch für dasDI-Multimodestehen Videomikroskope zur Ver-

fügung, mit denen jeweils durch ein Fenster im Messkopf Sensorchip und Präparat von oben be-

trachtet werden können (Discoverer: A-Zoom, Ready Products Corp., USA mit 10x Apochromat-

Objektiv, Mitutoyo, Japan;Multimode: 10x Objektiv und CCD-Kamera, Nikon, Japan). Die zu-

sätzlich im ursprünglichen Aufbau integrierte kleine Videokamera für schräg seitliche Kontrolle

der Justierung beimDiscovererwurde nicht verwendet. Da die Videomikroskope mit Auflicht-

beleuchtung funktionieren, wurde eine verspiegelte Unterlage für die Visualisierung von Zellen

verwendet (5.1). In Verbindung mit der linsenförmigen PVPK-Schicht des Substratplättchens und

einer über dem Objektiv behelfsweise eingeführten Blende konnte beimDiscoverer-Messplatz ein

für die Visualisierung lebender Zellen befriedigender Kontrast erreicht werden.

Der Topometrix Explorerkann auf einem inversen Mikroskop (Axiovert, Zeiss) gelagert werden

(Betrachtung des Präparats von unten) und besitzt zusätzlich eine eingebaute Videokamera für

Justierungszwecke.

1.3.4 Messungen in Flüssigkeit

Beim Topometrix Discovererbesteht die mitgelieferte geschlossene Flüssigkeits-Messzelle aus

rostfreiem Stahl, die mit Gold beschichteten Sensor-Chipssind mit leitfähigem Kleber auf Stahl-

plättchen befestigt und werden damit an einem Magneten fixiert. Die verstärkte Korrosion auf-

grund der leitenden Verbindung mehrerer mit wässriger Pufferlösung in Kontakt stehender Metalle

kann zur Ausfällung von Eisen(III)-Verbindungen niedrigen Löslichkeitsprodukts führen, wie zum

Beispiel Eisen-Hydroxid, -Karbonat, -Phosphat, die sich als Niederschlag auf der Oberfläche des
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Objekts bemerkbar machen können und damit die Auflösung der Messung heruntersetzen. Au-

ßerdem führt die erhöhte Konzentration streuender Partikel in der Lösung zu erhöhtem Rauschen

in der Laser-Detektionseinheit für die Federbalken-Auslenkung. Aus diesen Gründen wurde ei-

ne völlig neu konstruierte Flüssigkeitszelle notwendig (Konzeption: Achim Linder, Ausführung:

Feinmechanikwerkstatt der Universität Konstanz; Abb. 7).Alle Stahlteile wurden durch optimierte

Teile aus Tantal ersetzt. Dieses Metall ist billiger als Platin, einfacher zu verarbeiten als Quarz und

hat eine sehr viel geringere Korrosionsrate als der „rostfreie“ Stahl und die anderen Metalle (z. B.

Magnet für die Halterung des Sensorchips) in der mitgelieferten Flüssigkeitszelle. Der Sensor-

Chip wurde mittels einer Klammer aus 127µm dickem Tantalblech an den aus Tantal bestehenden

Sensorträger befestigt. Der Träger wurde an der Kontaktfläche mit Furfurylalkohol-Harz beschich-

tet, um eine leitende Verbindung Gold-Tantal zu verhindern. Das Quarz-Fenster für den Eintritt

des Laserstrahls der Detektionseinheit wurde durch ein Prisma aus Plexiglas ersetzt. Damit ist der

Puffer nur noch in Kontakt mit Tantal, Plexiglas, dem Sensorund dem Präparat. Verglichen mit

dem Original-Aufbau wurde damit auch die Länge des Laser-Lichtweges im Puffer um eine Grö-

ßenordung verkürzt und somit durch Lichtstreuung an Inhomogenitäten des Puffers verursachtes

Rauschen reduziert. Es ist nur noch ein kleiner Tropfen Puffer zwischen Präparat und Sensorhal-

terung/Fenster notwendig (Messung am „hängenden Tropfen“), was auch die Gefahr von Kurz-

schlüssen am Piezoscanner durch auslaufenden Puffer deutlich herabsetzte. Bei Bedarf konnte mit

Hilfe einer über den Scanner zu stülpenden becherförmigen Flüssigkeitszelle (Eigenbau A. Linder)

aber auch in größeren Volumina bzw. in Flüssigkeiten niedriger Oberflächenspannung gemessen

werden. Letztere besteht aus zwei Polycarbonatzylindern und einer dazwischengeklemmten fle-

xiblen Membran, so dass das eigentliche Gefäß nicht auf dem Scannerkopf gelagert werden muss

und damit nicht zu einer Vergrößerung der Masse desselben beiträgt.

DerTopometrix Explorerwar mit Flüssigkeitsscannern mit integrierter Sensorhalterung und Laser-

Fenster ausgerüstet.

Die Flüssigkeitszelle desDigital Instruments Multimode(Abb. 9 B) besteht im wesentlichen aus

einer Glasplatte, in die ein Haltebügel mit Feder (vergoldet) für den Sensorchip sowie Kanäle für

Zufuhr und Absaugen von Flüssigkeit integriert sind. Sie kann in Verbindung mit einem Dich-

tungsring und einer ebenen Unterlage als geschlossene Flüssigkeitszelle oder alternativ ohne die

Dichtung als Sensorhalterung mit Laser-Fenster für offeneMessung im „hängenden Tropfen“ ver-

wendet werden.
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2 Substrate für SFM an biologischen Materialien

2.1 Glimmer

Das Schichtmineral Glimmer (siehe z. B. Colchero in Colton et al., 1998) ist ein sehr weit ver-

breitetes Substrat für kraftmikroskopische Untersuchungen, da es sich sehr einfach spalten lässt,

wodurch eine saubere und atomar glatte Fläche freigelegt wird, auf der das zu untersuchende Ma-

terial adsorbiert werden kann. Die in neutraler wässriger Lösung negative Oberflächenladung von

Glimmer kann Probleme bei der Adsorption negativ geladenerMaterialien bereiten. In gewissen

Grenzen (Empfindlichkeit biologischer Materialien) lässtsich dieses Problem durch Anwesenheit

divalenter Kationen oder durch Modulierung des elektrostatischen Terms der DLVO-Kraft durch

Erhöhung der Ionenstärke auch mit monovalenten Kationen bis zur Dominanz der van-der-Waals-

Attraktion überwinden (z. B. Müller et al., 1997; Butt, 1991a,b & 1992).

Als Unterlage für Glimmer wurde in dieser Arbeit eine teilkristalline Polyetheretherketon-Folie

(PEEK) verwendet. Dieses relativ harte, chemikalien- und hydrolyseresistente sowie thermisch

stabile Material stellt sicher, dass keine Kontaminationen in den Messpuffer gelangen und kein

nennenswertes Kriechen durch thermische Ausdehnung auftritt. Außerdem ist die mit Detergenz

gereinigte Folie einigermaßen hydrophob (Puffertropfen läuft nicht über den Rand des Substrat-

plättchens). Ein passendes Stück wurde auf ein zur magnetischen Fixierung auf dem Scanner benö-

tigtes Stahlplättchen geklebt (Heißkleber, System Micromot, Proxxon). Glimmerscheiben wurden

mit einer scharfen Schere in Stückchen von maximal 5 mm Kantenlänge zugeschnitten. Dabei

wurde darauf geachtet, dass die Schnittkanten zwecks guterSpaltbarkeit glatt und nicht zerfranst

oder eingerissen waren. Der Glimmer wurde mit Zweikomponentenkleber auf den PEEK-Film

geklebt. Durch Spalten des Glimmers mit Klebefilm erhält manein sauberes, adsorbatfreies und

atomar glattes Substrat.

2.2 Glas

Glas (siehe auch Butt in Colton et al., 1998) wurde in dieser Arbeit nur für Zellkulturen verwendet.

Runde Deckgläschen mit einem Durchmesser von 9 mm wurden zumZweck der Reinigung 20

min lang in rauchender Salpetersäure gekocht, nach dem Abkühlen mehrmals in Wasser gespült

und in ddH2O autoklaviert. Vor Gebrauch wurde die benötigte Anzahl an Deckgläsern aus dem

Gefäß genommen, getrocknet, einzeln in eine Halterung gesteckt und so nochmals autoklaviert.

Die Standard-Beschichtung erfolgte durch Aufbringen eines Tropfens einer Polylysin-Lösung (200

µg/ml in PBS) auf jedes zweite Deckglas, darauf wurde ein zweites Deckglas gelegt (Sandwich).

Nach Inkubation für 1 h bei 37◦C in einer feuchten Kammer wurden die Deckgläser mit ddH2O
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aufgeschwemmt, danach auf gleiche Weise mit Laminin beschichtet (Lamininlösung 20µg/ml in

0,8 mM Tris; 2,4 mM NaCl; pH 7,4) und wieder für 1 h bei 37◦C inkubiert. Dann erfolgte Waschen

in PBS und Aufbringen der Zellsuspension (s. Zellkultur). Für einige Messungen wurden nur mit

Laminin beschichtete sowie unbeschichtete Deckgläser verwendet (s. Ergebnisse).

2.3 Polymersubstrate für biologische Materialien

2.3.1 Substrate aus Polyvinylphenylketon (PVPK)

PVPK ist ein amorpher Feststoff mit einem Schmelzpunkt von 74 - 84◦C (Angabe des Herstellers).

Festes und gelöstes PVPK wird gewöhnlich als polymerer Photosensitizer verwendet (Daly, 1987).

Als Unterlage für PVPK wurden zunächst dünne Plättchen aus Polystyrol mit einer Dicke von et-

wa 0,5 mm hergestellt, indem geschmolzenes Polystyrol zwischen zwei Deckgläsern gequetscht

wurde. Diese etwa 1 cm2 großen Plättchen wurden nach Abnehmen des oberen Deckgläschens

abermals, zusammen mit einem kleinen Stück PVPK auf der Mitte des Plättchens, geschmolzen.

Das ziemlich spröde PVPK erfordert als stabilisierende Unterlage ein Material mit ähnlichem ther-

mischem Ausdehnungskoeffizienten. Nach dem Abkühlen auf Raumtemperatur bildet das PVPK

mit Polystrol ein festes Verbundmaterial und die PVPK-Oberfläche kann direkt mit Laminin be-

schichtet werden. Dies geschah durch Aufbringen eines Tropfens einer wässrigen Lamininlösung

(20µg/ml in 0,8 mM Tris; 2,4 mM NaCl; pH 7.4) und Inkubation für 1 h bei 37◦C. Danach konn-

ten auf diesem Substrat Zellkulturen angelegt werden. Für die kraftmikroskopische Untersuchung

wurden die Substratplättchen auf den verspiegelten Präparateträger (siehe 5.1) oder nur auf eine

Unterlage aus Stahl geklebt, um deren Befestigung am Scanner zu ermöglichen (Abb. 10).

2.3.2 Substrate aus Furan-Polymer (FP)

Harze aus 2-Furanmethanol sind besonders geeignet zur Herstellung von Substraten für rasterkraft-

mikroskopische Untersuchungen. Das Monomer polymerisiert spontan bei Säurekatalyse (Gan-

dini, 1987). Die hierfür verwendete Säure sollte gut in dem Harz lösbar sein und darf bei der

Reaktionstemperatur nicht verdampfen. Die Verwendung halogenhaltiger Säuren muss vermieden

werden, da in dem Harz Formaldehyd als Zwischenprodukt gebildet wird. 2-Furanmethanol ist

eine Flüssigkeit (und ein gutes Lösungsmittel), so dass dieKondensationsreaktion ohne Zusatz

eines weiteren Lösungsmittels durchgeführt werden kann. Das bei der Polymerisation entstehende

Wasser verdampft während des Prozesses, vorausgesetzt derPolymerfilm ist dünn genug. Durch

das schnelle Entweichen von Wasser wird das Polymer sehr kompakt und bildet eine sehr glatte
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Abbildung 10: Polymer-Substrate:A: Chemische Struktur der Furanharz-Monomere und des Furanpo-
lymers (FP). Monomer: 2-Furanmethanol. Ko-Monomere: 2,5-Furandimethanol, Phenylendiamin, Harn-
stoff, Brenzkatechin.B: Chemische Struktur von Polyvinylphenylketon (PVPK).C: Skizze der Polymer-
Substratplättchen. (Zeichnung: A. Linder, H.-J. Apell).

Oberfläche, wenn man den Polymerfilm auf Glimmer als Unterlage herstellt. Die Chemie der Po-

lymerisation von Furanharzen ist ziemlich komplex und wurde in mehreren Arbeiten beschrieben

(Übersicht in Gandini, 1987; McKillip, 1989). Die Stabilität des Rückgrats des Homopolymers

von 2-(Hydroxymethyl)-Furan (Furfurylalkohol) erklärt sich aus den ausgedehnten Systemen kon-

jugierter Doppelbindungen, die sich bei der Polymerisation bilden und die auch die dunkle Farbe

des Produkts erklären. Eine hohe Konzentration des bifunktionellen Monomers führt zu einer hö-

heren Anzahl an Etherbrücken, was die Stabilität des Grundgerüsts und die Polarität des Harzes

verändert. Während des Aushärtungsvorgangs werden einigeder Etherbrücken bei Abspaltung

von Formaldehyd in Methylenbrücken umgewandelt. Das Formaldehyd kann zusätzliche Querver-

netzungen bilden und wird auch zur Integration der Ko-Monomere in das Harz benötigt. Durch die

dichte Vernetzung ist das Polymer in den meisten Lösungsmitteln unlöslich und zeigt kein Quellen

in wässriger Lösung wie viele andere Polymere, die für die Immobilisierung von Proteinen ver-

wendet werden. Die Oberfläche kann durch Behandlung in einerGlimmentladungsröhre hydrophil

gemacht werden, ohne dass sich die Rauhigkeit erhöht. Darüber hinaus können Ladungsdichte

und Polarität durch Einführung einer Vielzahl verschiedener Ko-Monomere wie Phenylendiamin,

Harnstoff, Aceton, Brenzkatechin, Resorcin oder Aminophenole eingestellt werden. Verbleibende

Hydroxyl-, Amino- oder Furfurylgruppen an der Oberfläche können für kovalente Modifikation
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genutzt werden. Damit kann die laterale Mobilität adsorbierter Materialien im Vergleich zu Glim-

mer beträchtlich verringert werden, was für die SFM-Abbildung im Kontaktmodus von großem

Vorteil ist. Brenzkatechin ist deswegen ein interessantesKo-Monomer, weil es sich sehr gut in

Furfurylalkohol löst und weil es sich zu dem sehr reaktiven 1,2-Benzochinon oxidieren lässt, das

in gepufferten Salzlösungen zu vielen Aminosäureresten kovalente Bindungen bilden kann. Die-

ser Mechanismus ist von dem Polyphenolischen Protein bekannt, das marine Muscheln als Kleber

verwenden, um sich im Meereswasser an Felsen zu befestigen.Das o-Chinon, das durch Oxidation

von 3,4-Dihydroxyphenylalanin entsteht, verstärkt die kohäsiven Eigenschaften des Klebers, da es

Querverbindungen mit Lysin und Cystein bildet. Die nicht oxidierte Katecholgruppe des Polyphe-

nolischen Proteins ist ein wirkungsvoller Metallionenchelator (Waite et al., 1985). Im Gegensatz

zu Silanen oder Polylysin-Schichten auf Glas, die hydrolysiert bzw. durch Desorption verändert

werden können, sind die Ko-Monomere für die in dieser Arbeitverwendeten Furan-Polymere fest

in das Substrat eingebunden. Die Monomere sind billig und für die Herstellung der Polymerfilme

wird keine spezielle Ausrüstung benötigt.

Zur Herstellung von SFM-Substraten wurden 0,25 mmol 2,5-Furandimethanol unter Rühren in

1 mmol Furfurylalkohol gelöst. Dann wurden 3µl einer wässrigen 2 M Toluolsulfonsäurelösung

zugegeben. Ein Tropfen der Mischung wurde auf eine frisch gespaltene Glimmeroberfläche aufge-

bracht. Überflüssige Lösung wurde wieder abgesaugt, bis eindünner Film von etwas weniger als

1 cm2 Größe auf dem Glimmerstückchen verblieb. Das Ganze wurde unter einem Abzug auf einer

Heizplatte bei 90◦C behandelt, bis sich die Flüssigkeit zu einem harten, schwarzen Polymerfilm

umgewandelt hatte. Das bei der Kondensationsreaktion entstehende Wasser verdampft schnell aus

dem dünnen Film (Dicke kleiner 100µm), was über die Kondensation an einer darüber gehaltenen

kalten Glasfläche beobachtet werden kann.

Nützliche Modifikationen des Furanpolymers wurden entwickelt, um ebenso glatte Flächen mit

höherer Polarität oder höherer Reaktivität für kovalente Immobilisierung zu bekommen:

(1) Phenylendiamin-modifiziertes FP:0,2 mmol 2,5-Furandimethanol wurden in 1 mmol 2-Furan-

methanol gelöst. Danach wurden 0,1 mmol 1,3-Phenylendiamin und 0,1 mmol DL-Äpfelsäure (α-

Hydroxybernsteinsäure) darin gelöst. 5µl einer 2 M wässrigen Toluolsulfonsäurelösung wurden

zugefügt und das Ganze gemischt. Ein Tropfen des Harzes wurde auf ein Stück frisch gespaltenen

Glimmer aufgebracht und 10 min lang auf 90◦C erhitzt. Die Verarbeitung des Films erfolgte wie

oben beschrieben.

(2) Harnstoff-modifiziertes FP:0,25 mmol 2,5-Furandimethanol wurden in 1 mmol 2-Furan-

methanol gelöst, 15 mg Harnstoff und 10µl Formalin (37 %) wurden zugesetzt und gelöst. Schließ-

lich wurden 3,5µl einer 4,45 M Toluolsulfonsäurelösung zugesetzt und dieses Harz wie oben auf

einem Glimmerplättchen polymerisiert.
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(3) Brenzkatechin-modifiziertes FP:0,5 mmol 2,5-Furandimethanol wurden in 1 mmol 2-Furan-

methanol gelöst, 0,5 mmol Brenzkatechin wurden zugesetzt und gelöst. Schließlich wurden 3µl

einer 4,45 M Toluolsulfonsäurelösung zugesetzt, die Mischung sofort gerührt und auf Glimmer

polymerisiert (Polymerisation 1 h bei 90◦C).

Der FP-Film wurde jeweils mit Epoxidharz-Kleber (Zweikomponentenkleber) auf ein Stahlplätt-

chen geklebt (Abb. 10). Für Messungen im „hängenden Tropfen“ bzw. zur Verhinderung eines

Kontakts von Puffer und Stahl wurde zwischen Stahlplättchen und FP-Film ein Stück Polypropylen-

Folie oder PEEK-Film geklebt. Danach wurde der Glimmer vorsichtig heruntergezogen und damit

die sehr glatte Polymeroberfläche freigelegt (Abb. 10 C). Gelegentlich verblieb eine Glimmer-

schicht auf dem Polymerfilm; diese wurde mit einer sauberen scharfen Klinge an den Rändern

umschnitten und mit einem scharfen Wasserstrahl (doppelt destilliertes Wasser oder hochreines

Wasser) aus einer Spritze mit hohen Druck entfernt. Die erfolgreiche Entfernung des Glimmers

kann leicht durch vorsichtiges Kratzen mit der Klinge am Rand des Plättchens unter dem Binoku-

lar getestet werden. Membranpräparationen oder Proteine konnten dann durch Aufbringen eines

Tropfens einer wässrigen Suspension bzw. Lösung adsorbiert werden.
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3 Zellkultur

3.1 Goldfisch-Oligodendrozyten

Zellkulturen wurden aus regenerierendem Tractus opticus adulter Goldfische hergestellt. (Bast-

meyer et al., 1989 & 1994). Zerkleinerte Gewebestückchen wurden in Leibovitz’s L-15-Medium

mit 0,03 % Collagenase und 0,1 % Dispase dissoziiert. Nach Inkubation (20 min, 37◦C) wurde die

Suspension zentrifugiert (200 g, 5 min), in L-15-Medium resuspendiert, nochmal zentrifugiert und

schließlich in Ham’s F-12-Zellkulturmedium suspendiert,das 10 % foetales Kälberserum (FCS)

und 0,4 % Methylzellulose enthielt. Die Zellsuspension wurde dann auf Laminin-beschichteten

PVPK- und FP-Plättchen oder auf den üblichen mit Polylysin-Laminin beschichteten Deckgläs-

chen ausplattiert. Nach einigen Wochen der Proliferation bei 28 ◦C konnte die dicht gewachsene

Schicht von Gliazellen geerntet und erneut auf Glas- oder Polymerplättchen ausplattiert werden.

Für Untersuchungen am SFM wurden lebende Zellen aus Kulturen verschiedenen Alters in reinem

F-12-Medium gewaschen und in dem gleichen Medium gerastert.

Fixierung: Ein Zellkulturplättchen wurde in L-15-Medium gespült, dann in phophatgepufferter

Salzlösung (PBS), und 3 bis 5 Minuten lang in 1 % Glutaraldehydlösung (in PBS) fixiert. Unter

diesen Bedingungen blieb die Form der Zelle vollständig erhalten, wurde aber so steif gemacht,

dass wiederholtes Rastern unter dem SFM mit reproduzierbarem Ergebnis möglich war. Üblicher-

weise werden für die Fixierung von auf einem Substrat haftenden Zellen Inkubationszeiten von bis

zu 1 h in 1 % Glutaraldehylösung (in PBS) empfohlen (z. B. Harlow, 1988), daher handelte es sich

hier um eine relativ sanfte Fixierung.

Zur Entfernung der oberen Membran von Lamellipodien wurde eine „härtere“ Fixierung in 2,5 %

Glutaraldehyd in PBS (länger als 30 min) vorgenommen. Durchdiese Behandlung kam es auf-

grund der höheren Membransteifheit und osmotischen Effekten aufgrund des Fixans zum Aufbre-

chen der Membranen, so dass alle Zellbestandteile, die nicht fest an das Substrat gebunden waren,

durch Spülen mit Puffer entfernt werden konnten. Die osmotischen Eigenschaften der Membran

bleiben nämlich auch nach der Fixierung teilweise erhalten, so dass die Membranen auch dann

noch empfindlich gegen Änderungen der Osmolarität bleiben (Hayat, 1981). Da aber nach Fixa-

tion die Elastizität der Membran deutlich geringer ist (Hohund Schoenenberger, 1994), kommt es

u. U. zu einem Aufbrechen der Zellen, spätestens beim Spülenmit PBS nach der Fixation.

3.2 Goldfisch-Fibroblasten

Frische Zellkulturen, die wie oben beschrieben aus dem Tractus opticus hergestellt wurden, ent-

hielten gelegentlich einige Fibroblasten. Diese können bereits unter dem Lichmikroskop von Glia-
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zellen unterschieden somit gezielt mit dem SFM gerastert werden.

Zusätzlich wurde eine Goldfisch-Fibroblastenzelllinie (CAR) aus der „European Collection of

Animal Cell Cultures“ (ECACC; Salisbury, GB) in L-15 mediummit 10 % FCS auf Laminin-

beschichtetem PVPK kultiviert (bei Raumtemperatur). Lebende Zellen wurden in serumfreiem

Medium mit dem SFM abgebildet.

3.3 Goldfisch-Epitheliomzellen (EPC)

Zelllinie aus der ECACC. Die Zellen wurden unter denselben Bedingungen kultiviert wie die CAR-

Zellen. Lebende Zellen wurden in serumfreiem Medium mit demSFM abgebildet.

3.4 Maus-3T3-Zellen

Fibroblasten-Zelllinie aus der ECACC. Die Zellen wurden inDMEM-Zellkulturmedium mit 10 %

FCS auf Laminin-beschichtetem PVPK kultiviert (37◦C). Lebende Zellen wurden in serumfreiem

Medium mit dem SFM abgebildet.

4 Reinigung, Rekonstitution und zweidimensionale

Kristallisation von Sucroseporin

4.1 Reinigung

Die Expression und Reinigung von Sucroseporin (ScrY) erfolgte weitgehend nach Forst et al. (1993).

Die wichtigsten Schritte:

Kultur: Für die Expression wurdenE. coli -Kulturen des Stamms KS 26 verwendet, dem die

Außenmembran-Proteine OmpF, OmpC und LamB fehlen, und der mit dem Plasmid PKS 112,

das die Strukturgene von ScrY und OmpA enthält, transfiziertworden war. Die Expression von

ScrY in der Hauptkultur wurde durch Zugabe von Isopropyl-α-D-Thiogalactosid und D-Fructose

induziert.

Isolierung der Gesamt-Membranfraktion:Die Ernte erfolgte durch Zentrifugation, Waschen in

Präparationspuffer (20 mM Tris/HCl pH 7,7; 10 mM MgSO4) und nochmalige Zentrifugation.

Danach erfolgte Resuspendierung in Präparationspuffer und Zellaufschluss in der French Press,

Zentrifugation. Das Sediment I enthält die äußere Membran,die innere Membran und das Pepti-

doglykan.
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Extraktion: Homogenisierung und Extraktion der Membranfraktion erfolgte mit 0,1 % (m/v) Na-

triumdodecylsulfat (SDS) in Präparationspuffer (zweimal): Sediment II. Dieses wird wiederum

homogenisiert und mit 2 % (m/v) Genapol X80 in Präparationspuffer extrahiert (zweimal): Sedi-

ment III. Wiederum Homogenisierung und Extraktion mit 0,2 %(m/v) Lauryldimethylaminoxid

(LDAO) in Präparationspuffer: Sediment IV, Überstand I (enthält ScrY). Homogenisierung und

Extraktion des Sediments IV mit 0,6 % (m/v) LDAO in Präparationspuffer (ScrY-haltiger Über-

stand II).

Anionenaustausch-Chromatographieder beiden Überstände: Auftrag auf eine Anionenaustau-

scher-Säule (DEAE EMD Fractogel 650 M, Merck). Waschen mit 0,6% LDAO in Präparations-

puffer: im Gegensatz zu früheren Protokollen (z. B. Forst etal., 1993) wurde eine viel größere

Menge Waschpuffer verwendet, nämlich statt dem 6- bis 8-fachen Säulevolumen das 60-fache,

um Verunreinigungen durch andere Proteine und Restlipid zuentfernen. Danach Detergenzaus-

tausch von LDAO zuβ-D-Octylglucopyranosid (β-OG) mit 1,2 %β-OG in Präparationspuffer.

Die Elution des Porins erfolgt mit einem linearen Salzgradienten 0 bis 250 mM LiCl (1,2 %β-OG

in Präparationspuffer sowie LiCl, 8-faches Säulenvolumen). ScrY eluierte bei ca. 125 mM LiCl.

Die Überprüfung der Qualität der Fraktionen mit gereinigtem ScrY erfolgte mittels SDS-PAGE

(Gradienten-Gel, System Phast, Pharmacia). Die Bande von ScrY liegt bei ca. 53 kDa, wenn die

Probe gekocht wird. Die porinhaltigen Fraktionen wurden ineiner Ultrafiltrationszelle aufkonzen-

triert. Somit erhielt man etwa 5 bis 10 mg/ml Protein in 20 mM Tris / pH 7,7 / 10 mM MgSO4 /

125 mM LiCl / 1,2 %β-OG / 3 mM NaN3.

4.2 Rekonstitution und 2D-Kristallisation

Der Puffer zur Verdünnung der Proteinlösung ist bei erhöhtem Detergenzanteil an den Elutions-

puffer der ScrY-haltigen Fraktionen aus der Proteinreinigung angelehnt: 20 mM Tris (pH 7,7), 10

mM MgSO4, 100 mM LiCl, 2 %β-OG.

Die Lipide wurden in vorher ausgeglühte Schliff-Röhrchen eingewogen und Stammlösungen in

Methanol (10 mg/ml) angesetzt (Dimyristoyl-L-α-Phosphatidylcholin, C14:0, Ttrans = 23 ◦C,

DMPC undβ-Palmitoyl-γ-Oleoyl-L-α-Phosphatidylcholin, C16:0/C18:1, Ttrans = −2 ◦C, POPC).

Zur Herstellung der Lipid-Detergenz-Lösungen wird jeweils eine entsprechende Menge davon in

ein frisches, ausgeglühtes Glasröhrchen gegeben und im Rotationsverdampfer bei etwa 20 Torr

und 30 - 40◦C getrocknet. Anschließend wird der Lipidfilm in Proteinpuffer, allerdings mit 20 %

β-OG, gelöst und anschließend mit detergenzfreiem Puffer auf 1 mg/ml Lipid bzw. 2 %β-OG

verdünnt.

Die Proteinlösung wurde zuächst durch einen Filter der Ausschlussgröße 100 nm gereinigt, um
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Proteinaggregate und Verunreinigungen, die die Rekonstitution stören können, auszuschließen

(Hamilton-Spritzenfilter, Bonaduz, Schweiz; Filterscheiben von Whatman, England). Die Re-

konstitutionsansätze wurden dann aus Protein-Detergenz-Lösung, dem o.g. Puffer und den Lipid-

lösungen so gemischt, dass sich eine Proteinkonzentrationvon 1 mg/ml ergab. Ebenso wurden die

jeweils gewünschten Massenverhältnisse Lipid-Protein (LPR, wurde von 0 bis 1 variiert), sowie

die jeweiligen Anteile der beiden Lipide an der Gesamt-Lipidmasse eingestellt (DMPC/POPC,

DMPC-Anteil wurde variiert von 100 % bis 40 %). Die Ansätze wurden vor Beginn der Dialyse

mindestens eine Stunde lang bei Raumtemperatur äquilibriert.

Die Ansätze konnten nun in Mikrodialyse-Buttons (Hampton Research, Laguna Hills, CA, USA)

gefüllt werden. Es handelt sich hierbei um kleine zylindrische Kunststoffblöckchen mit einer Ver-

tiefung für das Dialysat. Diese werden nach dem Befüllen miteinem Stück Dialysemembran

vorsichtig bedeckt (möglichst ohne Blasen), welche mit Hilfe eines O-Rings fixiert und damit

abgedichtet wird (Rille seitlich). Es hat sich bewährt, statt des mitgelieferten Holzstempels die

Membran bzw. den Dichtungsring mittels einer vorne abgeschnittenen Plastikspritze mit Gummi-

kolben aufzubringen (Membran leicht „ansaugen“, auf befüllten Button drücken und O-Ring von

der Spritze auf den Button rollen). Die Buttons wurden in Schnappdeckel-Gefäße mit Dialysepuf-

fer (ca. 10 ml, anfänglich noch detergenzhaltiger Proteinpuffer) getaucht, in die jeweils Schläuche

für Unterschichtung mit neuem Dialysepuffer und Abführungvon Puffer durch den Deckel geführt

wurden.

Alternativ zu den Buttons wurden Durchflusszellen (Eigenbau AG Welte, modifiziert) verwen-

det (Prinzip vergleichbar Jap et al., 1992). Diese bestehenaus jeweils zwei Plexiglas-Blöcken,

die gegeneinander geklemmt werden können (auf einem Edelstahlblock mit Edelstahlschrauben).

Der untere Block enthält die (drei) Durchflusskammern für den Dialysepuffer mit jeweils zwei

abschraubbaren Schlauchstutzen. Der obere enthält passgenau dazu die (drei) Kammern für das

Dialysat. Die Dialysemembran wird zwischen die beiden Blöcke gespannt, bevor diese gegenein-

ander verschraubt werden und trennt so Durchflusskammer undDialysatkammer. Beim Montieren

wird darauf geachtet, dass alle Teile sauber sind und die Membranen nicht austrocknen können.

Es werden daher bereits vorher die Schläuche für den Dialysepuffer angeschlossen und (anfäng-

lich noch mit detergenzhaltigem Proteinpuffer) durchspült. Sind die Kammern dicht verschraubt,

wird über die obere Öffnung jeweils Dialysat zugegeben, dieKammer mit sauberem Laborfilm

abgedeckt und mit einem Plexiglasdeckel mittels zweier Schrauben fest verschlossen. Von die-

sen Dialyseblocks standen vier zur Verfügung, es konnten also 12 Anätze gleichzeitig dialysiert

werden.

Die verwendete Dialysemembran hatte eine Ausschlussgrößevon 25 kDa. Sie wurde jeweils durch

kurzes Kochen in 10 mM NaHCO3-Lösung und dann in 10 mM Na2EDTA sowie mehrmaliges
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Waschen in ddH2O vorbehandelt (Lagerung danach in 20 % Ethanol).

Bei der Durchflussapparatur wurden jeweils 50µl Dialysat pro Kammer eingesetzt, die Buttons

wurden mit 30 bis 50µl Dialysat befüllt. Die Blöcke wurden seitlich in ein thermostatisierbares

Wasserbad gelegt (Membran senkrecht), damit sich evtl. Gasblasen in den Durchflusskammern

nicht unter der Membran sammeln konnten. Die Gefäße mit den Buttons wurden ebenfalls in

das Bad gestellt. Das Wasserbad, ein ausrangiertes PCR-Gerät (Autogene II, Grant Instruments,

UK), ist programmierbar, das heißt durch Verkettung von Einzelprogrammen kann der komplette

benötigte Temperaturverlauf samt den Temperaturrampen zusammengestellt werden. Die Dialyse

wurde bei 20◦C gestartet (12 h), dann erfolgte eine Temperaturrampe nach37◦C (8,5 h), dann Dia-

lyse bei 37◦C (20 h), eine Temperaturrampe nach 20◦C (8,5 h), und schließlich wieder Dialyse bei

20◦C (etwa 20 h). Der Temperaturverlauf wurde zu Kontrollzwecken über einen Temperaturfühler

mittels eines Schreibers aufgezeichnet. Es wurde außerdemdie Auswirkung eines zweiphasigen

Temperaturverlaufs (20◦ → 37 ◦ → 20 ◦→ 37 ◦ → 20 ◦C; 70 h) auf Rekonstitution und Kristalli-

sation getestet.

Der Dialysepuffer wurde über peristaltische Pumpen (Gilson Miniplus 2) aus dem Depotgefäß zu-

geführt. Er enthielt zuletzt 20 mM MES/pH 6, 100 mM LiCl, 80 mMMgCl2 und 3 mM NaN3.

Im Laufe dieser Arbeit wurde der pH-Wert zwischen pH 6 (20 mM MES), pH 7 (20 mM HEPES)

und pH 8 (20 mM Tris) variiert, die Konzentration von MgCl2 zwischen 2 mM und 80 mM. Die

Durchflussrate pro Zelle bzw. Button (50µl) betrug 0,1 bis 0,15 ml/min (also 2 bis 3µl/min pro 1

µl Dialysat), zuletzt 0,13 ml/min.

4.3 Elektronenmikroskopie

Zur schnellen Qualitätskontrolle der verschiedenen Rekonstitutionsansätze wurden direkt nach der

Dialyse Proben nach dem Negativkontrastierungsverfahrenpräpariert und am Transmissionselek-

tronenmikroskop durchgesehen (Kühlbrandt, 1992). Dabei wurden die Größe der Vesikel, die

Dichte an Protein in der Membran (reine Lipidvesikel oder dicht mit Protein bepackte?), An-

wesenheit von „Zwiebelschalenstrukturen“ (zu viel Lipid?), Anwesenheit von Verunreinigungen,

kleinen Partikeln bzw. Mizellen (Dialyse vollständig?) und Proteinaggregaten registriert. Auch

das gereinigte und in Detergenzlösung aufbewahrte Proteinwurde auf Aggregate untersucht, die

die Rekonstitution stören könnten.

Für die Adsorption der Vesikel wurden mit Formvar befilmte und mit Kohlenstoff bedampfte

Netzchen verwendet. Da der Kohlefilm mit der Zeit hydrophob wird, wurden die Netzchen vor

Gebrauch 15-30 s in einer teilevakuierten Glimmentladungskammer behandelt (Plasma Cleaner/-

Sterilizer PDC-3XG, Harrick). 1,5µl Dialysat wurden zur Adsorption auf das Netzchen gegeben,
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nach 45 s wurde das Netzchen mit dieser Oberfläche über zwei Tropfen Wasser und einen Tropfen

Uranylacetatlösung (2 %) gezogen (Waschen). Danach wurde das Netzchen auf einem zweiten

Tropfen Uranylacetatlösung 10 bis 20 s lang inkubiert. Restliche Kontrastierungslösung wurde

dann auf einem Filterpapier abgesogen. Die abgetrocknetenPräparate wurden an einem Elektro-

nenmikroskop (Zeiss EM 900) bei 50 kV und 12000- bis 50000-facher Vergrößerung mikroskopiert

und photographiert.

5 Vorbereitung von Präparaten für das SFM

5.1 Zellen

Zellkulturen (s. o.) wurden aus der Zellkulturschale genommen und in dem jeweiligen Medium

(frisch, ohne Serum und ohne Methylzellulose) gewaschen. Kulturen auf Deckgläschen wurden

auf einen Spiegel gleichen Durchmessers (siehe 1.5) gelegtund zusammen mit diesem mittels ei-

ner Klemmhalterung aus Federblech (Edelstahl) auf dem Scanner fixiert (Topometrix Discoverer

mit becherförmiger Wasserzelle auf dem Scanner). Alternativ dazu wurde das (feuchte) Deckglas

mit Gewebekleber auf einen verspiegelten Präparateträgergeklebt. Dieser wurde aus einem etwa

12x12 mm2 großen Glasplättchen (aus Objektträger geschnitten) hergestellt, auf das von unten

ein verspiegeltes Deckglas sowie ein Stahlplättchen zur magnetischen Fixierung geklebt wurde

(mit Epoxidharz-Zweikomponentenkleber). Auch Zellkulturen auf PVPK-Substratplättchen wur-

den auf diesem Präparateträger fixiert, entweder mit Gewebekleber, oder, nach vorherigem Ab-

trocknen der Unterseite, mit zwei bis drei kleinen Tropfen Zweikomponentenkleber am Rand des

Plättchens. Mit diesem Träger konnte im „hängenden Tropfen“ (s. 6.) gemessen werden. Lebende

Zellen wurden in jeweils serumfreiem, methylzellulosefreiem Medium gerastert, fixierte Zellen in

PBS.

5.2 Adsorption von Protein aus Lösung

5.2.1 Immunoglobulin M

Eine IgM-Lösung (0,08 mg/ml) wurde 1:106 in PBS verdünnt. Ein Tropfen dieser Lösung wurde

auf Harnstoff-modifiziertes FP-Substrat aufgebracht und nach 15 s mit PBS gespült.
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5.2.2 Collagen

Säurelösliches Collagen (Typ I) wurde aus einer „gesättigten“ Lösung in PBS 30 min lang bei

4 ◦C auf Brenzkatechin-FP adsorbiert und die Probenplättchendanach mit PBS gespült. Collagen-

Präparationen dieses Typs zeigen eine Löslichkeit von 0,1 bis 1 mg/ml nach vielen Stunden der

Inkubation (Gallop et al., 1957; Gallop und Seifter, 1963).Die hier verwendete Lösung wurde aus

gefriergetrocknetem Collagen durch lösen in PBS über Nachtbei 4 ◦C hergestellt. Als Kontrolle

wurde dieselbe Lösung auf Glimmer adsorbiert. Messung in PBS.

5.3 Adsorption von Membranpräparationen

5.3.1 Purpurmembran

Kontrollexperimente mit Purpurmembran wurden durchgeführt, da zweidimensionale Kristalle

dieses Proteins bereits eingehend am SFM untersucht wurden(z. B. Müller et al., 1995) und damit

die auf FP-Substrat erreichbare Auflösung anhand bekannterStrukturdetails geprüft und vergli-

chen werden kann. Ein Tropfen einer Suspension von Purpurmembran (Müller et al., 1995) in

Pufferlösung (10 mM Tris, 200 mM KCl, pH 8) wurde auf eine frisch präparierte FP-Oberfläche

(Brenzkatechin- oder Phenylendiamin-FP) aufgebracht, mindestens 30 min inkubiert und danach

mit demselben Puffer heruntergespült. Diese und alle anderen Präparate wurden in einer wasser-

gesättigten Atmosphäre inkubiert, um Austrocknen und damit Artefakte zu verhindern.

5.3.2 Membranfragmente mit Na,K-ATPase

Eine Membransuspension wurde hergestellt wie in Apell et al. (1993) beschrieben (ohne Verwen-

dung von Phospholipase). Ein Tropfen dieser Suspension wurde auf ein Substratplättchen aus

Brenzkatechin-FP oder Glimmer aufgebracht, 30 min inkubiert und danach mit Puffer gespült.

Kristallisations- und Messpuffer: 5 mM MgCl2, 1 mM CaCl2, 5 mM H3PO4, 20 mM Tris pH 7,2

(modifiziert nach Linder, 1995). Einwertige Ionen sind unerwünscht, da sie die Pumpe in einen

anderen Zustand bringen. Alternativer Messpuffer: 20 mM MgCl2, 1 mM CaCl2, 20 mM Tris

pH 7,2.

5.3.3 Rekonstituiertes Sucroseporin

Je nach Sauberkeit der Präparation (Kontrolle am Elektronenmikroskop, s. 4.3) wurde zuvor noch

ein Reinigungsschritt vorgenommen: Die Vesikelsuspension wurde 5 min bei 4000 Umdrehungen

43



GRUNDLAGEN UND METHODEN

pro Minute in einer Tischzentrifuge zentrifugiert, das Pellet in Dialysepuffer ohne Azid (bildet

schwerlösliche Niederschläge) resuspendiert und das Ganze nochmal wiederholt. Dann wurden

ca. 10µl Adsorptionspuffer auf eine frisch gespaltene Glimmerfläche pipettiert. In diesen Puffer-

tropfen wurde 1µl Vesikelsuspension gegeben und vorsichtig, ohne den Glimmer mit der Pipette

zu berühren, gemischt. Dieses Mischungsverhältnis musstebisweilen leicht angepasst werden, da

die Vesikelkonzentration von Ansatz zu Ansatz variierte. Der Adsorptionspuffer war in pH und

Ionenstärke an den jeweiligen Dialysepuffer angelehnt, [Mg2+] mindestens auf 20 mM verringert.

Inkubation erfolgte 1 h bei Raumtemperatur (Messlabor), danach wurde mit Messpuffer gespült.

Es wurde auch in Messpuffer angelagert, reproduzierbare Unterschiede zur Adsorption in Anla-

gerungspuffer konnten nicht festgestellt werden. Für die Messung musste die Konzentration an

zweiwertigen Ionen drastisch verringert werden. Gute Ergebnisse wurden mit einem Messpuffer

der Zusammensetzung 250 mM LiCl, 2 bis 0 mM MgCl2, 20 mM Tris/HCl/pH 7,6 erzielt. Im Lauf

der Untersuchungen wurde die Konzentration von LiCl zwischen 100 und 300 mM variiert, der pH

zwischen pH 6 und pH 8 (MES, HEPES, Tris). Alle Reinigungs-, Adsorptions- und Messpuffer

wurden mit hochreinem Wasser hergestellt.

6 Messungen am SFM

6.1 Vorbereitung der Flüssigkeitsmesszelle

Die Flüssigkeitszellen (Sensorhalterungen) und ihre Bestandteile wurden in Spülmittellösung (in

ddH2O) gewaschen, nach längerer Inkubation in der Spüllösung wurde das Gefäß mit der Flüssig-

keitszelle eine bis wenige Minuten in ein Ultraschallbad gehalten. Es wurde hierfür ein Kunststoff-

becher verwendet, da die Wasserzelle für dasDI-Multimodeaus Glas besteht (Gefahr der Beschä-

digung). Danach wurde mehrmals in ddH2O gespült, dann in reinem Ethanol (hochrein), wässriger

Ethanollösung und ddH2O oder hochreinem Wasser. Bei der Reinigung wurden die Flüssigkeits-

kanäle der DI-Wasserzelle mehrmals mit Hilfe einer Pipettedurchgespült. Das Fenster-Prisma

der Wasserzelle/Sensorhalterung für denTopometrix-Discovererwurde nur mit Seifenlauge, nicht

aber mit Alkohol behandelt (Ethanol greift Plexiglas an). Das Fenster für den Mess-Laser wurde

unter einem Binokular auf verbliebene Kontaminationen untersucht, die mit einem alkoholgetränk-

ten weichen Linsenpapier vorsichtig entfernt wurden (bei dem Plexiglas-Prisma mit Spülmittellö-

sung), danach wurde die Reinigungsprozedur ggf. nochmal wiederholt.
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6.2 Einbau des Präparats und Äquilibrieren

Das Messlabor (DI Nanoscope, Messungen an Sucroseporin) wurde auf 20◦C thermostatisiert.

Die Präparate wurden nach dem Spülen mit einem Tropfen Messpuffer bedeckt und auf den Scan-

ner montiert. Die Sensorhalterung wurde mit einem Sensorchip bestückt und eingebaut. Dann

wurde der Messkopf dem Präparat so weit angenähert, bis sichein Flüssigkeitsmeniskus zwischen

Laser-Fenster/Sensorhalterung und Präparatplättchen bilden konnte. Diese Art der Messung im

„hängenden Tropfen“ war sowohl mit der Sensorhalterung (Eigenbau Tantal-Plexiglas) für den

Topometrix-Discovererals auch mit der Flüssigkeitszelle für dasDI-Multimodemöglich (bei letz-

terem Verwendung der Wasserzelle ohne den mitgelieferten Dichtungsring). Es war dabei also

keine becherförmige Flüssigkeitszelle nötig, der Scannerwurde aber zur Sicherheit zusätzlich je-

weils mit einem Stück Folie, Parafilm oder Latex gegen eindringende Flüssigkeit geschützt. Zellen

wurden entweder im hängenden Tropfen oder in der über den Scanner zu stülpenden becherförmi-

gen Flüssigkeitszelle (fürTopometrix-Discoverer, s. 1.3.4) gemessen.

Nach Justierung des Messlasers auf die Rückseite des Federbalkens wurde so lange äquilibriert,

bis die anfangs schnelle Drift des Differenzsignals (Bimetalleffekt des goldbeschichteten Feder-

balkens und andere Ausgleichsvorgänge) einigermaßen abgeklungen war.

6.3 Messung

Nach einem ersten erfolgreichen Versuch, den Sensor in Kontakt mit dem Substrat zu bringen (Fe-

derbalkenauslenkung im Kontakt gemäß vorgegebenem Sollwert bei eingestellter Regelung) wur-

den Kraftdistanzkurven aufgenommen, zunächst möglichst auf dem harten Substrat. Diese dienen

der Kalibration der Federbalkenauslenkung in nm (nurMultimode) und auch der Funktionskontrol-

le des Federbalkens (manche Balken erweisen sich dabei als defekt). Außerdem kann damit eine

erste Abschätzung des Ausmaßes adhäsiver und/oder repulsiver Wechselwirkungen bei Annähe-

rung und Rückbewegung von Sensorchip und Substrat vorgenommen werden (sowohl auf hartem

Substrat als auch auf Zellen bzw. Membranfragmenten). Eventuelle (visko)elastische Eigenschaf-

ten des Objekts (Zellen!) können ebenfalls visualisiert werden. Dann werden die Regelungspara-

meter (P, Proportional und I, Integral, bei Topometrix zusätzlich D, Differenzial) so optimiert, dass

es noch nicht zu Regelkreis-Oszillationen kommt (Kontrolle des Signals im Oszilloskop-Modus).

Erst dann wird die Rasterungsbreite von 0 auf den gewünschten Wert hochgesetzt. Der Winkel der

schnellen Rasterungsrichtung (Rasterungszeilen) in Relation zur Achse des Federbalkens wurde

meist auf 90◦ eingestellt und ggf. variiert, um richtungsabhängige Abbildungseffekte bzgl. der

gemessenen Oberflächen zu testen. Nach Aufnahme eines ersten Übersichtsbildes kann die ma-

ximale Piezospannung (max. Piezohub) eingestellt werden (nur Nanoscope). Die Auflösung von
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16 bit wird dann auf den maximal notwendigen Hub kalibriert,womit die tatsächliche axiale Mess-

genauigkeit jeweils optimiert wird. Für Übersichtsaufnahmen wird meist das Topographiesignal

(Piezobewegung) und das Fehlersignal (Federbalkenauslenkung, zur Kontrolle der Regelungsgü-

te) sowie evtl. das Reibungssignal (Torsionsauslenkung des Federbalkens) aufgezeichnet. Bei

hochaufgelösten Zoomaufnahmen empfiehlt sich die simultane Aufnahme des Topographiesignals

von Hin- und Rückrasterung zur Kontrolle richtungsabhängiger Effekte/Artefakte (z. B. kraftindu-

zierte Verformung). Die Zeilenfrequenz wird jeweils optimiert, um Verzerrungen durch laterale

Piezodrift zu minimieren. Durch Einstellung des Sollwertsder Federbalkenauslenkung wird die

Auflagekraft minimiert. Es wird die eine minimale Differenzdes Sollwerts zum Wert des freien

Balkens eingestellt, bei der noch guter Bildkontrast bei minimaler Beschädigung des Objekts zu

erreichen ist. Aufgrund der thermischen Drift des Federbalkens muss der Sollwert während der

Messung ständig manuell nachgestellt werden. Alle in dieser Arbeit gezeigten Messungen erfolg-

ten im Kontaktmodus.

Der oszillierende Modus (1.1.6) wurde in dieser Arbeit nicht angewendet. Während der Vorver-

suche hatte sich ergeben, dass der für die Anregung zur Verfügung stehende Frequenzbereich bei

dem zunächst zur Verfügung stehenden System (TopoMetrix) unzureichend war. Daher wurde

auch davon abgesehen, durch einen Umbau den Mangel zu beseitigen, dass bei Arbeiten in Flüs-

sigkeit eine Anregung nur über das Oszillieren des Präparate-Scanners möglich war, nicht aber

durch Anregung des Sensors oder des Sensorchips.
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7 Datenaufbereitung und -Analyse

7.1 Analyse der Rohdaten und Datenexport

Die Messprogramme der Kraftmikroskope (Versionen Nanoscope 4.31r6, 4.42r1, Digital Instru-

ments; SPMLab 4.0, TopoMetrix) bieten, neben der Ansteuerung des Instruments, „offline“ eine

Reihe von allgemeinen Bildverarbeitungsfunktionen, die der Korrektur und Filterung von Bildda-

ten dienen und diverseMessfunktionenbzw. Funktionen zur Berechnung quantitativer Parameter

sowie Funktionen zur anschaulichenPräsentationder Bilder beinhalten.

Unter den Möglichkeiten zur Korrektur der Messdaten (Topographie) war hier hauptsächlich die

Option „Flatten“ von Bedeutung: dabei wird von jeder Bildzeile eine jeweils einzeln angepasste,

lineare Funktion subtrahiert. Sowohl eine durch ein nicht ideal in der Rasterungsebene montier-

tes Präparat oder durch Drifteffekte in z-Richtung verursachte lineare Neigung in Scanrichtung

(x) als auch ein durch die zeilenweise Bildgeneration bedingter häufiger relativer Offset von Bild-

zeilen werden so korrigiert (Guckenberger in Colton et al.,1998). Letzteres sowie die Korrektur

einer Neigung in y-Richtung gelingen mit dieser Methode nur, wenn alle Bildzeilen unter der An-

nahme vorheriger „idealer“ Korrektur im Prinzip den selbenMittelwert aufweisen. Dies ist aber

bei Vorhandensein „großer“ Oberflächeneigenschaften nicht der Fall, hier ist der jeweils aus dem

Zeilenmittel berechnete subtrahierte konstante Anteil größer. Idealerweise beschränkt man die

Berechnung des zeilenweisen Flattening daher auf bestimmte Bildbereiche, z. B. das als eben zu

definierende Substrat (praktisch geschieht das interaktivdurch Ausschluss abgebildeter „großer

Partikel“). Problematisch ist die zeilenweise Korrektur nur bei exakt in y-Richtung orientierten

Periodizitäten oder Stufen, diese werden nivelliert. Bei nicht vorhandenem Zeilen-Offset kann

hier auch von dem gesamten Bild eine Fläche 1. Ordnung subtrahiert werden (entweder „Plane

Fit“ also durch Berechnung einer zweidimensionalen Fitfunktion oder durch „manuelle“ Defini-

tion dreier Punkte der Substratebene, die die Fläche aufspannen sollen). Bei diesen Methoden

linearer Driftkorrektur geht mit genannter Einschränkungkeine Information über Korrugationen

verloren. „Flattening“ oder „Plane Fit“ höherer Ordnung wurden nicht angewandt.

Für die schnelle Evaluation der Rohdaten ist die Erzeugung von Linienprofilen beliebiger Rich-

tung nützlich, verbunden mit der Möglichkeit der Messung von Abständen, Höhen, Winkeln, ein-

dimensionalen FFT-Spektren und Rauhigkeitswerten. Für den gesamten Bildbereich bzw. für Aus-

schnitte daraus können statistische Eigenschaften berechnet werden wie Histogramme der Messda-

ten oder die Rauhigkeit, beispielsweise als Standardabweichung mitZ, Mittelwert, i = 1,...,N:

Rrms =
√

1
N

∑

(Zi − Z)2 (rms, „root mean square“). Eine zweidimensionale FFT-Funktion (Fast

Fourier Transform, z. B. Russ 1999) mit entsprechenden Analyse- und Filterfunktionen ist eben-

falls implementiert.
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Der Daten-Export kann im ASCII-Format erfolgen (Rohdaten für Verarbeitung in externen Bild-

verarbeitungssystemen), die Ausgabe der intern verarbeiteten bzw. anschaulich dargestellten Bild-

daten in diversen Bitmap-Formaten (z. B. BMP, TIFF).

7.2 Mittelungsverfahren

Einzelpartikelsuche, Alignment und Mittelung wurden mit dem Bildverarbeitungssystem SPIDER

gerechnet (System for Processing Image Data from Electron microscopy and Related fields, Health

Research Inc., Rensselaer, NY). Dieses System wurde speziell für Verfahren der Einzelpartikelmit-

telung von Makromolekülen sowie multivariate statistische Klassifikation und 3D-Rekonstruktion

in der Elektronenmikroskopie entwickelt (Frank, Radermacher et al., 1996). Aus Programm-

Modulen verschiedener Hierarchieebenen sind komplexe vorgefertigte Bildverarbeitungsfunktio-

nen aufgebaut, die einzeln als sogenannte SPIDER-Operationen interaktiv per Kommandozeile

abrufbar sind. Aus verschiedenen einzelnen Operationen können wiederum individuelle Batch-

Skripte bzw. Prozeduren zusammengestellt werden, um die gesamte Prozessierung von Bilddaten

in der gewünschten Weise zu bewerkstelligen. Eine Manipulation des Fortran-Quellcodes der

Operationen ist im Normalfall nicht notwendig, gleichwohlist dieser transparent und daher im

Prinzip auch veränderbar. Dieser modulare Aufbau sowie mitgelieferte Musterprozeduren und

eine gute Dokumentation (http://www.wadsworth.org/spider_doc/spider/docs/spider.html) ermög-

lichen auch die unproblematische Erstellung von Prozeduren für die Verarbeitung rasterkraftmi-

kroskopischer Aufnahmen. SPIDER wurde unter Irix 6.5 auf einer SGI-Workstation (Silicon Gra-

phics) betrieben. Neben dem rationellen Zugang zum eigentlichen Bildverarbeitungssystem über

Kommandozeile bzw. Skripte werden die Visualisierung sowie interaktive Funktionen wie Wahl

von Bildausschnitten, manuelle Kategorisierung und dergleichen über das selbständige zugehö-

rige Programm “WEB” ausgeführt, das eine graphische Benutzeroberfläche basierend auf dem

Motif/XWindow-System bietet.

Die folgende knappe Darstellung der Grundlagen hier angewandter Bildverarbeitungsfunktionen

orientiert sich vorwiegend an Frank (1996). Die für die entsprechende Bearbeitung der Rohdaten

jeweils erstellten oder modifizierten Skripte unter SPIDERsind im Anhang abgedruckt.

7.2.1 Import der Rohdaten

In SPIDER wurden ausschließlich Rohdaten ausNanoscopeverarbeitet (nach vorherigem Flat-

tening erster Ordnung). Da hier in der Regel zwei Kanäle (Topographie und Fehlersignal) auf-

genommen wurden, diese aber in einer Datei abgespeichert sind, muss zunächst in Nanoscope
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eine getrennte Abspeicherung erfolgen (Image - Split Images), danach erfolgt der Export der ur-

sprünglich als Binary (16 Bit pro Pixel) abgespeicherten Rohdaten (Topographie) in ASCII-Format

(Utility - ASCII-Export). Der Header der Datei kann gleich hier oder später in einem Zeilenedi-

tor entfernt und separat abgespeichert werden. Dieser enthält wichtige Daten über Skalierung

bzw. Scanner-Eichung sowie weitere Aufnahme-Parameter. In SPIDER erfolgt der Import von

ASCII-Datensätzen (Operation CP FROM ASCII), eine Spiegelung an der x-Achse zur Wieder-

herstellung der ursprünglichen Orientierung (MI), die Skalierung in nm und die Subtraktion einer

Ebene mit dem Wert des Bildminimums zur Herstellung positiver Pixelwerte (AR). Dies geschieht

alles mit der Prozedur DIconv.sys (oder integriert in Skript b00.*). Dabei muss der axiale Kali-

brationswert des Scanners [nm
V

] und der bei der Aufnahme eingestellte maximale Piezohub [V]

eingegeben werden (letzterer wird bei der Messung mit 16 BitAuflösung skaliert).

7.2.2 Selektion von Einzelpartikeln

Neben einer bei der vorliegenden Größe von Datensätzen durchaus noch vertretbaren manuellen

Selektion zu mittelnder Partikel wurden zwei automatisierte Verfahren angewandt:

7.2.2.1 Automatische Partikelauswahl

Zum einen ist das ein Verfahren auf Grundlage einer mit Hilfetexturaler Parameter gewonnenen

„Unterscheidungsfunktion“ (Lata et al. 1995). Dieses erfolgt in drei Phasen, einer vorbereitenden

Phase, einer Trainingsphase und schließlich der automatischen Selektion. In der Vorbereitungs-

phase (Batch-Programm b00.*) werden zunächst Partikel einer vorgegebenen Größe ausgesucht.

Dabei wird die Verwendung eines Referenzbildes vermieden,die Suche nach den Objekten erfolgt

unter deren Näherung in Form einer Gaussfunktion passenderBreiteσx = d
2

(d: Partikeldurchmes-

ser,σx: Standardabweichung Gaussfunktion), und zwar durch vorherige Gauss-Tiefpassfilterung

im Fourierraum mit dem entsprechenden Filterradiusσκ = 1
πd

ihrer Transformierten. Die ei-

gentliche Detektion der Objekte folgt als Suche nach den höchsten Maxima in Umgebungen, die

jeweils der Partikelgröße entsprechen. - Auf die nach Lata et al. (1995) dem Ganzen noch vor-

ausgehende Reduktion der Bildgröße/Pixelanzahl konnte aufgrund der geringeren Größe und des

besseren Kontrasts der SFM-Bilder verzichtet werden. - In der folgenden Trainingsphase wer-

den aus dem ursprünglichen Bild gemäß den Koordinaten der erhaltenen Maxima ausgeschnittene

kleine Datenfenster manuell kategorisiert. Dies erfolgt in „WEB“ (Funktion Command - Catego-

rize, danach SPIDER-Operation AT IT zur sortierten Speicherung der Ergebnisse in einer Datei).

Dabei wird eine Zuordnung zu den drei Gruppen „Partikel“, „Rauschen“ (entsprechend dem die

Partikel umgebenden Hintergrund) und „Junk“ (für Partikelaggregate, Artefakte etc.), vorgenom-

men. Die Eigenschaften der kategorisierten Bildfenster gehen in Form von „Feature-Vektoren“ in
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die Discriminant-Analyse ein (SPIDER-Operation AT SA), deren Ergebnis, die Unterscheidungs-

funktion (discriminant function), die Grundlage für die spätere automatische Selektion darstellt.

Diese Vektoren bestehen aus jeweils neun Komponenten, von denen sieben die statistische Ver-

teilung von Pixeln im Datenfenster beschreiben. Drei davonbeschreiben globale, vier weitere

lokale Variationen, hierzu werden die Datenfenster nochmals mittels eines „Hopping Window“

unterteilt. Ein weiterer Parameter ist die globale statistische Entropie und der neunte schließlich

liefert eine Abschätzung der von dem jeweiligen Objekt eingenommenen Fläche. Man erhält für

die drei hier definierten Kategorien zwei lineare Unterscheidungsfunktionen. Diese maximieren

das Verhältnis der Varianz der Eigenschaften zwischen den Gruppen zu derjenigen innerhalb der

Gruppen. RepräsentiereXT = (X1, ... ,X9) den zu einem Datenfenster gehörigen Feature-Vektor

undY = b̂TX die lineare Unterscheidungsfunktion, dann istb̂ so zu wählen, dass das Verhältnis

der Quadratsummen (zwischen den Gruppen versus innerhalb der Gruppen)

λ̂ =
b̂TBb̂

b̂TWb̂

maximal wird. (B: Matrix der Quadratsummen und Kreuzprodukte zwischen den Gruppen, W: Ma-

trix der Quadratsummen innerhalb der Gruppen, das Caret symbolisiert messungsbasierte Abschät-

zung). Partielle Differenziation von̂λ nachb̂ gleich null gesetzt ergibt nach Umformung:

(W−1B − λ̂I)b̂ = 0.

(λ̂ größter Eigenwert,̂b der zugehörige Eigenvektor vonW−1B, I Einheitsmatrix). Die Kompo-

nenten von̂b entsprechen der Gewichtung der einzelnen Parameter in der Unterscheidungsfunkti-

on. Die relative Größe der Eigenwerteλ̂j stellt einen Index der Wichtigkeit der einzelnen Achsen

im „Discriminant Space“ (aufgespannt von den j linearen Unterscheidungsfunktionen) dar. Nä-

heres zur Mathematik der Discriminant Analysis in Dillon und Goldstein (1984). Das Ergebnis

lässt sich als Verteilungskarte der in die Analyse eingegangenen Datenfenster im „Discriminant

Space“ darstellen (Koeffzienten, Anteil korrekter Zuordnung in der Trainingsphase und Vertei-

lungskarte: s. Projekte und Ergebnisse, 3, Abb. 31). Die Trainingsphase muss nur einmal mit einer

geeigneten Anzahl einzelner Datenfenster bzw. einem kleinen Teil eines größeren Datensatzes

einheitlicher statistischer Eigenschaften durchlaufen werden. Die letzte Phase, die automatische

Selektion, beinhaltet die Partikelsuche im gesamten Datensatz, also einen nochmaligen Lauf des

Programms b00.* (evtl. mit einem höheren Schwellenwert fürdie anfängliche Suche nach Maxi-

ma) und anschließend die automatische Auswahl „echter“ Partikel mit Hilfe der zuvor ermittelten

Unterscheidungsfunktion (SPIDER-Operation AT WN).
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7.2.2.2 Referenzgestützte automatische Partikelauswahl

Die zweite Methode zur automatischen Partikelselektion basiert auf einer referenzgestützten Suche

mittels Kreuzkorrelationsfunktion, CCF, (Frank und Wagenknecht, 1984), beruht also auf demsel-

ben Prinzip wie die klassische Korrelationsmittelung von nicht idealen Kristallen (s. Abschnitt

7.2.3.1, Prozedur corrav1.* zur Ermittlung der Korrelationsmaxima, SPIDER-Operation WV zum

Ausschneiden von Bildfenstern um die ermittelten Partikel). Das Problem der im allgemeinen Fall

(im Gegensatz zum Kristall) zufälligen Orientierung der Partikel in der Bildebene wird hier durch

die Verwendung eines rotational gemittelten Bildes eines Partikels gelöst (Ausschneiden eines Fen-

sters mit zentriertem Partikel in WEB und SPIDER-OperationRO I, evtl. vorher Zentrieren mittels

CG und SH). Damit ist sichergestellt, dass Partikel unabhängig von ihrer Orientierung dieselben

Werte in der Kreuzkorrelationsfunktion ergeben. Im übrigen ähnelt diese CCF in der Umgebung

eines Partikels seiner Autokorrelationsfunktion. Dies wurde von Frank und Wagenknecht (1984)

zur Ermittlung der Orientierung des Partikels ausgenutzt.In vorliegender Arbeit wurden allerdings

nach beiden hier genannten Methoden ausgewählte Partikelserien einem referenzfreien rotationa-

len und translationalen Alignment unterworfen (s. 7.2.3).

7.2.3 Ausrichtung der Partikel („Alignment“)

Die zu mittelnden Strukturen müssen zunächst zur Deckung gebracht werden, um ein sinnvolles

Mittel bilden zu können, ein Vorgang, der als „Alignment“ bezeichnet wird. Im Falle eines homo-

genen Datensatzes geht man davon aus, dass ein Satz von Bildern ein gemeinsames Motiv enthält,

das sich von Bild zu Bild im Wesentlichen nur in einer Rauschkomponente unterscheidet. Ein Satz

von N digitalisierten „Bildern“ eines Partikels{pij ; i = 1...N ; j = 1...J} (PixelzahlJ = L · M)

muss dann durch entsprechende KoordinatentransformationenTi so zur Deckung gebracht wer-

den, dass jeder Pixel in dem so transformierten Satzp′ij demselben Punkt im Koordinatensystem

der 2D-Projektion des Partikels entspricht. Das Mittel nach Alignment des homogenen Datensat-

zes ist dann:

pj =
1

N

N
∑

i=1

p′ij

Im allgemeineren Fall eines heterogenen Datensatzes, bestehend beispielsweise aus Projektionen

unterschiedlicher Ansichten oder Konformationen eines Partikels oder ganz unterschiedlicher Par-

tikel, wird Alignment definiert als eine Transformation, die die Minimierung eines Funktionals

wie z. B. des euklidischen Abstands impliziert. Eine Eigenschaft des Alignments besteht hier dar-

in, dass Objekte einer homogenen Untergruppe des Datensatzes in derselben Weise zur Deckung

gebracht werden, wie für den homogenen Fall beschrieben, während Objekte aus verschiedenen

Untergruppen in eine bestimmte konsistente geometrische Konstellation zueinander gebracht wer-
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den. Letztere Eigenschaft kann für die Klassifikation in verschiedene Untergruppen herangezogen

werden.

7.2.3.1 Referenzgestützte Suche und Alignment mittels translationaler Kreuzkorrelations-

funktion

Interpretiert man die durch J diskrete Messungen repräsentierten beiden Bilder

{f1(rj), j = 1...J} , {f2(rj), j = 1...J}

als Vektoren eines J-dimensionalen kartesischen Kooordinatensystems, dann kann man den Betrag

des Differenzvektors (euklidischer AbstandE12) als inverses Maß für die Ähnlichkeit der beiden

Bilder heranziehen. Unter Verwendung der Rotation (RotationsmatrixRα ) und der Translation

(Vektor r′) als Parameter für die Positionssuche beim Alignment gilt:

E2
12(Rα, r

′) =

J
∑

j=1

[f1(rj)− f2(Rαrj + r′)]
2

=

J
∑

j=1

[f1(rj)]
2 +

J
∑

j=1

[f2(Rαrj + r′)]
2 − 2

J
∑

j=1

f1(rj)f2(Rαrj + r′).

Die ersten beiden Terme bleiben unter der Koordinatentransformationrj → Rαrj + r′ konstant,

der dritte wird im Minimum vonE12 maximal. Dieser dritte Term entspricht der (diskreten) Kreuz-

korrelationsfunktion vonf1 undf2:

C12(Rα, r
′) =

J
∑

j=1

f1(rj)f2(Rαrj + r′).

(in dieser Formulierung ohne Normierung, also nur für Bilder desselben Experiments). Die Kor-

relationsanalyse besitzt große Bedeutung bei der Untersuchung der Ähnlichkeit von Signalen und

im Bereich optischer Strukturerkennung. Sie ermöglicht gutes Alignment auch bei sehr hohem

Rauschanteil (Saxton, 1978) und ist mittels Fouriertransformation schnell zu berechnen. Bei der

Bestimmung des Maximums der KreuzkorrelationsfunktionC12(Rα, r
′) bedient man sich in der

Praxis einer getrennten translationalen und rotationalenSuche. Die translationale Kreuzkorrelati-

onsfunktion lautet allgemein (Translationsvektorrk = (X, Y )):

C12(X, Y ) =

∫ ∫ +∞

−∞

f1(x, y)f2(x+X, y + Y )dx dy
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Im hier interessierenden diskreten Fall (translationale Kreuzkorrelation zweier digitalisierter Bil-

der):

C12(rk) =
1

J ′

J
∑

j=1;(rj+rk∈A)

[f1(rj + rk)− 〈f1〉] [f2(rj)− 〈f2〉] .

〈f1〉, 〈f2〉: die Mittelwerte vonf1, f2, die keinen Einfluss auf ein Ähnlichkeitsmaß haben sollten

und daher subtrahiert werden. Für alle rk 6= 0 findet keine komplette Überlappung der beiden

Bilder statt, so dass die Summierung nur noch überJ ′ stattJ Elemente erfolgt (also nur für solche

j, für die der Summenvektorrj + rk noch innerhalb des Bildes liegt), entsprechend erfolgt die

Normierung aufJ ’. Eine Vereinfachung und damit Beschleunigung des Verfahrens erreicht man

durch Übergang in den Fourierraum. Aufgrund der Eigenschaft des Fourierintegrals, dass die

jeweilige Funktion als zylindrisch kontinuierlich oder endlos repetitiv angenommen wird, so dass

der rechte Rand des Bildes mit dem linken kontinuierlich istund der untere in den oberen übergeht,

kann bei der Berechnung der CCF im Fourierraum die Normierung auf ein festesJ erfolgen. Es

muss lediglich durch n-fache Vergrößerung des Bildes und Ausfüllen dieses äußeren Rahmens

(„Padding“) mit dem jeweiligen Bildmittelwert oder dem Mittel der Pixel des Bildrandes dafür

gesorgt werden, dass es bei der Korrelation zu keiner unerwünschten rückwärtigen Überlappung

der eigentlichen Bilder kommt (Normierung dann1
n2J

). Die Berechnung im Fourierraum beruht

auf einer Anwendung des Faltungstheorems (z. B. Hecht, 1999) auf die Kreuzkorrelationsfunktion,

die ergibt, dass

C12(rk) = F−1 {F {f1}F ∗ {f2}}

(F {}: Fouriertransformation,F−1{}: inverse Fouriertransformation, *: konjugiert komplex).

Die translationale Kreuzkorrelation wird bei der Mittelung nicht idealer Kristalle benutzt („Korre-

lationsmittelung“, Frank und Goldfarb, 1980; Saxton und Baumeister, 1982; Saxton, 1978). Eine

klassische kristallographische Analyse (optische/quasioptische Filtration von Reflexen im Raum-

frequenzspektrum), die größere perfekte Kristalle erfordert, nutzt die Redundanz struktureller In-

formation aufgrund der exakten translationalen Wiederholung einer strukturellen Einheit direkt,

um ein gemitteltes Abbild des Objekts zu erhalten. Im weniger idealen Fall, mit dem man sehr häu-

fig bei der zweidimensionalen Rekonstitution von Membranproteinen konfrontiert ist, sind die ein-

zelnen Partikel zwar in einer Vorzugsrichtung einigermaßen orientiert, Kristalldefekte, Verzerrun-

gen des Gitters bzw. Vorliegen nur kleiner kristalliner Fragmente erfordern jedoch ein Alignment

von Einzelpartikeln vor der Mittelung. In diesem speziellen Fall annähernder Kristallinität kann

ein ausschließlich translationales Alignment, zumindestin einer ersten Stufe, ausreichen. Ein Bild

eines solchen „Kristalls“ sowie als Referenz ein Ausschnitt, der etwas mehr als eine Elementarzel-

le enthält, werden beide in ein größeres Bild eingebettet (Padding, s. o., Operation PD). Aus den

so erhaltenen beiden Bildern gleicher Größe wird die translationale Kreuzkorrelationsfunktion be-
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rechnet und in Form einer Karte (in Ortsraumkoordinaten) gespeichert. Nach Hochpass-Filtration

dieser CCF-Karte (Operation FQ NP) mit einem Filterradius entsprechend etwas weniger als der

Hälfte der ersten Beugungsordnung erfolgt die Suche nach den Korrelationsmaxima (Operation

PK DC). Darin integriert ist eine Schwerpunktsbestimmung in einem Bereich mit dem Radius von

etwa einem Drittel des Gittervektors sowie der Ausschluss weiterer Maxima im Bereich einer Ein-

heitszelle sowie am Bildrand (Artefakte!). Die Koordinaten und (normierten) Pixelwerte dieser

Maxima werden nach deren Größe geordnet gespeichert sowie zur Visualisierung/Evaluation in

eine Karte eingetragen. Diese Operationen sind in der SPIDER-Prozedur corrav1.sys integriert.

Nach Evaluation der Maxima kann ein Schwellenwert für die Einbeziehung der den Maxima ent-

sprechenden Partikeln in die Mittelung gesetzt werden. Danach werden Bildausschnitte aus dem

ursprünglichen Bild um die Positionen der relevanten Maxima gebildet (Operation WV) und an-

schließend gemittelt (s. u.).

Bei der Korrelationsmittelung musste die CCF-Karte nur miteinem Hochpass gefiltert werden, es

war keine Kappung sehr hoher Raumfrequenzen nötig, wie es bisweilen bei elektronenmikrosko-

pischen Daten praktiziert wird (Saxton und Baumeister, 1982). Tests ergaben keinen Unterschied,

bei diesen SFM-Datensätzen waren also keine hochfrequenten Störungen anwesend, die das Ali-

gnment beeinträchtigten.

Eine Möglichkeit der iterativen Verfeinerung des Alignments besteht bei vorliegender Methode

darin, das Mittel aus dem ersten Lauf als Referenz für einen weiteren Durchgang zu nutzen usw.,

außerdem kann zusätzlich eine referenzgestützte, rotationale Verfeinerung durchgeführt werden.

Da die Rohdaten in dieser Arbeit, insbesondere die Abbildung der periplasmatischen Seite des

Sucroseporins, teilweise eine klare Aussage über die jeweils zu wählende Referenz nicht zulassen,

wurde zur Verfeinerung des einstufigen translationalen Alignments ein referenzfreier rotationaler

und translationaler Algorithmus angewandt (nächster Abschnitt). Da der Input aus der beschrie-

benen translationalen Stufe hier aus Rohdaten-Bildausschnitten besteht, wird durch diese Kom-

bination kein zusätzlicher Fehler durch Interpolation eingeführt. Für iterative Verfeinerung gilt

der Grundsatz, Rotations- und Translationsparameter aus jedem Schritt vektoriell zu addieren und

damit die zur Deckung gebrachten Bilder direkt aus den Rohdaten zu bilden, um keine unnötigen

Interpolationsschritte und damit eine graduelle Abnahme der Auflösung zu bewirken.

Auf eine Symmetrisierung der gemittelten Bilder (Saxton und Baumeister, 1982) wurde im Inter-

esse der Visualisierung richtungsabhängiger Effekte verzichtet.

7.2.3.2 Referenzfreies rotationales und translationalesAlignment

Referenzgestützte Algorithmen sind mit dem Problem behaftet, dass die anfängliche subjektive

Auswahl einer Referenz das Ergebnis beeinflusst. Dies ist besonders dann gravierend, wenn das

Signal-Rausch-Verhältnis (SNR) klein ist und bei der Auswahl lokaler Korrelationsmaxima kein
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Schwellenwert gesetzt wird bzw. kein objektives Kriteriumverfügbar ist, wie hoch ein solcher zu

wählen wäre. Im Extremfall kann ein durch die Referenz vorgegebenes Muster auch bei Alignment

von aus purem Rauschen ausgewählten Bildausschnitten (um Korrelationsmaxima) ein Mittel er-

geben, das diesem Referenzmuster ähnlich sieht (Lit. in Frank, 1996).

In dieser Arbeit wurde ein referenzfreier iterativer Algorithmus nach Penczek et al. (1992) ange-

wandt, der für Daten niedrigen SNR’s, Objekte verschiedener Orientierungen und bei Unsicherheit

über zu wählende Referenz(en) geeignet ist. Ausgehend von einer Definition für das Alignment,

wonachein Satz von Bildern dann zur Deckung gebracht ist, wenn alleBilder paarweise zur

Deckung gebracht wurden, ist das Alignment dieses Satzes von BildernP = {pi(r); i = 1, ..., N}
erreicht, wenn das Funktional

L(P, S) =

∫ +∞

−∞

N−1
∑

i=1

N
∑

k=i+1

[

pi(r; s
i
α, s

i
x, s

i
y)− pk(r; s

k
α, s

k
x, s

k
y)
]2
dr

minimiert wird durch die Wahl eines Satzes von 3N ParameternS =
{

siα, s
i
x, s

i
y; i = 1, ..., N

}

.

Die Bilder werden hier als kontinuierliche Funktionen der Variable r (Argumentvektor) behandelt,

die Position jedes Bildes bezüglich seiner anfänglichen Position wird durch die drei Parametersiα
(Rotation um den Ursprung) undsix, s

i
y (Translation in x,y) beschrieben. Der Nachteil dieser For-

mulierung besteht neben einem erheblichen Rechenaufwand darin, dass ein paarweises Alignment,

bei dem jeder Term aus zwei Bildern niedrigem SNR gebildet wird, ein hohes Fehlerrisiko bezüg-

lich der erhaltenen Positionsparameter impliziert. ObigeFormulierung ist aber äquivalent zu einer

Minimierung von

L(P, S) =

∫ +∞

−∞

N
∑

i=1

[

pi(r; s
i
α, s

i
x, s

i
y)− pi(r)

]2
dr

wobei

pi(r) =
1

N − 1

N
∑

k=1;k 6=i

pk(r; s
k
α, s

k
x, s

k
y)

Hier wird jedes Bild mit einem partiellen Mittel aller Bilder zur Deckung gebracht (globales Mittel

abzüglich des jeweils aktuell zur Deckung zu bringenden Bildes, SNR sollte hier erheblich besser

sein als bei einzelnen Bildern/Rohdaten).

Eine Approximation der Lösung dieses Alignment-Problems wird durch folgendenzweistufigen

Algorithmusermittelt:

1. Näherungsweise Bestimmung des globalen Mittels ohne Vorgabe einer Referenz:

i. zufällige Auswahl zweier Bilder pi und pk aus P
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ii. pi und pk werden zur Deckung gebracht (Minimierung von‖pi − pk‖ durch beliebiges

Verfahren)

iii. Ansatz zur näherungsweisen Bestimmung des globalen Mittels (am): a2 = (pi(+)pk)/2,

(+) symbolisiert die algebraische Summe zweier Bilder nachAlignment

iv. Laufvariablem = 3

v. nächstes Bild pl aus denN −m+ 1 verbliebenen Bildern (zufällige Auswahl)

vi. pl und am−1 werden zur Deckung gebracht

vii. aktualisierter Wert für das globale Mittel:am = (pl(+)(m− 1)am−1)/m

viii. m wird um 1 erhöht. Fallsm = N , Ende. Sonst zurück zu Schritt v.

Es wird zwar in jedem Schritt dieser ersten Stufe ein optimales Alignment zweier Bilder vorge-

nommen sowie eine Verbesserung des Signal-Rausch-Verhältnisses des Mittels erreicht. Jedoch

wird mit dem Einschluss jedes weiteren Bildes zu der bereitszur Deckung gebrachten Serie im

Prinzip eine Korrektur der Positionen bereits im Mittel enthaltener Bilder notwendig, um im Mi-

nimum des obigen Funktionals zu bleiben. Daher ist eine zweite Stufe nötig, die dies iterativ

korrigiert. Das wird ebenfalls mit Hilfe des Alignments einzelner Bilder (diesmal sequenziell) mit

dem jeweils komplementären partiellen Mittel erreicht.

2. Iterative Verfeinerung des MittelsA = aN :

i. Laufvariablem = 1

ii. modifiziertes Mittel durch Subtraktion des Bildes pm (in seiner aktuellen Position):

A′ = (NA(−)pm)/(N − 1)

iii. pm undA′ zur Deckung bringen (Minimierung von‖pm − A′‖ durch beliebiges Ver-

fahren)

iv. Aktualisierung des globalen Mittels:A = (pm(+)(N − 1)A′)/N

v. m um 1 erhöhen. Fallsm ≤ N : zurück zu ii.

vi. Falls in iii. eines der Bilder seine Position signifikantverändert hat, zurück zu i. Sonst

Ende.
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Die Konvergenzder Prozedur ergibt sich daraus, dassL aufgrund der Schritte ii. und iii. der Stufe

2. nur abnehmen oder konstant bleiben kann, außerdem istL eine nicht negative Funktion, so

dass der Algorithmus irgendwann zu einem Ende kommen muss. Die Frage der Bestimmbarkeit

des gesuchtenMinimums vonL führt über die notwendige Bedingung∂
∂sio

L(sio) = 0 für alle i (sio
der i-te Positionsparameter, o steht fürα, x oder y) zu der hierzu äquivalenten Bedingung für ein

Maximum eines FunktionalsL
′
:

∂

∂sko

∫ +∞

−∞

{

pk(r − sko)

[

N
∑

i=1;i 6=k

pi(r − sio)

]}

dr = 0

(vgl. Penczek et al., 1992). Darin erkennt man gleichzeitigdie notwendige Bedingung für das Ma-

ximum der Kreuzkorrelation des k-ten Bildes und der Summe aller anderen Bilder bezüglich des

Positionsparameterssko. Die noch zu wählende Methode für die Bestimmung der Positionspara-

meter beim paarweisen Alignment wird daher am Ende der Prozedur immer ein lokales Minimum

des FunktionalsL ergeben, wenn sie diese Bedingung erfüllt (s. Kriterium fürBeendigung der

Prozedur in Schritt vi. der 2. Stufe). Es wird aber auch klar,dass dies im allgemeinen nicht das

absolute Minimum ist, denn es wurde durch sequenzielles Alignment einzelner Bilder mit einem

komplementären partiellen Mittel gewonnen, während man mit gleichzeitiger Positionskorrektur

von dreien oder mehr Bildern grundsätzlich durchaus in ein niedrigeres Minimum vonL gelangen

kann.

Der Algorithmus ist also im Prinzip suboptimal und das Ergebnis wird von der anfänglichen zu-

fallsbedingten Abschätzung des Mittels beeinflusst. Das ist der Preis, den man letztlich für die

Freiheit von der subjektiven Auswahl einer Referenz bezahlen muss. Für die Praxis bedeutet dies,

dass man u. U. durch mehrmaliges Durchspielen der Prozedur testen muss, ob das im Einzelfall

gefundene Ergebnis stabil ist bzw. eine gute Approximationdarstellt.

Eine weitere Eigenschaft liegt darin, dass die Annahme einer Ähnlichkeit unter den Bildern nicht

benutzt wird, so dass auch bei Anwendung auf einen heterogenen Satz von Bildern mit einem

nur geringen Maß gemeinsamer Eigenschaften diejenigen jeder Untergruppe untereinander zur

Deckung gebracht werden und ggf. danach einer Klassifikationsanalyse unterworfen werden kön-

nen.

Oben beschriebener Algorithmus lässt die Wahl einer konkreten Methode für das Alignment zwei-

er einzelner Ojekte offen. Da eine Suche im Ortsraum bei hohem Rauschanteil unzuverlässig ist,

beruht die praktische Implementierung auf der Bestimmung der Positionsparameter mit Hilfe der

translationalen und der rotationalen Kreuzkorrelationsfunktionen. Alle Operationen erfolgen nach

Einlesen der Bilder und FFT im Fourierraum. Die translationale Kreuzkorrelation wurde bereits

beschrieben. Für das rotationale Alignment müssen die translational zur Deckung gebrachten Ob-
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jekte jeweils im Ursprung des für die Rotation verwendeten Koordinatensystems zentriert werden

(Zentrierung des Mittels aus translationalem Alignment als Grundlage für entsprechende Korrektur

der Positionsparameter aller einzelnen Objekte). Es ist dann jeweils die rotationale Kreuzkorrela-

tionsfunktion der beiden durchf1, f2 (in Polarkoordinaten) repräsentierten Objekte zu berechnen:

c(φ) =

∫ r2

r1

∫ 2π

0

f1(r, θ)f2(r, θ + φ) |r| dθ dr

Die Integrationsgrenzenr1, r2 sind abhängig von der Partikelgröße bzw. der Größe des für das

Alignment der Objekte relevanten Bereichs zu wählen. Im hier interessierenden diskreten Fall

c(k∆φ) =

n2
∑

l=n1

M
∑

m=1

f1(l∆r,m∆θ)f2(l∆r,m∆θ + k∆φ)∆θ |l∆r|

entsprechendn1, n2 („Ringnummern“). M, analog der Obergrenze der rotationalen Integration,

entspricht hier der Anzahl der Bildwerte in dem betreffenden Ring und ist mit l zu variieren, etwa

Ml ≈ int(2πl). Damit ist die l-te eindimensionale Kreuzkorrelationsfunktion:

cl(k∆φl) =

Ml
∑

m=1

f1(l∆r,m∆θl)f2(l∆r,m∆θl + k∆φl)∆θl

Die praktische Berechnung der Summe allercl erfolgt, nachdem diese im Fourierraum auf die

einheitliche LängeM = 2maxl {Ml}gebracht werden (Fourier-Interpolation, Faktor 2 zur Erhö-

hung der Genauigkeit des bestimmten Maximums im Ortsraum),wodurch man mit einer inversen

FFT der Länge M das Ergebnis erhält. Unter Berücksichtigungdes Faltungssatzes bzw. Verwen-

dung der Fourier-TransformiertenF1, F2 (F ′
1, F

′
2 mit einheitlich M Komponenten) und Umkehr der

Summationsreihenfolge ergibt sich:

c(k∆φ) =
M−1
∑

m=0

exp [2πi(m∆θMk∆φ] ∆θM

n2
∑

l=n1

F ′
1(l∆r,m∆θM )F ′∗

2 (l∆r,m∆θM) |l∆r|

Um die Abhängigkeit des Verfahrens von der jeweiligen zufälligen Auswahlsequenz zu mindern,

wird die erste Stufe mit einer anderen zufälligen Sequenz wiederholt und die beiden approxi-

mierten Mittel abschließend zur Deckung gebracht und gemittelt (vgl. SPIDER-Dokumentation:

reffreealign.html). Die SPIDER-Operation AP SR integriert den gesamten Algorithmus und ver-

eint translationales und rotationales Alignment, nämlichdurch jeweils alternierendes translationa-

les und rotationales Alignment zweier Objekte, bis die relative Positionänderung kleiner 0.5 Pixel

(s. oben) beträgt. Sie hat nur wenige freie Parameter, nämlich die Partikelgröße als obere Grenze
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für die Translation und die Integrationsgrenzen für das rotationale Alignment, und zwar sinnvol-

lerweise der äußere Radius entsprechend dem Partikelradius, der innere meist mit dem Wert fünf,

da bei Wahl kleinerer Radien Interpolationsfehler auftreten können. Nach jedem Iterationsschritt

wird das globale Mittel über eine näherungsweise Schwerpunktsbestimmung zentriert bzw. die

Positionsparameter aller Bilder entsprechend korrigiertund gespeichert (optional Vorgabe einer

rotationssymmetrischen Referenz ausschließlich für die Zentrierung, vgl. Prozedur aliavg2.sys).

Die in dieser Arbeit eingesetzte Prozedur aliavg1.sys/aliavg2.sys (s. Anhang) integriert die Opera-

tion AP SR, die Generierung einer Serie zur Deckung gebrachter Partikel (Datenfenster) aus den

Rohdaten mit Hilfe der Positionsparameter aus AP SR durch die Operation RT SQ, schließlich die

eigentliche Mittelung sowie die Abschätzung der Auflösung (s. u.).

Nur bei sehr niedrigem SNR, Mischungen von komplett unterschiedlichen Formen und sehr klei-

nen Datensätzen wird die Verwendung der für Translation undRotation getrennten Operationen

mit mehr freien Parametern oder aber Multireferenz-Alignment empfohlen.

7.2.4 Mittelung und Abschätzung der Auflösung

7.2.4.1 Mittelung und Statistik

Nach erfolgtem Alignment von N Bildern hat man für jedes Bildelementj im Koordinatensystem

des Partikels eine Messreihe{pi(rj); i = 1...N}. Das Mittel beträgt

p(N)(rj) =
1

N

N
∑

i=1

pi(rj),

die Varianz

v(N)(rj) =
1

N − 1

N
∑

i=1

[

pi(rj)− p(N)(rj)
]2
.

Mittel und Varianz können für allej als gemitteltes Bild bzw. Varianzkarte dargestellt werden:
{

p(N)(rj); j = 1...J
}

,
{

v(N)(rj); j = 1...J
}

(SPIDER-Operation AS R). Entsprechend ergibt sich

daraus die Standardabweichungσ(rj) =
√

1
N

∑N
i=1

[

pi(rj)− p(N)(rj)
]2

als häufig verwendetes

Maß für die Genauigkeit der im Mittel erhaltenen Pixelwerte(hier zur Abschätzung der axialen

Auflösung der Topographiedaten).

Außerdem gibt SPIDER noch die mittlere Varianz pro Punkt sowie die Varianz des gemittelten

Bildes aus.
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7.2.4.2 Kriterien für die laterale Auflösung

Gemäß dem Whittaker-Shannon-Theorem (zit. in Frank, 1996)erfordert die diskrete Darstellung

einer kontinuierlichen Funktion begrenzter Bandbreite eine Schrittgröße von wenigstens1
2B

bei

Annahme eines BandlimitsB im Frequenzraum. Die erforderliche kritische Pixelauflösung (Pi-

xelgröße) bei der Aufnahme der Daten wäre für eine laterale Auflösung von1
10

Å−1 also 5 Å. Zur

Kompensation von Verlust an Auflösung durch Interpolationen im Laufe des Alignments ist eine

um einen Faktor 2 größere Anzahl an Messpunkten (im Bsp. alsoPixelgröße von 2,5 Å) sinnvoll.

Hier und im Folgenden wird die Auflösung als eine Größe im Frequenzraum behandelt (Einheit

Å−1). Der Begriff derkristallographischen Auflösungorientiert sich an den für die Fouriersyn-

these des Bildes verfügbaren Fourierkomponenten, die auf dem regelmäßigenreziproken Gitter

angeordnet sind. Man ermittelt also den Radius von Reflexen der höchsten Ordnung, die noch

vom Hintergrund signifikant zu unterscheiden sind.

Bei derEinzelpartikelmittelungsteht für die Untersuchung der Transformierten kein den Refle-

xen des reziproken Gitters vergleichbares Kriterium zur Unterscheidung von Signal und Rauschen

zur Verfügung. Die hier angewandten Tests zur Abschätzung der Auflösung beruhen entweder

auf der Untersuchung der spektralen Konsistenz der Fouriertransformierten zweier statistisch un-

abhängiger Mittel (Differenzieller Phasenunterschied und Fourier-Ringkorrelationsfunktion) oder

auf dem Vergleich der Transformierten aller einzelnen zum Mittel beitragenden Bilder (Spektrales

Signal-Rausch-Verhältnis). Lit. in Frank (1996). SPIDER-Operationen: RF, RF SN.

Differenzieller Phasenunterschied (DPR)

Hierfür werden nach dem Alignment neben dem globalen Mittelzwei statistisch unabhängige Mit-

tel p1(r), p2(r) (z. B. aus geradzahligen und ungeradzahligen Bildern) gebildet. F1(k) undF2(k)

seien deren diskrete Fouriertransformierte. Mit der Phasendifferenz∆φ(k) zwischen den zwei

Transformierten ist der Differenzielle Phasenunterschied:

∆φ(k,∆k) =

√

√

√

√

∑

[k,∆k] [∆φ(k)]2 [|F1(k)|+ |F2(k)|]
∑

[k,∆k] [|F1(k)|+ |F2(k)|]
.

Es erfolgt jeweils eine Summierung über Komponenten innerhalb von Ringen der Raumfrequenz-

Radien|k| + ∆k; |k|. Damit ist∆φ(k,∆k) ein Maß für die nach Amplituden gewichtete Pha-

senkonsistenz als Funktion der Raumfrequenz. Als sinnvolle Grenze zur Inkonsistenz und damit

für die Abschätzung der Auflösung nimmt man hierk45 mit ∆φ(k45,∆k) = 45◦ (analog zum

Übergang konstruktive-destruktive Interferenz bei phasenverschobenen Sinusfunktionen).
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Fourier-Ringkorrelationsfunktion (FRC)

Auch hier erfolgt ein Vergleich über Ringe der Weite∆k im Frequenzraum, nämlich die differen-

zielle (normierte) Kreuzkorrelation der beiden Fouriertransformierten als Funktion der Raumfre-

quenz:

FRC(k,∆k) =
Re

∣

∣

∣

∑

[k,∆k] F1(k)F
∗
2 (k)

∣

∣

∣

√

∑

[k,∆k] |F1(k)|2
∑

[k,∆k] |F2(k)|2

(Re: Realteil;−1 ≤ FRC ≤ 1). Kein gemeinsamer Signalanteil und damit keine Korrelation,

also nur noch unkorreliertes Rauschen würde einen WertFRC(k,∆k) = 0 ergeben. Als Schwel-

lenwert nimmt man üblicherweise die zweifache Standardabweichung der normierten Kreuzkor-

relationsfunktion2σ = 2√
N[k,∆k]

(Saxton, 1978; Saxton und Baumeister, 1982);N[k,∆k] ist die

Anzahl der Komponenten in dem jeweiligen Ring. Die FRC ist grundsätzlich etwas optimistischer

als der DPR, bessere Übereinstimmung ergibt die Erhöhung des Faktors von 2 auf 3 (Frank, 1996,

in der SPIDER-Operation RF wird 3√
N[k,∆k]

als Kriterium verwendet).

Spektrales Signal-Rausch-Verhältnis (SSNR)

(Unser et al., 1987; Unser et al., 1989). Individuelle Bilder eines Satzes von N Bildern eines

Partikels können als Summe einer gemeinsamen Signalkomponente und einer Rauschkomponente

dargestellt werden:

pi(rj) = p(rj) + ni(rj) (i = 1...N), (j = 1...J)

Entsprechendes gilt im Fourierraum:

Pi(kl) = P (kl) +Ni(kl) (i = 1...N)

Eine Abschätzung für die Signalkomponente stellt das jeweilige Mittel dar:

p(rj) =
1

N

N
∑

i=1

pi(rj) P (kl) =
1

N

N
∑

i=1

Pi(kl)

Für einen lokalen Bereich B im Fourierraum ist das Signal-Rausch-Verhältnis gemäß seiner allge-

meinen Definition:αB =
σ2
Bs

σ2
Bn

. Hierbei sindσ2
Bs, σ

2
Bn die über B gemittelten Varianzen von Signal

und Rauschen. Gemäß dem Zusammenhang für die Varianzσ(pi) =
∫

B� |Pi(k)|2 dk (Parseval-

Theorem, zit. nach Frank, 1996) und mit Hilfe des Mittelsp(rj) bzw. dessen Fouriertransformierter

P (kl) lassen sich die beiden Varianzen wie folgt abschätzen:
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σ̂2
Bs =

1
nB

∑

B

∣

∣P (kl)
∣

∣

2

σ̂2
Bn =

�
B

�N
i=1|Pi(kl)−P (kl)|2
(N−1)nB

(in σ̂2
Bn gehen die Rauschkomponenten aller Bilder ein). Die Abschätzung für das Signal-Rausch-

VerhältnisαB,N des Mittels ist damit:

α̂B,N =
σ̂2
Bs

σ̂2
Bn

/N
− 1

Hierbei ist berücksichtigt, dass der Beitrag des Rauschensbei der Mittelung um den Faktor1
N

reduziert wird. Die Tatsache, dass das Mittel als Schätzwert für das Signal im Gegensatz zu letzte-

rem immer noch einen Rauschterm enthält, ist mit der Subtraktion von eins berücksichtigt (Unser

et al., 1987).

Für das SSNR (SNR als Funktion der Raumfrequenz) werden die Bereiche B wieder als konzen-

trische Ringe gleicher Weite gewählt und damitαN (k,∆k) bestimmt.kcrit wird üblicherweise so

gewählt, dassαN(kcrit) = 4, was etwa äquivalent zu∆φ(k45,∆k) = 45◦ ist.

Ein Vorteil des SSNR besteht darin, dass dieses im Gegensatzzu DPR und FRC nahe verwandt ist

zum klassischen Kriterium der kristallographischen Auflösung, indem hier wie dort letztlich ein

Schwellenwert bezüglich des Signal-Rausch-Verhältnisses im Frequenzraum gesetzt wird. Nähe-

res zum Vergleich der drei Auflösungskriterien in Unser et al. (1987).

DPR, FRC und SSNR wurden jeweils zunächst für die gesamten Bildfenster berechnet. Insbe-

sondere bei Mittelung nach rotationalem Alignment sind dieMittel aber außerhalb des für die

rotationale Suche relevanten Radius (entspricht dem Partikelradius) beliebig unbestimmt, weshalb

üblicherweise eine Maske angewendet wird, um diese Bereiche auszublenden. Dies ist durch-

aus problematisch, da durch eine einheitliche Maske unerwünschte Korrelationen erzeugt werden

können, im Extremfall einer binären Maske wären das Korrelationen höchstmöglicher Auflösung

(gerät man mit einem zu knappen Falloff an diese Grenze, sieht man bei höheren Raumfrequenzen

bei FRC und SSNR ein lokales Maximum bzw. bei DPR ein lokales Minimum entstehen). Die

Maske muss deshalb, gemessen an der Größenordnung der ohne Maske gefundenen Auflösung,

so „weich“ sein, dass nur Korrelationen niedriger Auflösungentstehen, die nicht den letztlich

ermittelten Wert beeinflussen. Es besteht eine Art „Unschärferelation“ bezüglich der Lokalisati-

on der für die Auflösungsbestimmung herangezogenen Bildelemente versus der Genauigkeit der

Auflösungsbestimmung (Frank, 1996). Aufgrund dieser Schwierigkeit sind die Werte für die Auf-

lösung bei referenzfreiem Alignment bei derselben Rohdatenserie meist etwas schlechter, was ne-

ben Verlust an Auflösung durch zusätzlich nötige Interpolationen während des (auch rotationalen)

Alignments wohl durch am Rand der Maske aufgrund Rotationsalignment verursachte und nicht

völlig ausgeblendete Unschärfe erklärt werden kann.
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Projekte und Ergebnisse

1 Allgemeine Einführung

Seit seiner Erfindung durch Binnig et al. (1986) wurde das Rasterkraftmikroskop (SFM) zu einem

vielseitig einsetzbaren Instrument für die Untersuchung biologischer Oberflächen entwickelt. Die

Erreichbarkeit einer Auflösung im submolekularen Bereich mit hohem Signal-Rausch-Verhältnis

und die Möglichkeit des Betriebes unter quasi-physiologischen Bedingungen in wässriger Lö-

sung ließen die Kraftmikroskopie als ideale Methode erscheinen, um Topographie und Struktur-

Funktions-Beziehungen biologischer Moleküle sowie Struktur und Dynamik biologischer Mem-

branen, sogar lebender Zellen, zu studieren.

Die Methode wurde eingesetzt, um lebende und fixierte Zellenabzubilden, wie Neuronen und

Gliazellen (Papura et al., 1993, Haydon et al., 1996), wandernde Epithelzellen (Oberleithner et al.,

1993, 1994), MDCK-Zellen (Hoh und Schoenenberger, 1994; Schoenenberger und Hoh, 1994),

basophile Leukämiezellen (Spudich and Braunstein, 1995),Karzinomzellen (Ushiki et al., 1996),

Makrophagen oder Fibroblasten (Braet et al., 1998), um nur einige Beipiele zu nennen (siehe auch

Kapitel 2). In diesen Experimenten konnte die Anwendung derRasterkraftmikroskopie auf leben-

de Zellen unter physiologischen Bedingungen überzeugend mit Auflösungen der Größenordnung

von etwa 20 - 200 nm gezeigt werden. Bei der Abbildung von Strukturen der Größenordnung

der Sensorspitze sind allerdings Beschränkungen aufgrundder Sensorgeometrie (siehe Grundla-

gen und Methoden, Kapitel 1.1.3) sowie die relativ hohen Lateralkräfte (Benoit et al., 1997) zu

beachten. Da Zellmembranen fluide Phasen sind, ist überdiesdie Auflösung von Einzelheiten auf

lebenden Zellen im Nanometerbereich begrenzt. Fixierte Zellmembranen erlauben im Prinzip eine

höhere Auflösung unter der Annahme, dass der Fixationsprozess die physiologischen Strukturen

konserviert (Hoh und Schoenenberger, 1994; Weyn et al., 1998).

Auch Strukturen wie Organellen oder Zytoskelett, die unterder Membran im Innern der Zelle

liegen, können mit Hilfe der Rasterkraftmikroskopie abgebildet werden (Henderson et al., 1992;

Braet et al., 1998). Mechanische Eigenschaften lebender und fixierter Zellen wurden eingehend

untersucht (Radmacher et al., 1996; Rotsch et al., 1997; Rotsch et al., 1999). Über die reine Ab-

bildung von Zelloberflächen hinaus wurden außerdem bei lebenden Zellen langsame dynamische

Vorgänge wie Bewegung von Ausläufern, Dynamik des Zytoskeletts sowie Volumendynamik gan-

zer Zellen beobachtet (Henderson et al., 1992; Schoenenberger und Hoh, 1994; Rotsch et al., 1999;

Schneider et al., 1997; Schneider et al., 2000). Für schnellere zelluläre Prozesse ist die abbildende

Kraftmikroskopie (Dauer für die Aufnahme eines Bildes in der Größenordnung von Minuten) aller-

dings zu langsam. Im nicht abbildenden Modus kann aber durchaus eine Untersuchung schnellerer
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Prozesse erfolgen, wie zum Beispiel das kontraktile Verhalten von Kardiomyozyten an ausgewähl-

ten Stellen auf zuvor abgebildeten einzelnen oder konfluentgewachsenen Zellen (Domke et al.,

1999).

Proteine bzw. makromolekulare Strukturen auf biologischen Membranen konnten bislang vor-

wiegend bei Präparationen mit dichtgepackter, kristalliner oder quasikristalliner Anordnung von

(Membran-)Proteinen hochaufgelöst gemessen werden, wie z. B. im Fall des Bakteriorhodops-

ins (Butt et al., 1990; Müller et al., 1995), der Na,K-ATPase(Apell et al., 1993; Linder und

Apell, 1994), zweidimensional kristallisierten Proteinpräparationen von OmpF-Porin (Schabert et

al., 1995), der HPI-Schicht vonDeinococcus radiodurans(Karrasch et al., 1994; Müller, Baumei-

ster und Engel, 1996), oder dicht gepackt adsorbierter Proteine wie dem Ko-Chaperonin GroES

(Mou et al., 1996). Der Vorteil all dieser Präparate im Gegensatz zu einzeln adsorbierten Makro-

molekülen ist die relativ höhere Stabilität der adsorbierten dichtgepackten Arrays von Proteinen

gegenüber den hohen vertikalen Kräften im Kontaktbereich Sensor-Objekt und den Lateralkräften

der Rasterungsbewegung. Das repetitive Muster von strukturellen Einheiten erlaubt es überdies,

diese Strukturen besser vom Hintergrund zu unterscheiden und erleichtert die Anwendung von

Mittelungsverfahren mit Hilfe digitaler Bildverarbeitung (siehe Kapitel 3). Bei diesen Präparaten

war teilweise eine laterale Auflösung im Subnanometer-Bereich sowie eine vertikale Auflösung im

Bereich 1 - 2 Å möglich. Die in „nativer Umgebung“ gemessenenDaten können als Ergänzung

zur röntgen- und elektronenkristallographischen Stukturbestimmung angesehen werden, beispiels-

weise hinsichtlich der Frage der nativen Topographie und Dynamik flexibler Domänen sowie der

Messung pH-, potential-, elektrolyt- oder kraftabhängiger Konformationsänderungen. Es wur-

de auch von einigen Gruppen versucht, die Aktivität von Enzym-Molekülen nachzuweisen (z. B.

RNA-Polymerase im Tapping-Mode, Kasas et al., 1997). Für submolekular aufgelöste Messun-

gen an einzeln adsorbierten Proteinen wurden spezielle Verfahren wie die Kryo-Kraftmikroskopie

entwickelt (Han et al., 1995; Shao, 1999). Bei den bisher am Kraftmikroskop untersuchten bio-

logischen Makromolekülen lag das Schwergewicht allerdings letztlich noch auf exemplarischen

Objekten, deren Struktur schon mit anderen, kristallographischen und spektroskopischen Metho-

den gelöst worden war.

Neben der abbildenden Kraftmikroskopie haben intramolekulare kraftspektroskopische Messun-

gen an einzelnen Makromolekülen (Rief et al., 1997a,b und 1999) und die Untersuchung spezifi-

scher intermolekularer Wechselwirkungen, z. B. an Rezeptor-Ligand-Paaren (Florin et al., 1994)

das Anwendungsspektrum der Kraftmikroskopie erheblich erweitert. Beide Ansätze sind inzwi-

schen auch mit der Lokalisierung der jeweiligen Effekte aufbiologischen Oberflächen kombiniert

worden (Müller, Baumeister, Engel, 1999 und Oesterhelt et al., 2000 bzw. Hinterdorfer et al.,

1996).
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Die Kraftmikroskopie ist immer noch ein gutes Stück davon entfernt, eine Routinemethode für

die Untersuchung biologischer Oberflächen zu sein (Wagner,1998). Neben instrumentellen Wei-

terentwicklungen hängt sehr viel von Fortschritten bei derEntwicklung geeigneter Präparations-

techniken ab, insbesondere auch hinsichtlich der verwendeten Substrate (siehe Kapitel 2). Nur

dann wird sich die Anwendbarkeit dieser Methode, über die bisher vielfach noch exemplarischen

Präparate hinaus, auf ein breites Spektrum von Fragestellungen bzw. Untersuchungsbjekten aus-

dehnen lassen. Im übrigen wird sich die Kraftmikroskopie allerdings auch mit anderen Methoden

der Einzelmolekülmikroskopie (Übersicht in Schütz et al.,2000) messen müssen.
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2 Substrate

2.1 Einleitung und Zielsetzung

In vielen Fällen ist Glimmer das ideale Substrat für SFM-Untersuchungen an biologischen Mate-

rialien. Allerdings erfordert die Adsorption saurer Biopolymere auf der negativ geladenen Glim-

meroberfläche einen Puffer hoher Ionenstärke oder einen sehr niedrigen pH (Müller, Amrein, En-

gel, 1997). Aufgrund der Homogenität der Glimmeroberflächemuss die Normalkraft (Auflage-

kraft) so hoch gewählt werden, dass eine laterale Bewegung des Objekts verhindert wird, was aber

andererseits ungünstig für mechanisch empfindliche biologische Präparate sein kann. Kovalen-

te Immobilisierung auf einem geeigneten Material kann eineLösung dieser Probleme darstellen

(Linder, 1995; Wagner, 1998). Schichtstrukturen sind einfach zu präparieren, aber es ist schwie-

rig, kovalente Bindungen in einem ausreichenden Maß zwischen Substrat und Objekt einzufüh-

ren, ohne die ganze Schicht zu zerstören. Derivatisierung von in Gasphase silanisiertem Glimmer

für Messungen an Luft wurde von Shlyakhtenko et al. (1999) beschrieben, es liegen aber kei-

ne detaillierten Ergebnisse hinsichtlich der Stabilität dieser Oberflächen in Flüssigkeit vor. Das

Quellen des Schichtminerals Glimmer bei längerer Inkubation in feuchter Atmosphäre bzw. in

wässriger Lösung macht dieses Material generell ungeeignet als Substrat für Zellkulturen. Das

in dieser Hinsicht besser geeignete Glas kann mit Hilfe von Alkoxysilanen modifiziert werden,

allerdings bilden polyvalente Silane Polymere, die zu einer erhöhten Oberflächenrauhigkeit füh-

ren (Mitt. A. Linder), während Filme aus monovalenten Silanen empfindlich gegen Hydrolyse

sind. Thiol-modifizierte Goldoberflächen erlauben eine verlässliche kovalente Immobilisierung,

wie mit der Herstellung bioreaktiver Monoschichten nach diesem Prinzip gezeigt wurde (Wagner

et al., 1994 und 1996), aber die Herstellung von über die Größenordnung von Mikrometern glatten

Goldoberflächen erfordert eine teure Ausrüstung (Aufdampfanlage). Für die Immobilisierung von

Proteinen üblicherweise verwendete lineare Polymere sindschwierig zu modifizieren, ohne dass

verstärkt Quellungseffekte auftreten, die zu rauhen Oberflächen führen (Linder, 1995).

Um Strukturen auf lebenden oder fixierten Zellen zu identifizieren, insbesondere solche periphe-

rer Zellausläufer, hat es sich als günstig erwiesen, über Substrate zu verfügen, die eine mittlere

Rauhigkeit (Rrms, Standardabweichung der Topographiewerte) von weniger als etwa 1 nm auf-

weisen, um den störenden Einfluss der Substrat-Textur gering zu halten. Außerdem dürfen die

Materialien für Zellen nicht toxisch sein und sollten eine Oberfläche aufweisen, auf der Zellen

bzw. unter Umständen benötigte wachstumsfördernde Proteine stabil haften bleiben, wenn sie mit

dem SFM abgebildet werden. Zellkultur ohne spezifisches wachstumsförderndes Substrat ist zwar

bei manchen Zellsorten möglich, die mechanische Stabilität solcher Präparate wurde mit dem SFM

von mehreren Arbeitsgruppen gezeigt (siehe Kapitel 1). Allerdings handelte es sich durchweg um
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spezielle, verhältnismäßig anspruchslose Zell-Linien wie Fibroblasten oder epitheliale Zellen, die

einigermaßen problemlos auf unbeschichtetem Substrat adhärieren.

Für Untersuchungen an Proteinaggregaten oder Membranpräparationen wird ein Substrat benötigt,

das sehr glatt, stabil in Pufferlösungen und einfach herzustellen ist. Weiterhin sollten seine Pola-

rität und Oberflächenladungsdichte variierbar sein, um denErfordernissen des jeweiligen Objekts

gerecht zu werden und stabile Adsorption oder sogar kovalente Immobilisierung zu erlauben.

Als Ergebnis umfangreicher Tests erwiesen sich Polyvinylphenylketon (PVPK) und Furan-Poly-

mere (FP) als geeignete Substanzen, die sich entsprechend präparieren ließen (Abb. 10). Diese

von Achim Linder entwickelten Materialien wurden im Rahmendieser Arbeit eingehend gete-

stet sowie deren Verarbeitung zu praktikablen und in den jeweiligen SFM-Systemen montierbaren

Substratplättchen optimiert.

2.2 Rauhigkeit verschiedener Substrate im Vergleich

Zu Vergleichszwecken wurde die mittlere Rauhigkeit (Rrms) verschiedener potenzieller Substrate

für Zellkultur und Protein-Immobilisierung bestimmt (s. Tabelle). Der gemessene Wert für die

atomar glatte Oberfläche von Glimmer, dem Standard-Substrat für die Adsorption zum Zwecke

der Untersuchung mit dem SFM im submolekularen Auflösungsbereich, ist erwartungsgemäß am

kleinsten. Bei den potenziellen Zellkultursubstraten ohne spezielle wachstumsfördernde Beschich-

tung ist gereinigtes Glas am günstigsten, spezielle Zellkultur-Kunststoffplättchen sind deutlich

rauher, geringfügig günstigere Werte als die der hier aufgeführtenThermanox-Plättchen zeigen

allerdings diverse Typen von Zellkulturschalen aus Polystyrol. Aluminium als Zellkultursub-

strat ist hier aufgeführt, da im Rahmen dieser Arbeit Vergleichsdaten (Dicke von Lamellipodi-

en auf Aluminium mit dem SFM) für eine Untersuchung von Zell-Substrat-Kontakten mittels

Oberflächenplasmonresonanz-Mikroskopie erhoben wurden (Giebel et al., 1999).

Die Kultivierung anspruchsvollerer Zellsorten (insbesondere Primärkulturen hochspezialisierter

Gewebe) erfordert häufig eine spezielle Beschichtung, die sich unter Umständen ungünstig auf

die kraftmikroskopische Abbildung auswirken kann. Exemplarisch hierfür wurden Oligodendro-

zyten des Goldfischs untersucht (s. 2.3.1), die Laminin als Substrat benötigen und die auf unbe-

schichtetem Substrat entweder überhaupt nicht oder nur sehr schlecht haften bzw. wachsen (mit

Ausnahme des getesteten relativ rauhen Aluminiums). Das aus drei Polypeptidketten aufgebaute

Glykoprotein Laminin ist ein Hauptbestandteil von Basalmembranen (Beck et al., 1990). Es besitzt

vielfältige Funktionen, die durch Wechselwirkung mit anderen Komponenten der Basalmembran

vermittelt werden (Chen et al., 2000). Als Zelladhäsionsfaktor fördert Laminin Neuritenwachstum

und beeinflusst Wanderung, Wachstum, Morphologie und Adhäsion von verschiedenen Zellsorten,
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Substrat Rauhigkeit Rrms/nm (500× 500 nm2)
Glas (Deckgläschen) 0,2 - 0,9

Glas mit Polylysin-Laminin-Beschichtung > 2,2
Thermanox Kunststoff-Deckgläser (für Zellkultur) 2,2

Aluminium, auf Glas aufgedampft 2 - 3
Glimmer < 0,1

Polyvinylphenylketon, an Luft geschmolzen (PVPK) 0,3
PVPK mit Laminin-Beschichtung 0,6 - 0,7

Furan-Polymer, gegen Glimmer polymerisiert (FP) 0,13-0,16
FP mit Laminin-Beschichtung 0,4

beispielsweise olfaktorischen Neuronen (Calof et al., 1991). Neben der Bereitstellung einer Sub-

stratstruktur für Zellen spielt Laminin auch eine Rolle alsWachstumsfaktor (Übersicht in Timpl,

1996; Aumaillet und Gayraud, 1998).

Auf dem Standardsubstrat für Oligodendrozyten-Kulturen,nämlich mit Polylysin und Laminin

beschichteten Deckgläschen, wurden Rauhigkeitswerte vonmindestens 2,2 nm gefunden (typi-

sches Höhenprofil Abb. 11 A). Die weiche und adhäsive Konsistenz (positiv geladenes Polylysin!)

der Polylysin-Laminin-Beschichtung bewirkt oft „verschmierte“ Bilder. Einen größeren Bildaus-

schnitt von beschichtetem Glas zeigt Abb. 12 B. Die mittlereRauhigkeit beträgt hier 2,6 nm inner-

halb des eingezeichneten Rahmens und 3,8 nm auf der Gesamtfläche.

Zum Vergleich zeigt Abb. 11 B ein Höhenprofil der Oberfläche des Polymer-Substrats Polyvinyl-

phenylketon mit Laminin-Beschichtung. Nach der Beschichtung mit Laminin und gründlichem

Spülen zeigten beide Polymer-Substrate (PVPK und FP) eine hydrophile Fläche an der Stelle, wo

sich der Tropfen mit der Proteinlösung befand. Die mittlereRauhigkeit des Substrats nach Be-

schichtung mit Laminin stieg bei PVPK von 0,3 nm auf 0.6 nm - 0.7 nm und bei FP von 0,16

nm auf 0,4 nm, alle Werte beziehen sich auf eine Fläche von500 × 500 nm2. Frisch präpariertes

Furfurylalkohol-Phenylendiamin-Polymer zeigte bei Messung an Luft eine Rrms von etwa 0,15

nm, was auch dem Mittel für die übrigen Furanpolymere, sowohl bei Messung an Luft als auch

in wässriger Lösung, entspricht. Mit Brenzkatechin modifiziertes FP zeigte eine etwas höhere

Rauhigkeit (0,2 - 0,5 nm).
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Abbildung 11: Repräsentative Linienprofile der Oberflächen von mit Polylysin-Laminin beschichtetem
Glas und nur mit Laminin beschichtetem PVPK, gemessen in PBS. Die Oberflächenrauhigkeit Rrms des
gesamten Bildes (500 x 500 nm2) betrug (A) 2,2 nm auf mit Polylysin-Laminin beschichtetem Glas und
(B) 0,64 nm auf mit Laminin beschichtetem PVPK.

2.3 Polymersubstrate für die Kultivierung und Abbildung von Zellen

2.3.1 Tests mit Goldfisch-Oligodendrozyten

Bei den hier untersuchten Goldfisch-Gliazellen, bei denen die peripheren Bereiche der Lamelli-

podien gerade mal 20 - 30 nm dick sind, wird in besonderem Maßedie Notwendigkeit deutlich,

die Zellen auf einem sehr glatten und gleichzeitig wachstumsfördernden Substrat zu kultivieren.

Nur dann ist es möglich, die Topographie der Zelle von der Textur des Substrats zu unterschei-

den, die Rauhigkeit des Standard-Zellkultursubstrats fürFisch-Oligodendrozyten ist viel zu hoch

(Abb. 11 und 12). Im Gegensatz zu anspruchsloseren Zellsorten wachsen Fisch-Oligodendrozyten

aber nur sehr schlecht auf völlig unbeschichtetem Glas. DieHaftung auf der proteinfreien „iner-

ten“ Oberfläche erwies sich besonders am SFM als mechanisch sehr instabil. Im übrigen ist die

mechanische Stabilität auch auf beschichtetem Glas (Glas/Polylysin/Laminin) nicht ausreichend.

Dies gilt besonders für lebende Zellen, teilweise aber auchfür fixierte Zellkultur-Präparate, und

äußert sich darin, dass die Zellen durch die Lateralkräfte,die bei der Rasterung im Kontaktmodus

auftreten, verschoben bzw. vom Substrat gerissen werden. Dieser Effekt war noch ausgeprägter

bei ausschließlicher Beschichtung von Glas mit Laminin, umdie Kontamination der in Lösung

über pH 6 negativ geladenen Sensorspitze mit dem positiv geladenen Polylysin und damit eine

herabgesetzte Auflösung zu vermeiden. Allerdings wirkt Polylysin bei der Standardbeschichtung

als „Kleber“ zwischen Glas und Laminin, so dass ohne Polylysin das Lebendpräparat noch insta-

biler adhäriert. Es konnte gezeigt werden, dass die Lamininbeschichtung von wachsenden Zellen
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Abbildung 12:Goldfisch-Oligodendrozyt, kultiviert auf Standardsubstrat Glas-Polylysin-Laminin, fixiert
mit Glutaraldehyd und in PBS gerastert.A: Detail eines Wachstumskegels. Es sind nur gröbere Strukturen
des Zytoskeletts von der Textur des Substrats zu unterscheiden. B: Oberflächenstruktur des Substrats. Die
Rauhigkeit (Rrms = 3, 8 nm) ist aufgrund der Polylysin-Laminin-Beschichtung aufgrund großer Protein-
aggregate vergleichsweise hoch (sauberes Glas:Rrms < 1 nm). Der Bildausschnitt (Rahmen:500 × 500
nm2) zeigt einen „glatteren“ Teilbereich des Substrats ohne ganz große Proteinaggregate (Rrms = 2, 6 nm).
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zur Seite geschoben wird. Nach Rückzug oder Entfernung der Zellausläufer blieb eine Spur, bei

Rückzug flächiger Strukturen wie Lamellipodien eine Art „Endmoräne“ aus aggregiertem Lami-

nin zurück (Abb. 13). Chen et al. (1998) berichten über die bei SFM-Untersuchungen gefundene

vergleichsweise schwache Adsorption von Laminin auf Glimmer in physiologischen Puffern und

dessen Tendenz zur Aggregation in PBS-Puffer. Fest adsorbierte Lamininmoleküle zeigten in phy-

siologischen Puffern immerhin noch eine beträchtliche intramolekulare Flexibilität (Chen et al.,

1998 und 2000). Aus diesen Gründen ist eine stabilere Adsorption von Laminin als spezifisches

Zellkultursubstrat unerlässlich.

Abbildung 13:Mit Laminin beschichtetes Deckglas als Zellkultursubstrat (ohne Polylysin). Laminin ad-
sorbiert nur sehr instabil ohne Polylysin als Kleber. Zurückgezogene Ausläufer einer lebenden Gliazelle
hinterlassen eine Spur (A), eine nach einiger Zeit sich abkugelnde Gliazelle hinterlässt am Rand eine „End-
moräne“ aus aggregiertem Laminin (B).

Auf PVPK-Laminin-Substrat hafteten die kultivierten Zellen während der Messungen deutlich

stabiler. Wie bereits aus den Linienprofilen und Rauhigkeitswerten (s. Abb. 11 B) ersichtlich ist,

wird durch die stabilere Adsorption auf dem Substrat die Tendenz zur Aggregation von Laminin

deutlich herabgesetzt. PVPK erfüllt also sowohl die Notwendigkeit einer geringen Oberflächen-

rauhigkeit als auch das Erfordernis einer (mechanisch) stabilen Adsorption wachstumsfördernder

Substanzen. Die Oberfläche von festem PVPK ist glatt und stabil in wässriger Lösung. Ähnlich

wie Polylysin kann es als Chelator von Metallionen agieren.Das wachstumsfördernde Protein

Laminin adsorbiert direkt an die Polymeroberfläche, wobei die mittlere Oberflächenrauhigkeit in

einem tolerierbaren Ausmaß erhöht wird (Abb. 11 B).

Glia-Zellkulturen, die auf den beiden mit Laminin beschichteten Polymersubstraten (PVPK, FP-

Normalrezeptur) kultiviert worden waren, zeigten das gleiche Wachstumsverhalten bzw. Erschei-

nungsbild wie Kontroll-Kulturen auf dem üblichen Glas-Polylysin-Laminin-Substrat. Die Zellen

wuchsen vorzugsweise auf der mit Laminin beschichteten Teilfläche des Plättchens. Ihre Aus-

läufer waren am Rand der kreisförmigen, beschichteten Fläche konzentrisch orientiert und bilde-

ten zunächst einen scharfen Rand zur unbewachsenen, unbeschichteten Fläche außerhalb davon.
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Auf einer frisch präparierten, unbeschichteten PVPK-Oberfläche war überhaupt keine Adhäsion

bzw. kein Wachstum von Zellen zu beobachten. Erst nach einigen Tagen bis Wochen in Kultur

breiteten sich die Zellen auch auf den zunächst unbeschichteten Bereichen der PVPK-Oberfläche

aus. Nach gewisser Zeit können durchaus von der Zelle sezernierte Proteine oder Komponenten

des Zellkulturmediums an das Substrat adsorbiert haben. Langgestreckte Zellen mit langen Aus-

läufern und membranösen Ausstülpungen (Lamellipodien), die von Bastmeyer et al. (1989, 1991,

1994) als Oligodendrozyten identifiziert worden waren, wurden mit dem SFM abgebildet. PVPK

ist wegen seiner Transparenz besonders gut für die Abbildung von Zellen geeignet, da es dadurch

die lichtmikroskopische Kontrolle der Positionierung desSensors und die Beobachtung des Abbil-

dungsvorganges erleichtert.

Auf PVPK war es möglich, die Topograpie peripherer Lamellipodien von fixierten Zellen abzu-

bilden (Abb. 14 A). Der Rand des Lamellipodiums ist sehr gut vom Substrat zu unterscheiden

(Abb. 14 B). Die Lamellipodien weisen eine minimale Höhe vonetwa 20 nm auf und konnten oh-

ne dominierenden Einfluß der Substrat-Textur abgebildet werden (Abb. 15). Die dabei aufgelösten

Strukturen zeigen ein komplexes Netzwerk zytoskelettalerElemente. Der Rand des Lamellipodi-

ums wird von nur wenigen Filamenten aufgespannt.

Die Abbildung von mechanisch empfindlichen lebenden Oligodendrozyten, insbesondere ihrer La-

mellipodien, war auch auf PVPK schwierig, ohne dass ihre Membranen beschädigt wurden oder sie

veranlasst wurden, ihre Lamellipodien zurückzuziehen undsich abzukugeln. Allerdings wurden

sie nicht so leicht vom Substrat heruntergerissen wie oben für unbeschichtetes und beschichtetes

Glas beschrieben.

Nach „harter Fixierung“ der Lamellipodien von Fisch-Oligodendrozyten konnte ein überwiegender

Teil der Zelle durch intensives Spülen entfernt werden und es verblieben adhäsive Membranflecken

auf dem Substrat in einem unregelmäßigen Muster, das aber die Umrisse des Lamellipodiums er-

kennen ließ (Abb. 16 A). Diese Flecken konnten sehr gut von dem vergleichsweise sauberen und

glatten Substrat unterschieden werden (Abb. 16 B). Es handelt sich dabei möglicherweise um die

von Giebel et al. (1999) näher untersuchten „Close Contacts“, da Fokalkontakte bei dieser Zell-

sorte offenbar nicht vorkommen. Die Tatsache, dass diese Flecken eine höhere Dicke aufweisen,

als man es für eine normale biologische Membran erwarten würde (Abb. 16 B), legt nahe, dass

sie aus einem Membranfleck mit daran gebundenen intrazellulären Strukturen und/oder Protein als

„Spacer“ zwischen Substrat und Membran bestehen. Ein Hinweis darauf, dass zusätzliches, von

den Zellen sezerniertes Material in den Bereichen vorhanden ist, die zuvor von ihnen bedeckt wa-

ren, ist die deutlich erhöhte Rauhigkeit solcher Bereiche im Vergleich zu der Substratfläche, die nur

mit Medium in Kontakt stand. Der kleinste Abstand Zelle-Substrat im Bereich der Lamellipodien

(Close Contacts) wurde bei diesem Zelltyp mittels Oberflächenplasmonresonanzmikroskopie zu
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Abbildung 14: (vorherige Seite) Goldfisch-Oligodendrozyten, kultiviert auf mit Laminin beschichtetem
PVPK, fixiert mit Glutaraldehyd und in PBS gerastert. Die langgestreckten Zellen bilden lange Ausläufer
und große membranöse Ausstülpungen. Diese flachen Lamellipodien können klar von der Textur des
Substrats unterschieden werden.A: Übersichtsaufnahme mit Ausläufern zweier Zellen.B: Zoomaufnahme
eines Teils eines Ausläufers. Es sind zytokelettale Strukturen und Organellen zu erkennen, die Zelle erhebt
sich in diesem Bereich um bis zu 1µm über das Substrat. Am Rand ist der Übergangsbereich zu einem
Lamellipodium mit filigraneren Zytoskelettstrukturen zu erkennen.

Abbildung 15:Repräsentative Höhenprofile am Rand des Ausläufers aus Abb.14 B. Während der Ausläu-
fer im Bereich von Filamenten mehrere 100 nm hoch ist (A), beträgt die Dicke des peripheren Lamellipodi-
ums in den Bereichen ohne sichtbare Zytoskelettstrukturenetwa 20 - 30 nm (B, C).
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Abbildung 16:A: Osmotisch aufgebrochener Teil eines Goldfisch-Oligodendrozyten auf PVPK-Laminin.
Die obere Membran wurde osmotisch nach „harter Fixierung“ in Glutaraldehyd entfernt. Der Pfeil markiert
Fragmente der auf dem Substrat haftenden Membran eines Lamellipodiums, in den übrigen Bereichen sind
nach dem Spülen noch Zytoskelettstrukturen und Organellenverblieben.B: Detailaufnahme eines solchen
Membranfragments und repräsentatives Höhenprofil. Rechtsunten im Bild ist noch ein Teil des Zytoskeletts
sichtbar. Die Höhenprofile dieser Strukturen legen nahe, dass die adhäsiven Flecken aus der Zellmembran
plus sezernierten Substanzen zwischen Membran und Substrat und/oder intrazellulär anhaftenden Kompo-
nenten bestehen.
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25 ± 10 nm bestimmt (Giebel et al., 1999), was mit den hier gemessenen Höhenprofilen durchaus

in Einklang steht. Eine andere Art adhäsiver Membranbereiche, die sogenannten Fokalkontakte,

wurden bereits bei Hühnerembryo-Fibroblasten mittels SFMund Fluoreszenzmikroskopie charak-

terisiert (Dunlap et al., 1996): Plasmalemma und Substrat hatten ebenfalls einen gewissen Abstand

zueinander und die Struktur des Fokalkontaktes reichte in das Zytoplasma hinein.

2.3.2 Abbildung verschiedener Typen lebender Zellen auf Polymersubstraten

Mechanisch stabilere Zelltypen wie Fibroblasten und Epitheliomzellen aus Fisch sowie Maus-

3T3-Zellen (Abb. 17) konnten ohne besonderen Schaden an derZelloberfläche lebend abgebildet

werden. Dies gilt auch für Fibroblasten, die gelegentlich in den Glia-Primärkulturen (s. oben) vor-

kommen (ohne Abbildung). Die Zellen hafteten stabil auf dembeschichteten PVPK-Substrat und

es waren jeweils mehrere Scans auf denselben Bereichen möglich. Die vergleichsweise anspruchs-

losen 3T3-Zellen wuchsen zwar im Gegensatz zu den übrigen Typen von Anfang an sowohl auf

beschichtetem als auch auf unbeschichtetem PVPK mit gleicher Dichte, hafteten aber stabiler auf

Laminin-beschichtetem PVPK (nach dem Spülen und während der Messung!).

Lebende Zellen zeigten bisweilen eine auffällige Reaktion: Nach wiederholtem Rastern derselben

Region von Epitheliomzellen, Oligodendrozyten oder (seltener) von Fibroblasten wurden die La-

mellipodien oder sogar große Teile der Zelle (Abb. 18) zurückgezogen, Lamellipodien verschwan-

den manchmal komplett, was bereits für andere Zelltypen beschrieben worden war (Schoenenber-

ger and Hoh, 1994). Die Zelle bewegt sich im Zeitmaßstab der Aufnahme (eine höhere Rasterungs-

rate führt zu einer noch schnelleren Degeneration der Zelle). Dieser Effekt wurde auch bei der

kleinstmöglichen Auflagekraft, die noch einen Kontrast lieferte, beobachtet. Andererseits legen

solche Aufnahmen nahe, dass die natürliche Motilität lebender Zellen auf dem PVPK-Laminin-

Substrat erhalten bleibt.

Für höher aufgelöste Zoomaufnahmen in Details der Zelle müssen zumindest bei motilen Zellty-

pen mild fixierte Präparate herangezogen werden, um Bewegungen der Zelle auszuschließen. Bei

sessileren Typen, wie zum Beispiel Fibroblasten, gelingt dies auch bei lebenden Zellen. Aller-

dings ist hier ein linearisierter Scanner sehr nützlich (Abb. 19), da die Piezodrift bei schrittweiser

drastischer Verkleinerung des Rasterungsbereichs sonst die Treffsicherheit für den gewünschten

Scanbereich stark herabsetzt. Ein anderer Effekt, der beimRastern lebender Zellen auftritt, ist

die Abbildung des unter der Zellmembran liegenden Zytoskeletts durch Verformung der flexiblen

Membran (Abb. 19, vgl. Henderson et al., 1992; Haydon et al.,1996; Braet et al., 1998). Dies

kann bei zu hoher Auflagekraft zu einem Durchbruch durch die Membran führen (Henderson et

al., 1992), wie es möglicherweise der deutliche Artefakt inAbb. 19 B zeigt (unten und unterstes

Linienprofil).
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Abbildung 17: Bilder verschiedener auf Laminin-beschichtetem PVPK kultivierter Typen von Zellen.
Die Zellen wurden lebend in dem jeweiligen Zellkulturmedium abgebildet. A: Goldfisch EPC-Zelllinie
(Epitheliom-Zellen, ECACC). Die Ränder zweier Zellen bilden gerade den für diesen epithelialen Zelltyp
typischen konfluenten Monolayer.B: Goldfisch CAR-Zelllinie (Fibroblasten, ECACC).C: Rand einer
Maus-3T3-Zelle (Typ Fibroblast, ECACC).
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Abbildung 18: A, C, D: Lebende EPC-Epitheliomzelle, aufgenommen im Abständen von etwa 20 min,
B: repräsentatives Höhenprofil aus A. Rasterungsgeschwindigkeit 40 bis 50µms . Für eine Aufnahme wurden
etwa 10 min benötigt. Die im Zeitmaßstab der Aufnahme zu beobachtende Bewegung der Zelle stellt eine
Reaktion auf die mechanische Reizung durch die Sensorspitze dar.
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Abbildung 19:Konfluent gewachsene Kultur von Goldfisch CAR-Zellen, lebend abgebildet.A-D: Zoom-
Serie einer unter der Zelloberfläche liegenden Zytoskelettstruktur, Bilder jeweils mit charakteristischen Hö-
henprofilen. Aufgenommen mit einem linearisierten Scanner(TopoMetrix).
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2.4 Polymersubstrate für die Adsorption von Proteinen und Membranpräpa-

rationen

Purpurmembran (Abb. 20 A-D) wurde als Testpräparat gewählt, da die Struktur des kristallinen

Bakteriorhodopsins gut untersucht ist und die Korrugationen klein genug sind, um eine Heraus-

forderung für die zu testenden FP-Substrate zu sein. Die Dichte adsorbierter Purpurmembran-

Fragmente auf Phenylendiamin-modifiziertem und auf Brenzkatechin-modifiziertem FP war ver-

gleichbar zu derjenigen auf der Kontrolle (Glimmer). Das geordnete zweidimensionale Gitter von

Bakteriorhodpsin konnte mit submolekularer Auflösung abgebildet werden, die Auflösung war ver-

gleichbar oder besser als auf Glimmer mit derselben Apparatur. Fragmente auf nicht vollständig

durchgehärtetem Harz erwiesen sich als stabiler gegen die Lateralkräfte der rasternden Sensorspit-

ze als auf Glimmer, wohingegen die Adsorption auf gut durchgehärtetem Harz nicht so gut war

wie auf Glimmer. Dies lag wahrscheinlich an der bei gut durchgehärtetem Harz hydrophoberen

Oberfläche und der reduzierten Anzahl kovalenter Bindungenzu dem Polymer.

Adsorptionsdichte und Stabilität von Membranfragmenten mit Na,K-ATPase (Abb. 20 E) auf Furan-

Polymer waren vergleichbar zur Adsorption auf Glimmer (Apell et al., 1992).

Collagen: Nach Inkubation einer frisch präparierten Glimmerfläche in Collagenlösung bei 4◦C

waren im kraftmikroskopischen Bild ausgedehnte filamentöse Strukturen erkennbar (Abb. 21),

ähnlich den von Chernoff und Chernoff (1992) beschriebenenOligomer-Fasern (letztere waren al-

lerdings nicht in gleicher Weise geordnet). Die hier gefundenen Strukturen wiesen dagegen eine

Vorzugsrichtung auf. Die Adsorption des Proteins an Glimmer war also nicht so stark, um ein

geordnetes Arrangement der Oligomere auf der Oberfläche zu verhindern. Auch war das Colla-

gen leicht mit der Sensorspitze vom Substrat zu wischen (Abb. 21 D, E). Dagegen war im Falle

von Brenzkatechin-FP unter den gleichen Bedingungen keinederartige geordnete Adsorption zu

beobachten (Abb. 22 A). Möglicherweise sind die Wechselwirkungen zwischen dem Protein und

dem Polymer stärker, so dass es zu einer ungeordneten Adsorption kam. Brenzkatechin-FP zeigte

auch mit anderen Proteinen und Membranprotein-Präparationen sehr gute Immobilisierungseigen-

schaften. Die bei adsorbiertem Kollagen gemessenen Korrugationen (Abb. 21 C, 22 A) stimmen

gut mit der Dicke der Tripelhelix des Collagen-Monomers (Typ I) überein, die 1, 5 nm beträgt (die

Länge der Monomere beträgt 300 nm; Gallop und Seifter, 1963). - Bei Raumtemperatur auf Glim-

mer adsorbiertes Collagen (Typ I) liegt ebenfalls deutlichungeordneter vor (Monomere ineinander

verwoben und verknäuelt, vgl. Lin et al., 1999) als bei 4◦C angelagertes (Abb. 21). Dies kann als

Hinweis darauf verstanden werden, dass eine Veränderung der Kinetik der Adsorption für die Art

der Assoziation der Monomere untereinander tatsächlich kritisch sein kann.

Die hier beschriebene geordnete Adsorption von Collagen auf Glimmer ähnelt im übrigen etwas
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Abbildung 20: Membranpräparationen auf Furanpolymer-Substrat (FP), abgebildet in Puffer. A: Na-
tive Purpurmembran-Fragmente, auf Brenzkatechin-FP adsorbiert. Die Fragmentdichte war vergleichbar
mit Kontrollen auf Glimmer unter den gleichen Bedingungen (schattiertes Bild aus den Topographiedaten).
B: Molekular aufgelöste Abbildung der Oberfläche eines Purpurmembran-Fragments auf Brenzkatechin-
FP. Sensorsignalbild, nach Fourier-Filterung. Typischerweise war bei Aufnahmen mit demTopoMetrix-
Discoverer ein derart hoher Rauschpegel auf dem Sensorsignal, dass auch bei optimierten Regelungspa-
rametern fast keine Information im Topographiebild (Piezohub) erhalten wurde. In solchen Fällen wurde
die Regelung zurückgestellt und im constant height-Modus gemessen.C, D: Aufnahme einer Purpurmem-
bran, adsorbiert auf Phenylendiamin-FP (Topographiebilder). D: Molekular aufgelöstes Topographiebild
(ungefiltert). Diese Aufnahme mit dem modifiziertenTopoMetrix-Discoverer entstand unter sehr vibrati-
onsarmen Bedingungen bei Nacht während der Urlaubszeit.E: Membranfragmente mit Na,K-ATPase, auf
Brenzkatechin-FP adsorbiert. (Messungen: C, D: A. Linder,Rest: U. Weiland).

den Befunden von Paige et al. (2001). Dort wurde Collagen (Typ I) bei Raumtemperatur angela-

gert, getrocknet und an Luft abgebildet. In Übersichtsaufnahmen waren nur Teilbereiche mit ge-

ordneten Strukturen belegt und mit ungeordnet adsorbiertem Material überlagert, ansonsten wurde

völlig ungeordnete Adsorption gefunden. Allerdings deuteten auch bei Paige et al. (2001) Höhen-

profile auf adsorbierte Monomere bzw. Oligomere. Dieses „Netzwerk collagenösen Gerüstmateri-

als“ wies in den geordneten Teilbereichen ebenfalls eine Periodizität der Größenordnung 300 nm

auf und wurde als Frühstadium der Assoziation von FLS-Fibrillen (Fibrous Long Spacing Col-

lagen) interpretiert. Die Ansätze enthielten für die Bildung von FLS-Fibrillen nötigesα1-Säure-

Glykoprotein, das aber, wie hier (Abb. 21) gezeigt wird, offenbar in dem frühen Stadium, bei der

Bildung des „Netzwerks collagenösen Gerüstmaterials“, keine Rolle spielt.

Immunoglobulin M: Offenbar waren die IgM-Molekule so stabil an das Substrat adsorbiert, dass

kraftmikroskopische Abbildung im Kontaktmodus in wässriger Lösung bei Raumtemperatur mög-

lich war (Abb. 22 B). Höhenwerte und Durchmesser auf halbmaximaler Höhe der einzelnen Parti-

kel (Linienprofil in Abb. 22 B) stimmen gut mit den Werten für einzelne IgM-Moleküle überein,

die in einer Untersuchung im oszillierenden Modus von Schneider et al. (1998) gefunden worden

waren (∆z = 3, 3 nm,∆x = 35, 2 nm). Die submolekulare Struktur ist in diesen Aufnahmen mit

demTopoMetrix Discoverer nicht aufgelöst. Submolekulare Auflösung bei IgM gelingt bei tiefen

Temperaturen mit Kryo-SFM (s. Arbeiten von Han et al., 1995;Shao, 1999).
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Abbildung 21: Collagen (Typ I), aus einer Lösung in PBS bei 4◦C auf Glimmer adsorbiert und in PBS
abgebildet.A: Übersichtsaufnahme der geordnet adsorbierten Oligomer-Fasern (schattiertes Bild aus To-
pographiedaten).B: Topographiebild undC: charakteristisches Linienprofil daraus (in Rasterungsrichtung,
die Periodizität senkrecht zur Ausrichtung der Oligomerfasern beträgt dagegen etwa 250 -300 nm).D, E: bei
Erhöhung der Auflagekraft lässt sich das adsorbierte Collagen vom Substrat wischen.
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Abbildung 22:Proteinpräparationen auf Furanpolymer-Substrat, abgebildet in Puffer.A: Collagen (Typ I),
aus einer Lösung in PBS bei 4◦C auf Brenzkatechin-FP adsorbiert und in PBS abgebildet. Übersichtsbild
(schattiert, aus Topographiedaten) und repräsentatives Höhenprofil eines höher aufgelösten Topographie-
bilds. B: IgM auf Harnstoff-FP. Die Abmessungen der adsorbierten Partikel sind in den zugehörigen Lini-
enprofilen zu sehen.
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2.5 Diskussion

Die Verwendung von Polymersubstraten für rasterkraftmikroskopische Untersuchungen eröffnet

ein breites Spektrum von Möglichkeiten, die spezifischen Anforderungen der Immobilisierung

verschiedener biologischer Untersuchungsobjekte zu erfüllen. Es konnte gezeigt werden, dass die

untersuchten Polymersubstrate im (Sub-)Nanometer-Maßstab glatt sind und dass sie so beschich-

tet oder modifiziert werden können, dass ein mechanisch stabiles Substrat für die Kultivierung

von Zellen entsteht bzw. die Immobilisierung von Membranpräparationen und isolierten Proteinen

möglich wird. Mit einer niedrigen mittleren Oberflächenrauhigkeit (Rrms) von 0.3 - 0.6 nm (PVPK

ohne/mit Lamininbeschichtung) und 0.13 - 0.16 nm (Furan-Polymer) ist eine wichtige Grundlage

geschaffen, um rasterkraftmikroskopische Untersuchungen auf Zelloberflächen und an Membran-

präparationen durchführen zu können. Die dabei erreichte Auflösung ist hoch genug, um eine

Visualisierung von Proteinen bzw. Proteinkomplexen in nativen Membranen zu bewerkstelligen.

Es wurde gezeigt, dass auf dem Standard-Präparat Purpurmembran die übliche submolekulare

Auflösung erreicht wird.

Im Gegensatz zu Glas mit einer Polylysin-Laminin-Beschichtung, die üblicherweise für Primärkul-

turen der empfindlichen Fisch-Oligodendrozyten verwendetwird, ist das lediglich mit Laminin be-

schichtetePVPK-Substrat im Hinblick auf kraftmikroskopische Untersuchungen mechanisch sta-

bil. Der Verzicht auf Polylysin bedeutet außerdem eine erhebliche Verminderung möglicher Kon-

taminationen der Sensorspitze. Hier eröffnet sich auch fürandere empfindliche Zellsorten, die auf

unbeschichtetem Glas oder sonstigen, kommerziell verfügbaren Zellkultursubstraten nicht wach-

sen, die Möglichkeit, ein sowohl auf die Erfordenisse der Zellkultur als auch auf die kraftmikrosko-

pische Untersuchung der Zellen abgestimmtes Substrat herzustellen. Auf Laminin-beschichtetem

Furan-Polymer (Normalrezeptur) zeigten Goldfisch-Oligodendrozyten ebenfalls normale Morpho-

logie und Wachstumsverhalten. Die Abbildung am SFM wurde lediglich dadurch erschwert, dass

aufgrund der dunklen Farbe des Polymerfilms die Visualisierung und gezielte Abbildung ausge-

wählter Zellen erschwert wurde. Aus diesem Grunde sollte dieses Substrat bei Zellen nur Ver-

wendung finden, wenn eine besonders glatte Oberfläche erforderlich ist oder die visuelle Auswahl

(z. B. bei einer dicht gewachsenem Kultur) nicht so wesentlich ist.

Die Furan-Polymere bieten mit ihren variierbaren Eigenschaften eine echte Alternative zu Glim-

mer, falls die experimentellen Bedingungen weniger polareoder positiv geladene Oberflächen

erfordern. Außerdem sind die Nachteile von Glimmer wie das Quellen in wässriger Lösung, sich

ablösende und umherschwimmende Glimmerflocken sowie fehlende Möglichkeiten der chemi-

schen Modifizierung der Oberfläche nicht vorhanden. Bei der Eignung von Modifikationen des

Furan-Polymers ist allerdings zu beachten, dass Ko-Monomere unter Umständen die Rauhigkeit

des Substrats beeinflussen können. So besitzt insbesonderedas Brenzkatechin-modifizierte FP
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zwar hervorragende Adsorptionseigenschaften, weist abereine leicht erhöhte Rrms (0,2 - 0,5 nm)

auf, so dass dieses Material eher für die Adsorption von größeren Proteinen oder Membranprä-

parationen geeignet ist und ansonsten als mit Protein beschichtetes Zellkultursubstrat eingesetzt

werden kann. Bei der Adsorption der zwar ausgedehnten, aberim Durchmesser vergleichsweise

dünnen Collagen-Moleküle, ist dessen Rauhigkeit beispielsweise bereits an der Obergrenze. Für

Untersuchungen an einzelnen Proteinmolekülen sind die anderen Modifikationen geeigneter.

Die hier beschriebenen Materialien sind preisgünstig und die Subtrate aus ihnen mit einfachen Mit-

teln zu präparieren. Die Präparation der Furan-Polymere ist allerdings aufwändiger als die Vorbe-

reitung von Glimmer als Substrat und erfordert etwas Übung,da die Polymerfilme sehr dünn sein

müssen, um eine erhöhte Rauhigkeit aufgrund des Kondensationsprodukts Wasser auszuschließen.

Als möglicherweise praktikable Alternative zu der apparativ aufwändigen Herstellung glatter Gold-

oberflächen einerseits und den hier vorgestellten Polymer-Substraten andererseits bieten sich funk-

tionalisierbare atomar glatte Oberflächen auf frisch geätzten Halbleiter-Wafern an. Hier hat sich

beispielsweise Siliziumcarbid als geeignetes Material erwiesen, das bereits ohne Funktionalisie-

rung interessante Adsorptionseigenschaften aufwies (A. Linder, unveröffentlichte Ergebnisse).

Daneben wurde auch die Herstellung bioreaktiver Monoschichten auf Wasserstoff-passiviertem

Si(111) beschrieben (Wagner et al., 1997). In diesem Bereich ist daher ebenfalls mit weiteren

Entwicklungen zu rechnen.

Wünschenswert für die Weiterentwicklung der beschriebenen Polymer-Substrate wären eingehen-

dere vergleichende Untersuchungen an modifizierten FP-Substraten hinsichtlich der erreichten

Oberflächenladungsdichten sowie der unterschiedlichen Immobilisierungseigenschaften. Substan-

zen wie Collagen, die bei der Adsoption zu geordneter Assoziation neigen, können hierfür unter

Umständen als Testsubstanzen eingesetzt werden.

Gerade das Beispiel des Collagens zeigt aber auch, dass je nach Fragestellung ein unterschiedli-

cher Grad an Immobilisierung wünschenswert sein kann, sofern man etwa an Effekten wie der auf

Glimmer gefundenen geordneten Selbstassoziation interessiert ist. Die noch weiter zu entwickeln-

den Möglichkeiten der gezielten Einstellung von Oberflächeneigenschaften des Substratmaterials

sind deshalb von großem Interesse.
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3 Sucroseporin

3.1 Einleitung und Zielsetzung

Gramnegative Bakterien besitzen zusätzlich zur Zytoplasmamembran eine äußere Membran, die

asymmetrisch aus Lipopolysacchariden (außen) und Phospholipiden (innen) aufgebaut ist. Außer-

dem enthält diese Membran eine Reihe porenbildender Proteine. Hieraus lassen sich bereits zwei

hauptsächliche Funktionen der Außenmembran erkennen, nämlich einerseits der Schutz der Zelle

vor schädlichen Einflüssen (Außenmembran zusammen mit der Peptidoglykanschicht im periplas-

matischen Raum) sowie andererseits die Aufnahme von kleinen Nahrungsmolekülen und Ionen

durch wassergefüllte Kanäle (Schirmer, 1998; Forst et al.,1998; Dumas et al., 2000). Die so-

genannten Porine stellen den hauptsächlichen Anteil der Proteinkomponente der Außenmembran.

Während der Transport von Zuckermolekülen, Ionen etc. überdie Zytoplasmamembran aktiv er-

folgt und damit deren Konzentration im Periplasma niedrig gehalten wird, erfolgt der Transport

über die Außenmembran rein passiv. Man unterscheidet unspezifische und spezifische Porine.

Porinartige Moleküle finden sich im übrigen auch in Mitochondrien und Chloroplasten.

Die unspezifischen Porine stellen die „Grundausstattung“ zur Bewerkstelligung einer ausreichen-

den Permeabilität unter Normalbedingungen dar. Unter wachstumslimitierenden Bedingungen ist

u. U. eine Erhöhung der Permeabilität für bestimmte Substanzen erforderlich, die aber nicht mit

einer Verminderung der schützenden Funktion der Außenmembran, also etwa einer generellen Er-

höhung der Ausschlussgröße, einhergehen darf. Daher werden unter diesen Bedingungen Porine

exprimiert, die eine höhere Permeabilität für bestimmte Substanzen besitzen. Diese höhere Per-

meabilität kann durch spezifische Bindungsstellen erreicht werden, die entlang der Innenwand des

Kanals angeordnet sind (Forst et al., 1998).

Beispiele für solche spezifischen Porine sind einmal das fürMaltose und Maltooligosaccharide

spezifische Maltoporin, das zusammen mit einem Transportsystem vom ABC-Typ (ATP Binding

Cassette) und einem periplasmatischen Bindeprotein vom mal-Regulon kodiert wird. Des weite-

ren wurde inSalmonella typhimurium undEscherichia coli (später auch inKlebsiella pneumoniae)

ein Saccharose-Aufnahmesystem entdeckt, das es den Zellenermöglicht, auf Saccharose als ein-

ziger Kohlenstoffquelle zu wachsen. Das auf einem Plasmid liegende scr-Regulon kodiert für

einen Saccharose-spezifischen Transportkomplex vom PTS-Typ (Phosphoenoltransferase-System)

in der Zytoplasmamembran und ein Porin, ScrY, das für Saccharose und Maltooligosaccharide

spezifisch ist. Ein periplasmatisches Bindeprotein ist nicht bekannt (Schmid et al., 1991; Hardesty

et al., 1991; Schülein et al., 1995; Forst et al., 1993; Forstet al., 1998).

Die unspezifischen Porine sind Homotrimere aus 16-strängigen antiparallelenβ-Barrels, wobei die

einzelnen Stränge auf der extrazellulären Seite durch Schleifen (Loops) verschiedener Länge und
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auf der periplasmatischen Seite überwiegend über kurze Haarnadelschleifen verbunden sind. Der

dritte externe Loop faltet sich ins Innere des Barrels und verengt damit das Lumen des Kanals im

Bereich der Membranmitte.

Im Gegensatz hierzu weisen Maltoporin und Sucroseporin 18 Stränge auf. Die Struktur von Su-

croseporin wurde röntgenkristallographisch mit einer Auflösung von 2,4 Å bestimmt (Forst et al.,

1998), dies bezieht sich auf die Aminosäurenreste 71 bis 483, die die Pore bilden. Das im Quer-

schnitt nierenförmigeβ-Barrel selbst misst etwa 50 Å x 28 Å und hat eine Höhe von 25 Å inder

Nähe des Zentrums des Trimers und 50 Å an der Peripherie des Trimers. Die externen Loops

(Loops 4 bis 9, Abb. 23 B) neigen sich teilweise über das gemeinsame Vestibül der drei Monome-

re, Loop 1 faltet sich nach innen zu der Konstriktionsstelleund bildet Wasserstoffbrücken zu Loop

3. Loop 2 füllt eine Lücke oberhalb des Loops 3 eines benachbarten Monomers und trägt damit zur

Stabilisierung des Trimers bei, das ansonsten über polare Wechselwirkungen am oberen und unte-

ren Rand des Barrels und mittels hydrophober Wechselwirkungen dazwischen zusammengehalten

wird. Die hydrophobe Kontaktzone mit den Membranlipiden besteht aus aliphatischen Resten

und ist bis zu 33 Å breit. Sie wird wie bei anderen Porinen von zwei Kränzen aus amphiphilen

aromatischen Resten im Übergangsbereich von der apolaren zur polaren Zone der Membran be-

grenzt (s. auch Abb. 29). Eine Reihe aromatischer Reste im Innern des Kanals von Maltoporin

und Sucroseporin wird als Kette von Bindungsstellen (bzw. als „Rutschbahn“) für Zuckermolekü-

le angenommen, deren Pyranosylringe mit den aromatischen Ringen wechselwirken, während mit

benachbarten ionisierbaren Resten H-Brücken gebildet werden können („greasy slide“ und „ioniz-

able track“). Kokristallisation mit Saccharose ergab, dass Sucroseporin zwei distinkte spezifische

Saccharosebindestellen im Innern des Kanals besitzt.

Sequenzhomologie zu Maltoporin besteht für 411 Reste, die N-terminalen 72 Reste finden keine

Entsprechung bei Maltoporin. Die N-terminalen 70 Reste derStruktur konnten röntgenkristallo-

graphisch nicht gelöst werden. Aus der Sequenz erkennt man jedoch für die Reste 1-42 ein Muster

von wiederkehrenden Heptaden, aus dem sich bereits ein linksdrehendes paralleles Coiled Coil

als Tertiärstruktur vermuten ließ (Lupas, zit. nach Forst et al., 1998; Lupas, 1996). Dieses wird

aus dreiα-Helices mit je zwölf Windungen gebildet, eine Helix von jedem Monomer. Die Länge

dieser Struktur wurde von den Autoren auf 65 Å, der Durchmesser auf 23 Å geschätzt (Abb. 23A).

Mit Hilfe von Circulardichroismus-Spektroskopie und analytischer Zentrifugation konnte diese

Annahme bezüglich der Tertiärstruktur bestätigt werden (Dumas et al., 2000). Dieselben Auto-

ren fanden eine Saccharose-Affinität des isolierten N-terminalen Peptids (Gleichgewichtsdialyse)

und führten funktionelle Tests mit einem Fusionsprotein aus diesem Peptid und Maltoporin durch

(Transport in Proteoliposomen). Dabei zeigte sich eine verbesserte Translokation längerer Malto-

oligosaccharide, ganz im Gegensatz zu Wildtyp-Maltoporin, außerdem höhere Dissoziationsraten

derselben. Insgesamt stützen diese Ergebnisse ein Modell,das dem N-Terminus den funktionellen
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Ersatz eines spezifischen periplasmatischen Bindeproteins zuweist (Forst et al., 1998): Die über

die Bindungsstellen in der Pore ins Periplasma gelangendenZuckermoleküle binden an die Coiled-

Coil-Struktur und gelangen über diese „verlängerte Zuckerrutschbahn“ schneller und zielgerich-

teter vom Kanal in der Außenmembran zum Translokationsssystem in der Zytoplasmamembran.

Abbildung 23:A: Modell des Sucroseporintrimers aus Röntgenstrukturdatenmit einer Skizze der putativen
Coiled-Coil-Struktur des N-Terminus (unten). Extrazelluläre Seite oben, periplasmatische unten (Eckhard
Hofmann). B: Monomer ohne N-Terminus mit zwei gebundenen Saccharosemolekülen. Extrazelluläre
Loops: L4-L9, Stern: N-Terminus (AG Welte).

Die Zielsetzung des vorliegenden Projekts bestand zum einen in der zweidimensionalen Rekon-

stitution von Sucroseporin mit Lipid. Dies war die Voraussetzung für die Durchführung raster-

kraftmikroskopischer Untersuchungen der zum extrazellulären Medium und zum Periplasma hin

exponierten Seiten des Proteins. Die Tatsache, dass mit dieser Methode eine Abbildung von Ein-

zelmolekülen mit submolekularer Auflösung in quasi nativerUmgebung möglich ist, das Trimer

also gleichzeitig in einer Lipidphase eingebettet ist und ansonsten mit einem Elektrolyten in Kon-

takt steht, ermöglicht es im Prinzip, Domänen der elektrolytexponierten Oberflächen abzubilden
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und nach ihrer Topographie und Flexibilität zu unterscheiden. Insbesondere war der Versuch eines

Nachweises des als sehr flexibel anzunehmenden N-Terminus von Interesse. Eine dicht gepackte

Rekonstitution des Proteins bei geringem Lipidanteil erweist sich aufgrund der dann höheren me-

chanischen Stabilität von auf einem Substrat adsorbiertenVesikelfragmenten als Vorteil für kraft-

mikroskopische Untersuchungen. Zweidimensionale Kristallisation des dicht gepackten Proteins

wurde angestrebt, um mit Hilfe von Mittelungsverfahren Daten höherer statistischer Zuverlässig-

keit und Auflösung zu erhalten.

3.2 Rekonstitution von Sucroseporin mit Lipiden und zweidimensionale Kri-

stallisation

Das gereinigte Sucroseporin ist über lange Zeit (Wochen bisMonate) stabil und kann daher oh-

ne weiteres einem 72-stündigen Rekonstitutionsexperiment unterworfen werden. Ein quantitativ

nennenswerter Abbau des interessierenden N-Terminus nachLagerung konnte bei dem gereinigten

Protein nicht gefunden werden. Neben der Bande des Wildtyp-Monomers (ca. 53 kD) kann im Gel

(Abb. 24) eine nur schwache Bande des möglichen N-terminalen Abbauprodukts knapp unterhalb

davon festgestellt werden (vielleicht auch bedingt durch hohe Temperatur und Denaturierung bei

SDS-PAGE!). Lediglich bei fast zwei Jahre altem ScrY war diese Bande etwas deutlicher, darüber

hinaus sind dann auch Abbauprodukte des Barrels selbst erkennbar. Ein schnellerer N-terminaler

Abbau bei Lagerung in Detergenz-Lösung wurde anhand nicht denaturierender Gelelektrophorese

und Massenspektroskopie bislang nur für das Detergenz Dodecylmaltosid beschrieben, nicht je-

doch für das hier verwendeteβ-Octylglucosid (Michels, 1999).

Abbildung 24: SDS-PAGE: ScrY nach Reinigung, bei 4◦C gelagert. A, B: ScrY, 3 Monate alt,
C: ScrY, 22 Monate alt,D: 5 Monate alt. Kein nennenswerter Abbau des N-Terminus nach Lagerung
bzw. Gelelektrophorese feststellbar (nur schwache Bandenbei zu erwartender Masse von ca. 46 kD).
M : Marker [kDa].
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Die Stabilität der N-terminalenTertiärstruktur (Coiled-Coil) hingegen ist, verglichen mit dem

Barrel-Trimer, deutlich geringer, diese denaturiert bereits bei 44◦C (Dumas et al., 2000). Die

maximale Temperatur von 37◦C bei der Rekonstitution lag allerdings noch deutlich darunter.

Unter den Bedingungen für die Rekonstitution wurden im Dialysepuffer die Konzentration der

zweiwertigen Ionen ([MgCl2] zwischen 2 und 80 mM) sowie der pH (zwischen 6 und 8) variiert.

Beste Ergebnisse ergaben sich bei einem pH 6 und hoher [MgCl2] von 50 bis 80 mM. Zweimaliges

Durchlaufen der Temperaturstufen 20◦C → 37 ◦C → 20 ◦C und damit zweimaliges Durchschrei-

ten der Phasenumwandlung des Lipids von flüssig nach quasikristallin (Jap et al., 1992) während

der 72-stündigen Rekonstitution erbrachte gegenüber einem entsprechenden einphasigen Tempe-

raturprofil keine Vorteile. Ein signifikanter Unterschied bei den Ergebnissen der Dialyse in der

optimierten Durchflussapparatur gegenüber den in einem möglichst kleinen Flüssigkeitsvolumen

(mit gleicher Pufferaustauschrate) eingetauchten Dialyse-Buttons war nicht festzustellen.

Unter diesen Bedingungen ergibt sich bei Variation des Massenverhältnisses Lipid zu Protein

(LPR) ein deutlicher Übergang von großen Vesikeln mit einemDurchmesser von mehrerenµm

bei LPR = 0,1 zu kleineren Vesikeln (wenige 100 nm bis 1µm Durchmesser) bei LPR > 0,15

(Abb. 25). Über einem LPR von 0,3 sieht man alle Zeichen von Lipidüberschuss, nämlich kleine

Lipidvesikel, mehrschalige Vesikel („Onion-Struktur“, Lorenz Hasler, pers. Mitt.) sowie „mil-

chiges“ Erscheinungsbild derselben im Elektronenmikroskop. Bei höherem LPR ist außerdem die

mechanische Stabilität der Präparationen bei SFM-Messungen deutlich geringer. Wie gezeigt wur-

de (s. unten), handelt es sich bei den großen Vesikeln um amorph und bidirektional rekonstituiertes

Sucroseporin, bei den kleineren finden sich unidirektional-kristallin rekonstituierte Anteile. Nä-

heres zum Einbau des Proteins bei den beiden Typen von Vesikeln siehe unter 3.3.2. Bei kleinem

LPR beginnen offenbar Protein-Protein-Wechselwirkungendie Interaktionen des Proteins mit dem

Lipid zu überwiegen. Auch die Fluidität des Lipids spielt hier eine Rolle, mischt man bei einem

Gesamt-LPR von 0,15 - 0,2 das Lipid DMPC zu gleichen Teilen mit dem fluideren POPC, so erhält

man einen vergleichsweise hohen Anteil unidirektional mitScrY gepackter und teils kristalliner

Vesikelfragmente (kristalline Areale mit bis zu ca. 400-500 nm maximaler Ausdehnung, in Aus-

nahmefällen bis 700 nm). Bei geringerem POPC-Anteil (10 - 20% der Lipidmasse) erhält man auch

bei diesem LPR noch einen höheren Anteil amorph-bidirektionalen Einbaus und manchmal auch

einen höheren Anteil größerer Vesikel. Bei verschwindendem Lipidanteil kommt es zu schwer

definierbaren Proteinaggregaten und nur sehr wenigen kleinen Vesikeln durch Restlipid von der

Proteinreinigung. Rekonstituiertes ScrY lag praktisch durchgehend in Form gewöhnlicher Vesi-

kel vor, röhrenförmige Vesikel oder mehrschichtige Stapelwaren nicht zu beobachten. Lediglich

in den Fraktionen mit besonders großen Vesikeln waren (teils doppellagige) Fragmente enthalten,

deren vesikulärer Ursprung auch im Elektronenmikroskop nicht immer eindeutig nachgewiesen

werden konnte (wahrscheinlich aber kollabierte große Vesikel).
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Abbildung 25: Elektronenmikroskopische Aufnahmen (Negativkontrastierung mit Uranylacetat):
A: LPR = 0, 1; Lipid: DMPC/POPC (1:1): große Vesikel, Übersicht 20000x.B: LPR = 0, 2; Li-
pid: DMPC/POPC (1:1): überwiegend kleinere Vesikel, Übersicht 20000x. C: LPR = 0, 15; Lipid:
DMPC/POPC (8:2): amorph gepackte Fragmente, 50000x.D: LPR = 1, 0; Lipid: DMPC, „Zwiebelscha-
lenstruktur“, zuviel Lipid, Übersicht 7000x.
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3.3 Abbildung von Sucroseporin am Rasterkraftmikroskop

3.3.1 Abbildungsbedingungen

Die Adsorption von rekonstituiertem Sucroseporin in Form von meist einlagigen Vesikelframenten

auf frisch gespaltenem Glimmer hat sich als ausreichend stabil für hochauflösende kraftmikrosko-

pische Untersuchungen erwiesen, eine aufwändigere Immobilisierung war bei diesen Präparaten

also nicht notwendig. Die Messungen erfolgten bei einer Raumtemperatur, die nicht über 23◦C

lag, was sich günstig auf den Erhaltungszustand der Präparate über mehrere Stunden auswirk-

te. Diese Größenordnung ist angesichts einer Phasenumwandlungstemperatur von 23◦C für das

hauptsächlich verwendete Lipid DMPC auch sinnvoll. Die Lüftung des thermostatisierbaren La-

bors musste allerdings während der Messung jeweils abgeschaltet werden, um störende Vibratio-

nen zu vermeiden.

Ein Messpuffer (in seiner Zusammensetzung angelehnt an Reinigungs- und Dialysepuffer, Kon-

zentration zweiwertiger Ionen allerdings verringert) mit250 mM LiCl, 2 mM MgCl2, 20 mM

Tris/HCl/pH 7,6 liefert meist guten Kontrast auf der extrazellulären Seite des rekonstituierten Pro-

teins. Der Kontrast auf der periplasmatischen Seite war ausreichend, die Abbildungsbedingungen

für diese Seite wurden aber noch nicht optimiert. GeringereIonenstärken lieferten meist keinen

ausreichenden Kontrast für hochauflösende Abbildung, bei höheren Konzentrationen war zerstö-

rungsfreie Abbildung der extrazellulären Seite nicht mehreinwandfrei gewährleistet (Variation von

[LiCl] zwischen 100 und 300 mM). Es wurden auch Messpuffer mit niedrigerem pH-Wert getestet

(siehe auch 3.3.5, Abb. 40).

Als Sensoren haben sich die oxidgeschärften Siliziumnitridspitzen an 200µm langen Rechteck-

Federbalken (Olympus,k = 0, 05 N
m

) bewährt. Die Auflagekraft (Federkraft durch Auslenkung

des Sensorbalkens) wurde während des Experiments durch Nachstellen des Sollwerts auf einem

minimalen Niveau gehalten, das gerade noch hochauflösendenKontrast lieferte. Eine Abschätzung

der Auflagekraft anhand von Kraftdistanzkurven (extrazelluläre Seite, Bsp. Abb. 30) bei Annahme

eines Abstands Sensor-Objekt der Größenordnung 1 nm für zerstörungfreie Abbildung (Müller et

al., 1999) ergab Werte von weniger als 200 pN, was auch etwa der jeweils experimentell einge-

stellten optimalen Differenz des Sollwerts zum Photodioden-Differenzsignal des freien Balkens

entspricht.

Alle nachfolgend gezeigten Messungen wurden mit demMultimode/Nanoscope III(Digital Instru-

ments) in wässrigem Elektrolyt aufgenommen.
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3.3.2 Orientierung des rekonstituierten Proteins

Den oben beschriebenen beiden Typen von Vesikeln entsprechen in der kraftmikroskopischen Ab-

bildung zwei hinsichtlich ihrer Morphologie zu unterscheidende Oberflächenstrukturen. Die auf-

geplatzten und einschichtig adsorbierten Vesikelfragmente weisen auf der Vesikel-Innenseite ent-

weder eine amorph erscheinende Oberfläche mit maximalen Korrugationen von deutlich über 1 nm

oder aber gleichmäßigere Korrugationen der Größenordnung0,5 nm auf, letztere aus - bisweilen

mehr oder weniger kristallin geordneten - Protrusionen, deren Abstand zueinander in der Größen-

ordnung 5 nm liegt. Die amorphe Oberflächenstruktur kommt durchgehend bei den beschriebenen

sehr großen Vesikeln vor, mittlere bis kleinere Vesikel desDurchmessers 1µm und kleiner haben

öfter die gleichmäßigere Morphologie aufzuweisen. Abb. 26zeigt diese beiden Typen in der Über-

sicht. Beim glatteren Typus ist bereits in dieser Aufnahme kristalline Ordnung zu erkennen. Die

maximalen Korrugationen sind aus den Höhenschnitten Abb. 27 ersichtlich.

Die kleineren Vesikel platzen meist nicht schon bei der Adsorption auf, sondern oft erst nach me-

chanischer Belastung durch die Rasterbewegungen der Sensorspitze. Kommt es zu zweilagiger

Adsorption von Vesikelfragmenten, die nur selten zu beobachten ist, so liefert die Abbildung der

Oberfläche der oberen Lage, also der Außenseite der Vesikel,meist einen nur schwachen Kontrast.

Außerdem ist zweilagige Adsorption mechanisch vergleichsweise instabil.

Die Höhe einlagig adsorbierter Vesikelfragmente (Abstandder Maxima im Histogramm der To-

pographiewerte als Mittelwert) ist mit etwa 5,5 nm beim amorphen Typ etwas geringer als beim

glatteren mit 6,2 nm (Abb. 28). Das Histogramm zeigt jedoch zwei Maxima auf der Oberfläche

der amorphen Membranen, deren Abstand ungefähr dieser Differenz entspricht.

Eine Erklärungsmöglichkeit für das bei amorphen Membranenerkennbare Auftreten zweier deut-

lich unterschiedlich hoher Bereiche rekonstituierten Porins wäre ein Einbauetwa gleicher Mengen

(vgl. auch Höhenhistogramm Abb. 28 B) intakten Porins bzw. durch oben erwähnten Abbau am N-

Terminus verkürzten Proteins. Dies kann aber schon aufgrund der am Elektrophoresegel halbquan-

titativ erkennbar viel geringeren Menge eines möglichen Abbauprodukts nahezu ausgeschlossen

werden. Eine andere Möglichkeit bestünde in einem Lipidüberschuss, der zur Separation von rei-

nen Lipiddomänen (niedrige Bereiche) führen könnte. - Die beschriebene Morphologie tritt aber

gerade bei niedrigem LPR auf! Der Höhenunterschied ist aberauch erklärbar, wenn man einen

bidirektionalen Einbau von ScrY bei diesem Typ von Vesikelnannimmt (Abb. 29). Die deutlich

unterscheidbaren Bereiche unterschiedlicher Höhe sind imGegensatz zum anderen Typus nämlich

in ihrer Ausdehnung mindestens so breit bzw. ausgedehnter als der sich aus der Röntgenstruktur

ergebende Durchmesser des Trimers von etwa 8 nm. Unter dieser Annahme beträgt der anzuneh-

mende Höhenunterschied im Modell etwa 1,2 nm (relativ starrer exponierter Loop 8 extrazellulär -

starre Barrelwand periplasmatisch), wenn man die membrandurchspannenden hydrophoben Zonen
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Abbildung 26: (vorherige Seite) Adsorption von rekonstituiertem Sucroseporin auf Glimmer.A: Voll-
ständig geplatztes und einlagig adsorbiertes großes Vesikel (d > 1µm) mit bidirektional amorph
rekonstituiertem Porin (LPR = 0, 2; Lipid: DMPC/POPC (9:1); Messpuffer: 250 mM LiCl, 2 mM
MgCl2, 20 mM Tris/HCl pH 7,6). Fehlersignalbild (Cantileverauslenkung). B: Kleinere Vesikel
(d < 1µm) mit unidirektional orientiertem Porin (LPR = 0, 15; Lipid: nur DMPC; Messpuffer: 250 mM
LiCl, 2 mM MgCl2, 20 mM Tris/HCl pH 7,6), nur teilweise unter Einwirkung der Sensorspitze geplatzt,
davon nur ein kleiner Teil zweilagig adsorbiert, intakte Vesikel nicht vollständig kollabiert. Fehlersignalbild.

Abbildung 27:Höhenschnitte (Rasterungszeilen) Messungen vgl. Abb. 28 B, C. A: auf bidirektional re-
konstituiertem ScrY mit maximalen Korrugationen von ca. 1,2 nm. B: auf unidirektional rekonstituiertem
ScrY. Fragmenthöhe und typische Korrugationen von maximalca. 0,5 nm auf dem Fragment.
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Abbildung 28: (vorherige Seite) Höhenbestimmung adsorbierter Vesikelfragmente mit rekonstituiertem
ScrY: A: Bidirektional rekonstituiertes ScrY, Histogramm der Höhenwerte (innerhalb des eingezeichne-
ten Rahmens) von Vesikelfragment und Substrat (LPR = 0, 2, Lipid: DMPC/POPC (9:1), Messpuffer:
250 mM LiCl, 2 mM MgCl2, 20 mM Tris/HCl pH 7,6). B: Verteilung der Höhenwerte auf bidirektional
rekonstituiertem ScrY, dasselbe Präparat wie A.C: Unidirektional rekonstituiertes Porin, Histogramm der
Höhenwerte von Vesikelfragment und Substrat (LPR = 0, 15; Lipid: DMPC/POPC (1:1); Mg-haltiger Ad-
sorptionspuffer, Messpuffer: 250 mM LiCl, 10 mM MES pH 6). Für C erhält man bei Messsung in pH 7,7
leicht (0,1 bis 0,2 nm) höhere Werte, also im Bereich des aus dem Histogramm abschätzbaren Fehlers.

entsprechend aneinanderlegt (Abb. 29). Bei kompletter Deformation aller Loops hätte man immer

noch eine Höhendifferenz (β-Barrel extrazellulär -β-Barrel periplasmatisch) von ca. 0,75 nm.

Dies setzt jeweils voraus, dass die Sensorspitze den starren Kernbereich der periplasmatischen

Seite erreicht und nicht von dem als sehr flexibel anzunehmenden N-Terminus daran gehindert

wird. Auch die gemessene Höhe der Vesikelmembranen passt gut mit diesem Modell zusammen:

Abbildung 29:Modell bidirektionaler Rekonstitution von ScrY anhand derRöntgenstruktur des Trimers.
Hier wurden die membrandurchspannenden hydrophoben Oberflächen beider Moleküle aneinandergelegt.
Aromatische Reste grün; hydrophobe Zone (etwa 3 nm hoch) blau hinterlegt; p: periplasmatische, e: extra-
zelluläre Seite. (Quelle: Wolfram Welte, verändert).

das Barrel ist etwa 5 nm hoch, Werte dieser Größenordnung (etwas höher durch externe Loops)

erhält man in den niedrigeren (im Modell mit periplasmatischer Seite nach oben exponierten) Be-

reichen. Die umgekehrt in der Membran orientierten Trimereliegen dagegen gut einen nm höher

über dem Substrat, im Modell ist die extrazelluläre Seite exponiert. Bei unidirektionalem Einbau

misst man typischerweise ebenfalls Werte von deutlich über6 nm, was ebenfalls nahelegt, dass die

extrazelluläre Seite nach oben orientiert ist; hier muss nämlich noch der zwischen dem Substrat

und dem gut 5 nm hohen Trimer unterzubringende N-Terminus berücksichtigt werden. Dass bi-

direktionaler Einbau zu größeren Vesikeln führt ist unmittelbar verständlich, wenn man bedenkt,

dass bei unidirektionalem Einbau eventuell mit einer durchdie Geometrie des Proteins bedingten

Krümmung des Bilayers zu rechnen ist.

Eine andere Möglichkeit der Charakterisierung von unterschiedlich orientiertem rekonstituiertem

ScrY besteht in der Aufnahme von Kraftdistanzkurven. Im eher seltenen Fall eines flach kollabier-
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ten bzw. zweischichtig adsorbierten Vesikels mit überwiegend unidirektional orientiertem Porin ist

eine gezielte Ansteuerung der jeweiligen Seiten gut möglich (Abb. 30). Die Oberfläche der unteren

Membran (Vesikelinnenseite, Abb. 30 B) zeigt das in den nächsten Abschnitten näher charkterisier-

te typische Muster extrazellulär orientierten Sucroseporins. Ein Vergleich der Kraftdistanzkurven

Abbildung 30: Kraftdistanzkurven bei Annäherung von Sensorbasis und Präparat auf rekonstituiertem
ScrY (vollständig kollabiertes Vesikel) (LPR = 0, 2; Lipid: DMPC; Messpuffer: 250 mM LiCl, 2 mM
MgCl2, 10 mM Tris/HCl pH 7,6).A: Periplasmatisch orientierte Seite der oberen Membran (sichtbar im
darunter gezeigten Fehlerbild, oben rechts),B: extrazellulär orientierte untere Membran (Topographiebild
identifiziert extrazelluläre Seite eindeutig). Pfeile markieren jeweils den Bereich langreichweitiger (absto-
ßender) Wechselwirkungen vor dem Kontaktpunkt (ab da reflektiert die Auslenkung des Balkens die lineare
Piezobewegung).

auf periplasmatischer und extrazellulärer Seite zeigt eine deutlich unterschiedliche Tiefe langreich-

weitiger Wechselwirkungen vor dem eigentlichen Kontaktpunkt bei Annäherung von Sensorbasis

und Objekt. Elektrostatische Effekte sind die wahrscheinlichste Erklärung hierfür, ein Hinweis

auf unterschiedliche Oberflächenladungsdichte der beidenSeiten (Butt, 1991b und 1992; s. auch

Kap. G&M 1.1). Ein entsprechender Unterschied zwischen extrazellulärer und periplasmatischer

Seite wurde auch bei dem Porin OmpF gefunden (Müller et al., 1999). Eine höhere Verformbarkeit
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der Doppellage spielt eine untergeordnete Rolle angesichts der gemessenen Größenordnung die-

ses Effekts einerseits und der Membrandicke andererseits.Die Schichten liegen dicht aufeinander,

die Höhendifferenzen (oben-unten, unten-Substrat) unterscheiden sich nur um wenige Angström

(6,2 bis 6,6 nm bzw. 6,2 nm). Verformbarkeit von Strukturen wäre allenfalls vom N-Terminus zu

erwarten, dessen Deformation (ausgestreckte Länge: ca. 6,5 nm) einen gewissen Beitrag zu dem

Effekt leisten könnte. Eine entsprechend eindeutige Zuordnung von Kraftdistanzkurven zu einem

bestimmten Bereich auf dem Fragment ist bei dem bidirektional rekonstituierten Typus schwieriger

(aufgrund der niedrigen Treffsicherheit angesichts lateraler Piezodrift).

3.3.3 Charakterisierung amorph rekonstituierten Sucroseporins

Eine Zuordnung der gefundenen Protrusionen submolekularer Größenordnung zur Struktur des

ScrY-Trimers ist in den höheren und konstrastreicheren Bereichen der abgebildeten amorphen Ve-

sikelfragmente möglich. Bereits die Rohdaten (Abb. 27 A und28 B) lassen vereinzelte Triaden

von Protrusionen als Grundstruktur erkennen.

Vor der Mittelung von abgebildeten Einzelpartikeln ist hier eine Selektion der ungeordnet verteil-

ten Partikel und translationales sowie rotationales Alignment vonnöten. Abb. 31 zeigt das Ergeb-

nis eines Trainingslaufs automatischer Partikelselektion nach Lata et al. (1995), vgl. Kapitel G&M

7.2.2.1. Die gefundene Rate korrekter Zuordnung der in der Trainingsphase vorgegebenen Partikel

von 91,5 % entspricht den in der Literatur (Lata et al., 1995)angegebenen Werten. Das Mittel nach

referenzfreiem Alignment (N = 50) zeigt die Triade von Protrusionen mit einem Durchmesser

von etwa 10 nm. Ein Vorteil dieser Selektionsmethode ist dieAnwendbarkeit der in einem Trai-

ningslauf gefundenen Unterscheidungskriterien auf größere Datensätze einheitlicher statistischer

Eigenschaften (Messreihen aus SFM-Bildern derselben Struktur mit gleicher Pixelauflösung) so-

wie die bevorzugte Selektierung vereinzelter Partikel, was störende Aggregate aus dem Alignment

ausschließt. Im vorliegenden Fall wäre z. B. eine Auswahl von Triaden im falschen Raster der in

Aggregaten dichtgepackten Protrusionen ein Problem. Andererseits ist diese Methode hier jedoch

insofern problematisch, da die Grundstruktur jeweils kleinere Bereiche dichter Packung bildet und

somit ein großer Teil echter Partikel nicht selektiert wird. Die Methode wäre also erst bei streng

alternierendem Einbau der Moleküle, wie er bei Rekonstitution von anderen Proteinen bisweilen

vorkommt, optimal anwendbar.

Deshalb wurde ein weiteres Verfahren angewendet, das auf referenzgestützter Suche mit Hilfe ei-

nes rotationalen Mittels der Grundstruktur als Referenz basiert (Kap. G&M 7.2.2.2). Ein Vergleich

beider Selektionsverfahren am Beispiel derselben SFM-Aufnahme ist in Abb. 32 zu sehen. Es zeigt

sich, dass bei dieser Aufnahme höherer Pixelauflösung nurN = 19 Partikel mit der statistischen

Selektions-Methode ausgesucht werden, während die referenzgestützte SucheN = 85 Partikel
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Abbildung 31: Automatische Partikelselektion: Test der Unterscheidungsfunktionen anhand der Zuord-
nung der vorgegebenen Partikel der Trainingsphase,A: Karte: Bereiche der drei versch. Kategorien (Par-
tikel, PRT; Rauschen, NSE; Schrott, JNK) im Discriminant SpaceB: Koeffizienten der Unterscheidungs-
funktionen,C: Angaben über Anteil der korrekt zugeordneten Partikel,D: Aus Rohdaten (vgl. Abb. 28B,
xp = 9, 0 Å) selektierte Partikelserie nach Entfernung verbliebener Fehlzuordnungen,N = 50, E: Zwi-
schenergebnisse (Mittel) nach drei Iterationsschritten referenzfreien Alignments,F: Das dritte Mittel (Wer-
tebereich: 11,3 Å) mit Standardabweichungskarte (Wertebereich: 1,7 - 3,7 Å) und Varianzkarte,Maßstab
D-F: vgl. Kantenlänge Bildfenster: 14,3 nm.G, H: Mittel und SD-Karte vergrößert, Bildfenstergröße:
14,3 nm.

bringt, bei dichter Packung also geeigneter ist. Ein Vergleich der selektierten Partikel bzw. der

erhaltenen Mittel mit der ersten Methode zeigt, dass die ausgewählten Triaden überwiegend im

richtigen Raster liegen. Das Mittel Abb. 32 G/H hat etwa einelaterale Auflösung von1
23
− 1

27
Å−1

(DPR, FRC) bis1
33

Å−1 (SSNR), axial findet man im Bereich der Protrusionen typische Werte für

die Standardabweichung von 1,5 bis 2 Å.

Die Tatsache, dass die in der amorphen Membran gefundenen höheren Bereiche aus Triaden von

einzelnen Protrusionen des Abstands von ca. 5-6 nm bestehenund dass der Durchmesser dieser

Triaden mit gut 10 nm etwas über dem Durchmesser des ScrY-Trimers liegt (bedingt durch die Fal-

tung von Topographie und Sensorgeometrie bei der Abbildung, s. G&M Kap. 1.1), legt nahe, dass

diese Grundeinheit tatsächlich das Porintrimer darstellt. Die Höhendifferenzen zwischen Protru-

sion und Zentrum der Triade von 4 bis 5 Å im Mittel entsprechenden gemessenen Korrugationen

auf unidirektional eingebautem ScrY (Höhenprofil Abb. 27 B), mit Ausnahme von Messungen mit

geringerer Auflagekraft (3.3.5). Der Befund mehr oder weniger geordneter Protrusionen derselben

Abstände in den noch näher zu charakterisierenden Abbildungen typischer unidirektional gepack-

ter Vesikelfragmente (3.3.5) sowie der Vergleich mit AFM-Studien an Porin OmpF (Schabert und

Engel, 1994) zeigen, dass der gemessene Kontrast hier wohl ebenfalls von den erhöhten peripheren

Barrelwänden der drei Monomere bzw. den dort exponierten extrazellulären Loops herrührt.

Bidirektionaler Einbau ermöglicht andererseits einen einfachen Zugang zu der periplasmatischen

Seite, die bei unidirektional mit ScrY gepackten Vesikeln aufgrund mangelnder Stabilität zweila-

giger Adsorption bedeutend schwieriger zugänglich ist. Die kontrastreichere Abbildung der extra-

zellulären Seite in derselben Messung ermöglicht jeweils außerdem eine Überprüfung der Qualität

der Abbildung bzw. des Sensors. Damit waren erste höher aufgelöste Messungen der periplasma-

tischen Seite möglich. Die zwischen den erhöhten Bereichenliegenden putativen periplasmatisch

orientierten Zonen des dicht gepackten rekonstituierten Proteins sind überdies erkennbar kontinu-

ierlich mit größeren und teilweise annähernd kristallinenBereichen dieser Orientierung. Diese

werden im nächsten Abschnitt näher beschrieben.
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Abbildung 32:Vergleich Partikelselektion mit Hilfe von Discriminant Analysis bzw. Kreuzkorrelations-
funktion mit rotationalem Mittel.A: Aufnahme eines Fragments mit bidirektional rekonstituiertem ScrY
(LPR = 0, 2; Lipid: DMPC/POPC (9:1); Messpuffer: 250 mM LiCl, 2 mM MgCl2, 20 mM Tris/HCl
pH 7,6; xp = 4, 9 Å). B: Zwischenergebnisse (Mittel) von 4 Iterationen referenzfreien Alignments der
mit Discriminant Analysis ermittelten Partikelserie,C: viertes Mittel (Wertebereich: 10,7 Å) mit Standard-
abweichungskarte (Wertebereich: 0,8 - 3,7 Å) und Varianzkarte, N = 19. D: Gefilterte Kreuzkorrelati-
onsfunktion mit markierten Korrelationsmaxima (schwarzePunkte). E: Rotationales Mittel als Referenz,
F: Zwischenergebnisse von 4 Iterationen referenzfreien Alignments der mittels Korrelationsfunktion selek-
tierten Partikel,G: viertes Mittel (Wertebereich: 8,3 Å) mit Standardabweichungskarte (Wertebereich: 1,4 -
4,0 Å) und Varianzkarte,N = 85, Maßstab A-G: Kantenlänge Bildfenster B, C, E-G: 12,7 nm. H, I: kon-
turiertes Mittel (Höhen-Inkrement: 0.5 Å) und SD-Karte vergrößert, Bildfenstergröße: 12,7 nm.

3.3.4 Charakterisierung der periplasmatischen Seite

Bereits bei niedriger Auflösung sind hier distinkte Strukturen erkennbar (Abb. 33), die trotz ge-

ringeren Kontrasts von den oben beschriebenen extrazellulär orientierten Trimeren unterscheidbar

sind. Diese und die beiden weiteren Messungen an demselben Präparat (Abb. 34 und 35) erfolgten

jeweils mit einer Auflagekraft, die einen ausreichenden Konstrast sowohl für die Charakterisie-

rung der periplasmatisch als auch der extrazellulär orientierten Trimere lieferte (s. oben). Dies,

sowie die Ionenstärke des Messpuffers, sind also noch Kompromissbedingungen, die nicht für die

Abbildung der periplasmatischen Seite optimiert sind (vgl. auch Kraftdistanzkurven Abb. 30).

Abb. 34 zeigt das Ergebnis der Mittelung einer Messung bei höherer Auflösung. Translationales

Alignment und Mittelung (Abb. 34 B-D) lassen deutlicher einannähernd regelmäßiges Gitter er-

kennen. Die Partikel haben im Gitter Abstände von etwa 10 nm zueinander, was mit dem oben be-

stimmten Radius des umgekehrt eingebauten Trimers übereinstimmt. Die Standardabweichungs-

karte zeigt minimale Werte im Zentrum des Partikels. Erst ein referenzfreies rotationales und

translationales Alignment der so gewonnenen Bildausschnitte um die Partikel (Rohdaten) enthüllt

eine distinktere Struktur der Einzelpartikel (unter Vermeidung der Voreingenommenheit referenz-

gestützten Alignments), der „Kristall“ enthält also unterschiedlich um die Trimerenachse rotierte

Moleküle. Die erhaltene sternartige Struktur ist bereits bei anderen Porinen (OmpF, Schabert und

Engel, 1994; Schabert et al., 1995) mit dem SFM gefunden worden und konnte dort eindeutig

den aneinanderliegenden Wänden der drei faßförmigen Monomere (β-Barrels) auf der periplas-

matischen Seite zugeordnet werden. Es handelt sich also um den starren Kernbereich der mit dem

SFM zugänglichen periplasmatischen Seite des ScrY, die drei Poren sind deutlich sichtbar. Die

mittleren mit dem SFM-Sensor gemessenen Höhendifferenzenzwischen erhöhtem Zentrum des

Trimers und Pore betragen im Mittel 3 - 4 Å.

Bei noch höher aufgelöster Messung eines Teilbereichs (Abb. 35) erkennt man bereits nach nur

translationalem Alignment die sternartige periplasmatisch exponierte Struktur des Trimers, hier
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Abbildung 33:Einschichtig adsorbiertes Vesikelfragment mit bidirektionalem Einbau von ScrY (LPR =
0, 2; Lipid: DMPC/POPC (9:1); Messpuffer: 250 mM LiCl, 2 mM MgCl2, 20 mM Tris/HCl pH 7,6;
xp = 15, 4 Å). Neben alternierendem Einbau im Abstand von wenigen Trimeren sind auch größere uni-
direktionale Bereiche der Größenordnung über 100 nm erkennbar. A: Übersichtsaufnahme,B: Ausschnitt
daraus (gleiche Messung, nur vergrößert/interpoliert).
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Abbildung 34:Messung Präparat Abb. 33 (LPR = 0, 2; Lipid: DMPC/POPC (9:1); Messpuffer: 250 mM
LiCl, 2 mM MgCl2, 20 mM Tris/HCl pH 7,6;xp = 5, 0 Å). A: Ausschnitt SFM-Rohdaten,B: Gefilterte
Kreuzkorrelationsfunktion mit markierten Korrelationsmaxima (schwarze Punkte),C: Referenz,D: Mittel
nach translationalem Alignment, SD-Karte und Varianzkarte, N = 97, E, F:Mittel (Wertebereich: 3,8 Å)
und SD-Karte (Wertebereich: 2,0 - 3,6 Å) vergrößert, Kantenlänge Bildfenster E, F: 20 nm, G: Mittel nach
jeweiligen Iterationsschritten referenzfreien Alignments, H: 4. Mittel daraus (Wertebereich: 4,7 Å) mit
SD-Karte (Wertebereich: 1,9 - 3,2 Å) und Varianzkarte,I, K: Mittel konturiert (Höheninkrement: 0,5 Å)
und SD-Karte, vergrößert, Kantenlänge I, K: 12,5 nm.Maßstab A-D, G, H: vgl. Kantenlänge C, D: 20 nm,
G, H: 12,5 nm.
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Abbildung 35:Messung Präparat Abb. 33 (LPR = 0, 2; Lipid: DMPC/POPC (9:1); Messpuffer: 250 mM
LiCl, 2 mM MgCl2, 20 mM Tris/HCl pH 7,6;xp = 4, 0 Å). A: Ausschnitt SFM-Rohdaten,B: Gefilterte
Kreuzkorrelationsfunktion mit markierten Korrelationsmaxima (schwarze Punkte),C: Referenz und Aus-
schnitt Rohdaten mit einheitlich orientierten Partikeln,D: Mittel nach translationalem Alignment, SD-Karte
und Varianzkarte,N = 82, E, F: Mittel (Wertebereich: 4,1 Å) und SD-Karte (Wertebereich: 1,8 - 3,2 Å)
vergrößert, Kantenlänge Bildfenster E, F: 20,2 nm, G: Mittel nach jeweiligen Iterationsschritten referenz-
freien Alignments,H: 4. Mittel daraus (Wertebereich: 4,3 Å) mit SD-Karte (Wertebereich: 1,9 - 3,0 Å)
und Varianzkarte,I, K: Mittel konturiert (Höheninkrement: 0,5 Å) und SD-Karte, vergrößert, Kantenlänge
I, K: 12,9 nm. Maßstab A-D,G,H: vgl. Kantenlänge C1, D: 20,2 nm, G, H: 12,9 nm.
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nehmen die Monomere also eine bervorzugte Orientierung ein. Referenzfreie rotationale und

translationale Verfeinerung resultiert hier in einem gegenüber Abb. 34 deutlicher asymmetrischen

Mittel. Eine solche Lösung ist stabil, das heißt sie wurde durchgehend jeweils bei mehreren un-

abhängigen Durchgängen des Alignment-Programms erhalten, hängt also nicht von der zufällig

erzielten ersten Approximation des Mittels ab (vgl. Kap. G&M 7.2.3.2).

Die laterale Auflösung beträgt hier etwa1
32

; 1
29

; 1
42

Å−1 (DPR, FRC, SSNR, Abb. 34) bzw.1
33

;
1
32

; 1
50

Å−1 (Abb. 35), und ist gegenüber den Werten derselben Messreihefür die extrazelluläre

Seite deutlich schlechter. Die axiale Auflösung ist gegenüber den Werten für die extrazelluläre

Seite (Abschnitt 3.3.3) bei gleichen experimentellen Bedingungen mit 2,2 - 2,6 Å im Bereich der

eigentlich als vergleichsweise starr anzunehmenden Barrelwände ebenfalls ungünstiger. (Alle vor-

stehenden Werte sind für die nach referenzfreiem rotational-translationalen Alignment erzielten

Mittel bestimmt worden.) Dies deutet auf eine insgesamt höhere Unschärfe von Teilstrukturen bei

der Messung hin, als dies auf der extrazellulären Seite der Fall ist. Auch die Asymmetrie in Raste-

rungsrichtung (Abb. 35 I) könnte durch Überlagerung der starren Grundstruktur mit einer bei der

Abbildung bevorzugt in Rasterungsrichtung verformten, prinzipiell aber völlig flexiblen Struktur,

erklärt werden. (Diese bleibt auch im verfeinerten Mittel aufgrund einheitlicher Ausrichtung des

starren Kernbereichs erhalten). Die erkennbaren Höhendifferenzen liegen allerdings knapp unter

der Standardabweichung und sind damit nicht signifikant, allenfalls die Verbreiterung der Struk-

tur in Rasterungsrichtung sowie die Stabilität dieser Lösung im referenzfreien Alignment können

unter Berücksichtigung der lateralen Auflösung als Effekt einer solchen Überlagerung gedeutet

werden. Das deutliche Minimum der Standardabweichung des translationalen Mittels von 2,1 Å

(Abb. 34) und 1,8 Å (Abb. 35) im Zentrum des Trimers, wo das Coiled Coil verankert ist, könn-

te ebenfalls als Bestätigung der Annahme geringerer Auflösung aufgrund der flexiblen Struktur

des N-Terminus angesehen werden. Allerdings wäre ein entsprechendes Bild auch nach rotationa-

lem Alignment zu erwarten gewessen, hier müssen jedoch anhand größerer Datensätze statistisch

besser abgesicherte Werte erhoben werden.
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Abbildung 36:Abbildung der oberen Membran zweischichtig adsorbierter Vesikelfragmente mit minima-
ler Kraft (LPR = 0, 5; Lipid: DMPC/POPC (9:1); Messpuffer: 250 mM LiCl, 2 mM MgCl2, 20 mM
Tris/HCl pH 7,6;xp = 18 Å, Zeilenfrequenz: 2,5 Hz bei 923 nm Zeilenlänge).A: Übersicht (Fehlersi-
gnalbild). Pfeile: „Abheben“ des Sensors von der Oberflächedurch Betrieb nahe des Photodiodensignals
des freien Cantilevers (minimale Auflagekraft).B: Topographiebild, Höhenprofile: 1) Profil entlang ei-
ner Symmetrieachse des trigonalen Gitters. Das zugehörige1D-FFT-Spektrum zeigt eine Periodizität von
9,8 nm. 2), 3) Profile in SFM-Rasterungsrichtung mit Abmessungen der in Rasterungsrichtung (von links
nach rechts) „gekämmten“ Struktur. Die Höhenwerte liegen allesamt deutlich unter dem Durchmesser des
N-Terminus.

Die Informationen aus den beschriebenen Messungen, die primär eine Abbildung des starren Kerns

der periplasmatischen Seite des Barrel-Trimers liefern, lassen also bereits darauf schließen, dass

der flexible N-Terminus bei der Messung von der Sensorspitzezur Seite geschoben bzw. „hin-

und hergekämmt“ wird. Es ist daher von großem Interesse, welche Auswirkungen eine Variation

bzw. Verringerung der Auflagekraft zeigt. Dies geschieht notwendigerweise bei gleichzeitigem

Verlust an Auflösung, da dabei ein geringerer Teil langreichweitiger elektrostatischer Wechsel-

wirkungen kompensiert wird und folgedessen der Abstand Sensor-Molekül größer wird (vgl. Dis-

kussion der Kraftdistanzkurven Abb. 30 und Kap. G&M 1.1). Ebenso ist zu erwarten, dass u. U.

der starre Bereich überhaupt nicht mehr von der Sensorspitze „erreicht“ wird. In Abb. 36, aufge-

nommen bei minimaler Kraft mit einem Sollwert nahe dem Photodiodendifferenzsignal des freien

Cantilevers, erkennt man auf einem Fragment der oberen Membran eines vollständig kollabierten

Vesikels ein regelmäßiges (trigonales) Gitter. (Bei Berücksichtigung einer Übersichtsaufnahme

sowie angesichts des hohen LPR kann es sich hier auch um ein Fragment eines mehrschaligen

Vesikels, oben erwähnte „Onion-Struktur“, handeln). Der Gitterabstand der regelmäßigen Korru-

gationen von knapp 10 nm entspricht dem anzunehmenden Abstand von ScrY-Trimeren im Gitter.

Die kristallin angeordneten Erhöhungen erscheinen zum Teil deutlich in Rasterungsrichtung „ge-

kämmt“. Die Pixelgröße bei dieser Aufnahme liegt in der Größenordnung des Durchmessers des

putativen N-terminalen Coiled-Coil, in Übereinstimmung damit sind die orientierten Streifen im

Bild meist eine bis zwei Zeilen breit. Deren Länge liegt in der Größenordnung 6 - 8 nm, was

im Rahmen der Auflösung mit der angenommenen Länge des N-Terminus übereinstimmt. Die in

beiden Richtungen gemessenen Werte der maximalen Höhendifferenzen von ca. 5 - 7 Å zeigen,

dass diese keineswegs dem gesamten Durchmesser des Coiled-Coil entsprechen. Dies gilt auch

unter Berücksichtigung des gemessenen Fehlersignals mit einer Amplitude von maximal 2 Å im

Bereich der relevanten Korrugationen. Es liegt daher die Annahme nahe, dass hier tatsächlich bei

minimaler Kraft lediglich der N-Terminus touchiert bzw. bewegt wurde, während der Kernbereich

der Barrelwände mit der Sensorspitze nicht erreicht wurde.Abb. 37 zeigt denselben Effekt bei

dreifach höherer Pixelauflösung, deutlich erkennbar an einem einschichtigen Membranfragment

aufgenommen, das am Rand auch die andere Orientierung des eingebauten Proteins enthält. Hier
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Abbildung 37:Simultane Aufnahme von Hin- und Rückrasterung auf periplasmatisch orientiertem („nied-
rigeren“) Bereich eines mit ScrY dicht gepackten Membranfragments, das einschichtig adsorbiert ist und
Bereiche beider Orientierungen aufweist (LPR = 0, 2; Lipid: DMPC/POPC (9:1); Messpuffer: 250 mM
LiCl, 2 mM MgCl2, 20 mM Tris/HCl pH 7,6;xp = 6, 2 Å). A: Rasterungsrichtung von links nach rechts,
B: Rasterungsrichtung von rechts nach links, Pfeil: Verringerung Auflagekraft; roter Keil: Lage des Höhen-
profils C.
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wurde außerdem simultan die Rückbewegung des Scanners aufgenommen. Die Gitterabstände

entsprechen Abb. 36, das Höhenprofil zeigt maximale Korrugationen von 1,8 nm, was dem ge-

schätzten Durchmesser des Coiled Coil näher kommt, sowie die bekannten Höhendifferenzen von

ca. 1 nm von den Minima der periplasmatisch orientierten Zone zum Mittel der extrazellulär ori-

entierten Bereiche. Die simultanen Aufnahmen unterschiedlicher Scanrichtung unterscheiden sich

deutlich, was als Folge der „gekämmten“ flexiblen Struktur zu deuten ist: die Wechselwirkungen

Sensor-Objekt sind als Folge der „Verformung“ auf dem Hinweg sterisch bedingt anders als auf

dem Rückweg (also nicht nur streng spiegelbildlich zueinander). Eine Verringerung der Auflage-

kraft verkleinert etwas die Diskrepanz zwischen Hin- und Rückrasterung und zeigt die einzelnen

Partikel deutlicher unterscheidbar. Bei höherer Kraft istder Kontaktbereich der Sensorspitze mit

der Struktur dagegen wohl größer, was einen durchgehenden „Fransenteppich“ zur Folge hat. Die-

ser „Trace-Retrace-Effekt“ konnte über mehrere Messungenan derselben Stelle beobachtet wer-

den. Eine weitere Erhöhung der Auflagekraft im Sinne der Erzielung höheren (submolekularen)

Kontrasts ergäbe ein Bild entsprechend Abb. 33, also das „Verschwinden“ des flexiblen Teils der

Struktur, wie es sich bei der Rückrasterung (Abb. 37 B) bereits andeutet.

3.3.5 Charakterisierung der extrazellulären Seite

Bei der kraftmikroskopischen Abbildung der extrazellulären Seite sind zwei Formen zu unter-

scheiden. Eine besteht nur aus mehr oder weniger gleichartigen Protrusionen, die die Lage der

Trimerenachse nicht immer unmittelbar erkennen lässt, dieandere aus einer eher ringartig zusam-

mengeneigt erscheinenden Form des Trimers. Abb. 38 zeigt eine typische unidirektional mit ScrY

gepackte Membran, die einen kleinen kristallinen Bezirk enthält. Dort ist vorwiegend erstere Vari-

ante zu sehen. Die ringförmige Variante tritt bisweilen am Beginn von Messungen an extrazellulär

exponiertem ScrY auf, bevor die Auflagekraft optimiert bzw.minimiert worden ist. In Abb. 39

erkennt man diese daher jeweils bevorzugt im oberen Teil derBilder.

Abb. 40 zeigt überwiegend die mehr ringförmige Variante in einem nicht ideal kristallinen Bezirk,

der aber Tendenzen zu kristalliner Ordnung, allerdings scheinbar unterschiedlich um die Trimeren-

achse rotierter Porine, aufweist. Das Mittel wurde nach dreimaligem Durchlaufen translationalen

Kreuzkorrelationsalignments mit jeweiliger Verwendung des gebildeten Mittels als Referenz für

die nächste Iteration und anschließendem referenzfreien Alignment gewonnen. Die Mittel nach

den ersten beiden translationalen Iterationsschritten (Abb. 40 C2, C3) zeigen die nicht einheitli-

che azimutale Orientierung der drei Protrusionen der Trimere, das Mittel entspricht fast einem

rotationalen Mittel. Das dreifache translationale Alignment erhöhte die Anzahl der korrekt aus

der dichten Packung selektierten Partikel, so dass die ersten 72 Bildfenster anschließend ohne

manuelles Screening referenzfreiem, rotationalem Alignment unterzogen werden konnten. Die
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Abbildung 38:Unidirektional rekonstituiertes ScrY, extrazelluläre Seite exponiert. (LPR = 0, 25; Lipid:
DMPC; Messpuffer: 250 mM LiCl, 2 mM MgCl2, 10 mM Tris/HCl pH 7,6).

Aufnahme erfolgte bei pH 6, was insofern von Belang ist, da die Oberflächenladungsdichte von

Siliziumnitrid-Spitzen pH-abhängig ist (s. 3.4.1). Die Auflagekraft wurde ebenso minimiert wie

bei den übrigen Messungen. Die Höhendifferenz von den Protrusionen zum Trimerzentrum beträgt

hier etwa 3,5 Å.

Näheren Aufschluss über die Beziehungen der beiden auf der extrazellulären Seite abgebildeten

Varianten liefern Messungen wie Abb. 41, wo in demselben Membranfragment in unmittelbar

benachbarten Domänen einer kristallin mit ScrY gepackten Membran beide Formen abgebildet

wurden. Die beiden Bereiche können als unidirektional extrazellulär exponiert betrachtet werden,

da die für bidirektionalen Einbau beobachtete und auch dem Modell entsprechende typische Stufe

von über 1 nm fehlt und beide Varianten sich deutlich von der oben beschriebenen periplasmati-

schen Seite unterscheiden. Es handelt sich in Abb. 41 um die einschichtig adsorbierte Membran

eines für dieses LPR typischen, relativ kleinen und unidirektional mit ScrY bepackten Vesikels.

Translationales Korrelationsalignment mit einer Referenz, die eine Triade von nahe beieinanderlie-

genden Protrusionen im Zentrum enthält, ergab bei der Mittelung zweier Untergruppen (SPIDER:

Funktion WV P „patch averages“) aus den in Abb. 41 A umrahmtenBereichen deutliche Unter-

schiede. Der linke Bereich ergibt ein mit der Referenz konsistentes Mittel (Abb. 41 D1), während

im rechten Mittel (Abb. 41 D2) sich dies mit Bildern der ringartigen Form überlagert. Typisch ist
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Abbildung 39: Extrazellulär exponiertes ScrY, im Lauf der Messungen wurde jeweils die Auflagekraft
minimiert, daher ist die ringartige Form vorwiegend zu Beginn der Messung (oben im Bild) sichtbar.A:
LPR = 0, 2; Lipid: DMPC/POPC (1:1); Messpuffer: 250 mM LiCl, 2 mM MgCl2, 20 mM Tris/HCl pH
7,6). B: LPR = 0, 15; Lipid: DMPC; Messpuffer: 250 mM LiCl, 2 mM MgCl2, 20 mM Tris/HCl pH 7,6).
Graukeil A: 4,2 nm,B: 15 nm.

115



PROJEKTE UNDERGEBNISSE 3 Sucroseporin, Abbildung am SFM

Abbildung 40:Extrazellulär exponiertes ScrY: vorwiegend ringförmige Variante, aufgenommen bei pH 6
(LPR = 0, 15; Lipid: DMPC/POPC (1:1); Mg2+-haltiger Adsorptionspuffer, Messpuffer: 250 mM LiCl,
10 mM MES;xp = 5, 8 Å). A: Rohdaten,B: Korrelationsfunktion mit markierten Korrelationsmaxima
(schwarze Punkte).C: Referenz für erste translationale Korrelation, Mittel nach den beiden ersten Iteratio-
nen als Referenz für zweite und dritte Iteration.D: Mittel nach den Iterationen referenzfreien Alignments.
E: Das letzte Mittel (Wertebereich 4,9 Å) mit Standarabweichungskarte (Wertebereich: 1,2 - 2,4 Å) und
Varianzkarte.N = 72. F: Mittel vergrößert und konturiert (Inkrement Höhenwerte: 0,5 Å), G: zugehörige
SD-Karte, vergrößert.Maßstab A-E: vgl. Kantenlänge der Bilder C2 bis E: 13,9 nm;F, G: Kantenlänge:
13,9 nm. Auflösungsabschätzung des Mittels:1

34 - 1
28Å−1.

hier die „Voreingenommenheit“ des Alignmentprozesses beiVerwendung einer Referenz (s. Kapi-

tel G&M 7.2.3.2), die Referenz tendiert dazu, das Mittel (Abb. 41 D2) zu dominieren, obwohl in

diesem Bereich tatsächlich eine zweite Variante in der Überzahl vorliegt. Homogene Teilbereiche

wurden daher jeweils mit Referenzen aus demselben Bereich korreliert und gemittelt (Abb. 41 E/N,

K/P). Die selben Rohdatenfenster wurden außerdem referenzfreiem, rotationalem und translatio-

nalem Alignment unterworfen (Abb. 41 F, G, H, I, L, M, R-W), umdas Ergebnis ohne Verwendung

einer Referenz zu überprüfen und durch rotationales Alignment zu verfeinern. Die Homogenität

der gemittelten Serien von Rohdatenfenstern wurde jeweilsüberprüft.

Es stellt sich hier die Frage, welche Konstellation von Protrusionen im linken Bereich einem Tri-

mer entspricht. Die in Abb. 41 F, G, R und Abb. 42 E, F, G zentrierte Triade entspräche sehr gut

den Strukturdaten, wenn man davon ausginge, dass der am höchsten nach oben ragende der relativ

starren Loops (Loop 8) an der peripheren Wand des Barrels wesentlich zu dem erhaltenen Kontrast

beiträgt. In Abb. 41 R ist ein gleichseitiges Dreieck zwischen die Protrusionen gelegt, dessen Sei-

tenlänge dem Abstand der äußersten Atome dieses Loops von einem Monomer zum nächsten von

41,5 Å entspricht (kleineres Dreieck, das größere entspricht den Abständen der Außenseite benach-

barter Barrels, vgl. Abb. 43). Dazwischen läge dann der von diesen Loops begrenzte gemeinsame

Vorhof der drei Poren des Trimers. Im übrigen passt diese Annahme sehr gut zu kraftmikrosko-

pischen Daten bzw. deren Interpretation von der extrazellulären Seite des ähnlichen Porins OmpF

(z. B. Müller und Engel, 1999). Mehrere Gründe sprechen gegen diese Annahme: Erstens liegt

diese Triade nicht im richtigen Raster mit den deutlicher erkennbaren Trimeren auf der rechten Sei-

te, es müsste also eine nicht sauber abgebildete Verwerfungzwischen zwei kristallinen Bereichen

angenommen werden. Die Rohdaten sprechen aber dafür, dass links eine Triade von scheinbar

enger zusammenstehenden Protrusionen (Abb. 41 H, I, T) ein Trimer repräsentieren, denn diese

Partikel bilden eine durchgehende Reihe entlang einer Symmetrieachse des Kristalls über beide

Bereiche, wie in Abb. 41 C gezeigt ist. Zweitens müsste der inder Röntgenstruktur noch weiter

nach oben ragende Loop 5 hier stabil zur Seite gebogen und damit unsichtbar sein.

Abb. 42 zeigt eine Aufnahme desselben Präparats bei höhererPixelauflösung.
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Abbildung 41: Extrazellulär exponiertes ScrY (LPR = 0, 2; Lipid: DMPC/POPC (4:6); Messpuffer:
250 mM LiCl, 20 mM Tris/HCl pH 7,6;xp = 5, 14 Å). A: Rohdaten,B: Translationale Korrelationsfunkti-
on (zu D) mit markierten Korrelationsmaxima (schwarze Punkte). C: Rohdaten mit markiertem Übergang
von der einen From zur anderen (Pfeil) entlang einer Symmetrieachse des trigonalen Gitters.D: D1, D2:
Translationale Korrelationsmittelung, Mittel der beidenin A umrahmten Bereiche bei Korrelation von A
mit einer Referenz (D3). E: Translationale Korrelationsmittelung, Mittel mit Standarabweichungs- und
Varianzkarte sowie Referenz des Bereichs links.N = 85. F: Referenzfreies Alignment der in E selektier-
ten Rohdaten, vier Iterationsmittel,G: letztes Mittel daraus mit SD- und V-Karte.H, I: Entsprechendes
referenzfreies Alignment mit alternativer Annahme bzgl. Trimerenachse.K: Translationale Korrelations-
mittelung, Mittel mit Standarabweichungs- und Varianzkarte sowie Referenz des Bereichs rechts.N = 97.
L, M: Referenzfreies Alignment der in K selektierten Rohdaten, sechs Iterationsmittel, letztes Mittel daraus
mit SD- und V-Karte.Maßstab A-M: vgl. Kantenlänge E: 20,6 nm, F: 12,9 nm.N, O: Mittel (Wertebereich:
3,1 Å) und SD-Karte (Wertebereich: 0,8 - 1,6 Å) aus E, vergrößert. P, Q: Mittel (Wertebereich: 3,1 Å) und
SD-Karte (Wertebereich: 0,9 - 1,7 Å) aus K, vergrößert.Maßstab N-Q: Kantenlänge der Bilder: 20,6 nm.
R: Mittel G (Wertebereich: 2,9 Å) vergrößert und konturiert (Inkrement Höhenwerte: 0,2 Å),S: zugehörige
SD-Karte (Wertebereich: 0,8 - 1,3 Å).T: Mittel I (Wertebereich: 2,9 Å) vergrößert und konturiert (0,2 Å),
U: zugehörige SD-Karte (Wertebereich: 0,8 - 1,4 Å).V: Mittel M (Wertebereich: 2,7 Å) vergrößert und
konturiert (0,2 Å),W: zugehörige SD-Karte (Wertebereich: 0,8 - 1,5 Å).Maßstab R-W: Kantenlänge der
Bilder: 12,9 nm. Dreiecke R, T, V: klein: Abstand L5-L5, mittel: L8-L8, groß: periphere Barrelwand
benachbarter Monomere, vgl. Abb. 43.

Eine Besonderheit dieser beiden Messungen bestand darin, dass in Rasterungsrichtung aufgrund

des nicht optimal montierten Präparats eine ansteigende Rampe von insgesamt etwa 4 nm auf ei-

ner Rasterlinienlänge von 260 nm (3 nm auf 200 nm bei Messung Abb. 42) gefahren wurde. Bei

einer Zeilenfrequenz von 5 Hz und einer Abtastrate der Analog-Digitalwandlung von 62,5 kHz

pro Kanal ist es durchaus möglich, dass der z-Piezo hier nicht optimal nachgeregelt wurde und

damit der Höhenrampe eine leichte Rampe ansteigender Auflagekraft in Rasterungsrichtung ent-

spricht. Der digital implementierte Regelkreis merkt eineHöhenänderung hier erst etwa ein halbes

Å später, das Regelungssignal erreicht den Scanner erst nach etwa 1 Å. Entsprechend erkennt man

im Fehlersignal (Auslenkung des Cantilevers) Abb. 44 signifikant erhöhte maximale Spikes auf

der rechten Seite, was bedeutet, dass dort in dem jeweiligenZeitfenster vor Wirksamwerden der

Nachregelung des Piezohubs größere Fluktuationen auftreten. Das Fehlerbild zeigt, dass rechts un-

ten (im Bereich der ringförmigen Variante) deutlichere strukturkorrelierte Fluktuationen vorliegen,

was gegen höheres Rauschen als Ursache spricht. Bei Annahmeeiner durchgehend gleichartigen

periodischen Struktur bzw. angesichts der Tatsache zumindest etwa gleich hoher Korrugationen im

Topographiesignal über die gesamte Rasterungslänge kann dies kraftinduzierte dynamische Effek-

te widerspiegeln. Der langsame Anstieg der Auflagekraft aufgrund mangelnder Regelungsgüte ist

hier nicht aufgezeichnet, nur Fluktuation um ein Mittel. Ein hieraus abzuleitender kraftabhängiger

Effekt als Erklärung der beiden Abbildungsvarianten würdeaber implizieren, dass der sehr viel

flexiblere Loop 5 eher links einen Beitrag zum Kontrast liefern müsste. Tatsächlich lässt sich ein
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Abbildung 42: (vorherige Seite)Dasselbe Präparat wie Abb. 41,xp = 4, 06 Å). A: Rohdaten links,
B: Translationale Korrelationsfunktion (zu A, C) mit markierten Korrelationsmaxima (schwarze Punkte).
C: Referenz zu A, B.D: Mittel (Wertebereich: 3,4 Å) aus A, B, C mit Standardabweichungskarte (Werte-
bereich: 0,8 - 1,7 Å) und Varianzkarte.N = 53. E: D, maskiert. F: geradzahliges und ungeradzahliges
Mittel aus D für Abschätzung der Auflösung.G: Referenzfreies Alignment der vorselektierten Rohdaten,
letztes Mittel daraus (Wertebereich: 3,4 Å) mit SD-Karte (Wertebereich: 0,7 - 1,5 Å) und Varianzkarte.
H: Rohdaten rechts,I: Translationale Korrelationsfunktion mit markierten Korrelationsmaxima (zu H, K).
K: Referenz zu H, I.L: Mittel (Wertebereich: 3,2 Å) aus H, I, K mit Standarabweichungs- (Wertebereich:
0,7 - 1,6 Å) und Varianzkarte.N = 60. M: L, maskiert.N: geradzahliges und ungeradzahliges Mittel aus
M. O: Referenzfreies Alignment der vorselektierten Rohdaten, letztes Mittel daraus (Wertebereich: 3,1 Å)
mit SD-Karte (Wertebereich: 0,8 - 1,6 Å) und Varianzkarte.Maßstab A-O: vgl. Kantenlänge C-F, K-N:
20,3 nm, G, O: 12,6 nm.

Abbildung 43:Abstände zwischen den exponiertesten extrazellulären Loops benachbarter Monomere in-
nerhalb des Trimers (Röntgenstruktur): starrer Loop 8 an der periperen Wand des Barrels (41,5 Å) und
flexibler Loop 5 (25,3 Å). Die Sterne markieren den oberen Rand der peripheren Wand des Barrels (Ab-
stand der Cα371,β14: 62,7 Å). Die grau hinterlegte Fläche hat eine Kantenlänge von 85 Å. Erzeugt mit O
(K. Diederichs).
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Abbildung 44:Fehlersignal (Auslenkung des Cantilevers trotz Regelung auf konstante Auflagekraft), Bild
und eine Zeile daraus zur Messung Abb. 42.

Dreieck mit den Abmessungen des Abstands der obersten Atomeder „entspannten“ Loops 5 von

25,3 Å (Röntgenstruktur, vgl. Abb. 43) passend zwischen dieProtrusionen der enger zusammen-

stehenden Triade legen (Abb. 41 T, kleinstes Dreieck). Die gemessene Lage des Loops 5 links

muss allerdings nicht exakt dieser Ruhelage (Röntgenstruktur) entsprechen. Dass die Loops 5 bei

steigender Auflagekraft irgendwann nach unten bzw. zur Seite gedrückt werden, ist aufgrund der

Werte des Temperaturkoeffizienten sehr wahrscheinlich (Abb. 45). Dann müsste der wenig kürzere

Loop 8 (und evtl. Loop 9) zum Vorschein kommen, die bedeutendweniger flexibel sind, und einen

wesentlichen Teil des Kontrasts verursachen („rechte Variante“) oder aber Loop 5 wird stabil zur

Seite bzw. gegen diese starreren Loops gedrückt, was ebenfalls zum Bild einer verdrehten Triade

führen könnte.

Im Molekülmodell Abb. 45 ist der Temperaturkoeffizient („B-Faktor“) als Maß für die Flexibilität

farbkodiert dargestellt. - Bei der Modellierung von Röntgenstrukturdaten wird die Verminderung

der Beugungsamplituden durch thermische Bewegung der einzelnen Atome i und statische Un-

ordnung innerhalb und zwischen den Einheitszellen durch einen Korrekturfaktor berücksichtigt:

T = exp
[

−Bi
sin2 θ
λ2

]

(isotroper Fall,θ: Winkel des Reflexes,λ: Wellenlänge). Der Temperatur-

koeffizientBi = 8π2 〈u2
i 〉 hängt hierbei von dem mittleren Abweichungsquadrat〈u2

i 〉 des Atoms

bezüglich seiner Ruhelage ab (Buerger, 1977; Creighton, 1983). - Am flexibelsten ist der expo-

nierte Loop 5 (Maximalwert fürBi: 82 Å2 ), gefolgt von dem kürzeren Loop 4 (57 Å2) und den

peripheren Loops Nr. 9 (56 Å2) und Nr. 8 (45 Å2). Im Modell Abb. 45 B und C sind zwei mögliche

Positionen des Loops 5 dargestellt, die durch Auslenkung umnur ein Scharnier am Rand desβ-

121



PROJEKTE UNDERGEBNISSE 3 Sucroseporin, Abbildung am SFM

Abbildung 45: Flexible extrazelluläre Loops: Molekülmodell, Temperaturkoeffizient (B-Faktor) farbko-
diert (Mittelwert: 29 Å2): Wertebereich 6 Å2 (blau) bis 100 Å2 (orange). Loop 5 (82 Å2) hat den höchsten
Wert (jew. Maximalwert innerhalb des Loops), Loop 4 (57 Å2) den zweithöchsten. Peripherer Loop 8:
45 Å2, Loop 9: 56 Å2.
A: ScrY-Trimer,B: Monomer, Loops 1-9,C: Monomer, Loop 5 nach Auslenkung um ein „Scharnier“ am
Rand des starrenβ-Barrels (Pfeil). Mit Rasmol erzeugt (K. Diederichs).
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Barrels aus der „Ruhelage“ (Röngenstruktur Abb. 45 B) erhalten wurden. Viele andere Positionen

sind ebenfalls denkbar. Tatsächlich sieht man die Protrusionen des Trimers auf der rechten Seite

„auf Lücke stehend“ gegenüber denen auf der linken Seite (umetwa 60◦ „verdreht“, was grob

dem Winkel zwischen den Loops 4/5 einerseits und dem peripheren Barrel-Rand, also Loops 8/9,

entspricht). Auch lässt sich der Abstand der Loops 8 im Trimer in dieses Bild legen (Abb. 41 V,

kleineres Dreieck). Bei den beiden scheinbar unterschiedlichen kristallinen Domänen handelt es

sich also wohl nur um kraftabhängige Varianten der Abbildung eines Einkristalls, wobei jeweils

unterschiedliche Strukturen (Loops) zum Kontrast beitragen. Dies wird auch durch oben genannte

Messungen gestützt, wo die Auflagekraft nicht in der schnellen Scanrichtung, sondern in y variiert

wurde (Abb. 39). Das Auftreten der beiden Varianten in derselben Messung und auf demselben

Fragment bzw. Kristall lässt sonstige Unterschiede bei denAbbildungsbedingungen wie Spitzen-

geometrie, Ionenstärke des Puffers etc. als Erklärung ausscheiden.

Eine gewisse durchaus zu erwartende Richtungsabhängigkeit der vermuteten kraftinduzierten Ver-

formung der Loops 5 (und evtl. 4) bei der rechten Variante zeigt sich in der Asymmetrie der ab-

gebildeten bzw. gemittelten Trimere, die auch nach rotationaler Verfeinerung erhalten bleibt. Die

Protrusion links unten sieht denen der anderen Variante gleich, hier könnte der Loop 5 noch eini-

germaßen aufrecht stehen („gegend den Strich gebürstet“).Denkbar wäre auch, dass die Trimere

der rechten Seite generell leicht gekippt sind.

Die maximalen Höhendifferenzen der Protrusionen (jeweilszum Zentrum) liegen bei nur 2,6 Å

(Abb. 41 R), 1,2 Å (Abb. 41 T), 1,0 - 1,9 Å (Abb. 41 V) und damit wenig über der Standardabwei-

chung in diesen Bereichen. Die Parameter des PI-Reglers waren optimimal eingestellt, mangelnde

Regelungsgüte als Grund für vergleichsweise niedrige Werte scheidet also aus. Die gemessenen

kleinen Korrugationen zeigen eher, dass hier bei geringer Auflagekraft wohl nur die exponiertesten

Loops zum Kontrast beitragen, wohingegen bei Aufnahmen bidirektional eingebauten Sucrosepo-

rins in Übereinstimmung mit dem Modell auch die auf der extrazellulären Seite peripher erhöhten

Wände des Barrels noch von der Sensorspitze erreicht werdendürften. Bei oben gezeigten Mes-

sungen (3.3.3, 3.3.4) war die Auflagekraft nämlich immerhinso groß, dass eine Abbildung der

niedriger liegenden periplasmatischen Seite bei praktisch völliger Verdrängung des N-Terminus

möglich war.

Der Gitterabstand, der aus dem Abstand der Maxima der Kreuzkorrelationsfunktion bestimmt wur-

de, beträgt jeweils9, 9± 0, 1 nm.

Die Werte für die Abschätzung der lateralen Auflösung der Mittel nach translationalem Alignment

(Abb. 42 und 46) zeigen, dass signifikante Information unterhalb von etwa1
20

Å−1 vorliegt. Für

die vermutlich weniger verformten Trimere auf der linken Seite des Kristalls sind die Werte etwas

besser (DPR:1
23

- 1
20

Å−1; FRC: 1
18

- 1
15

Å−1; SSNR: 1
21

Å−1) als bei stärkerer Verformung rechts
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( 1
27

Å−1; 1
26

- 1
15

Å−1; 1
30

- 1
20

Å−1). Der Kurvenverlauf bzw. das Auftreten teils mehrerer Schnitt-

punkte zeigt allerdings, dass man sich bei dieser gemessen an der Partikelgröße groben Pixelauf-

lösung sowie einer Stichprobengröße vonN = 53 bzw.N = 60 an der Grenze der Aussagekraft

dieser statistischen Auflösungskriterien bewegt. (Unser et al., 1987, gibt einen Erfahrungswert

vonN = 100 für die asymptotische Optimierung des erhaltenen Werts fürdas SSNR.) Ein etwas

klarerer Verlauf (ohne Abb.) ergibt sich bereits bei der Messung Abb. 41 (N = 85 bzw.N = 97;
1
27

; 1
21

; 1
24

bzw. 1
26

; 1
17

; 1
31

- 1
25

Å−1; FFT: 1
21

Å−1). Bei dieser Aufnahme beträgt der Pixelab-

stand allerdings 5,1 Å gegenüber 4.1 Å oben, daher sind die Werte für die Auflösung hier generell

schlechter. - Werte für die laterale Auflösung in derselben Größenordnung liefern auch die noch

vom Rauschen unterscheidbaren (wegen der Heterogenität des Kristalls aber verschmierten) Re-

flexe höchster Ordung im FFT-Spektrum. - Wie bereits in Kapitel G&M 7.2.4.2 erläutert, ist die in

SPIDER eingesetzte kritische FunktionFRCkrit =
3√

N[k,∆k]
besser mit den Schwellenwerten der

beiden anderen Auflösungskriterien kompatibel als die üblicherweise angewandte vergleichsweise

optimistischeFRCkrit =
2√

N[k,∆k]
(Abb. 46).
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Abbildung 46:Auflösungsabschätzung korrelationsgemittelter Daten.A, B: Differentieller Phasenunter-
schied (DPR) und Fourierringkorrelationsfunktion (FRC) der unabhängigen Mittel Abb. 42 F1, F2, C: Spek-
trales Signal-Rausch-Verhältnis (SSNR) der zum Mittel Abb. 42 E gehörigen Rohdatenfenster.D, E: DPR
und FRC der unabh. Mittel Abb. 42 N1, N2, F: SSNR der zu Abb. 42 M gehörigen Rohdatenfenster. Die Or-
dinate (Raumfrequenz) ist in absoluten Einheiten skaliert. Daxp = 4, 06 Å, entspricht der Maximalwert von
0,5 etwa1

8 Å−1. Pfeile: Schnittpunkte mit den jew. Schwellenwerten / krit. Funktionen (gestrichelt). DPR:
∆φ(kkrit,∆k) = 45◦, FRC: obere Kurve 3√

N[k,∆k]
, untere: 2√

N[k,∆k]
, SSNR:αN (kcrit) = 4. Zugehörige

Achsenabschnitte jeweils auch in Å−1 .
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3.4 Diskussion

3.4.1 Abbildung am SFM

Die Untersuchungen an rekonstituiertem Sucroseporin haben gezeigt, dass sich mit abbildender

Kraftmikroskopie im Kontaktmodus sowohl die extrazelluläre als auch die periplasmatische Seite

des Trimers mit submolekularer Auflösung abbilden lassen. Auf beiden Seiten können bei Variati-

on der Abbildungsbedingungen Domänen unterschiedlicher Flexibilität unterschieden werden.

Wie bereits in Abschnitt 3.3.5 dargelegt wurde, handelt es sich bei den unterschiedlichen Varianten

der abgebildetenextrazellulären Seiteum einen kraftabhängigen Effekt, der sowohl bei Variation

der Auflagekraft in der langsamen (y) als auch in der schnellen Rasterungsrichtung (x) auftritt.

Eine Betrachtung der unterschiedlichen Flexibilität der beiden exponierten Gruppen von Loops

L4/L5 versus L8/L9, die durch die deutlich kürzeren L6, L7 getrennt sind (Abb. 23 B), lässt das

Ergebnis auch unmittelbar plausibel erscheinen. Zu diskutieren ist weiterhin, warum bei pH 6 ge-

nerell bevorzugt die Loops in ihrer „kollabierten“ Form abgebildet wurden. Hier ist zu beachten,

dass die an der Oberfläche oxidierten Siliziumnitrid-Spitzen unterhalb etwa pH 6 positiv und ober-

halb davon negativ geladen sind bzw. die Ladungsdiche vom pHabhängt (Butt, 1992; Lin et al.,

1993). Die elektrostatische Kraft bei Überlagerung der elektrischen Doppelschichten der in Kon-

takt zur Elektrolytlösung befindlichen geladenen Oberflächen (Abstoßung und damit gleichnamige

Ladung bei pH 7,6; vgl. Abb. 30) ist proportional zu den jeweiligen Oberflächenladungsdichten.

Eine Verminderung der Ladungsdichte und damit eine geringere elektrostatische Abstoßung der

globalen Oberflächen führt bei gleicher Auflagekraft zu einem geringeren Abstand zwischen der

äußersten Protrusion des Sensors und dem Objekt und damit sowohl zu einer Veränderung der Geo-

metrie der Abbildung (Einfluss der Spitzengeometrie) als auch zum Anwachsen kurzreichweitiger

Wechselwirkungen wie der van-der-Waals-Kraft etc. zwischen Protrusion und Objekt (s. G&M,

Kap. 1.1).

Ähnliche Varianten der extrazellulären Seite wurden bei dem Porin OmpF gemessen (Müller und

Engel, 1999) und als pH- und potentialabhängige Offen- bzw.Geschlossenzustände des Kanals

charakterisiert. Dabei stellt sich aber die Frage, ob der dort angenommene Kollaps der Loops in

den Vorhof direkt potentialinduziert ist, oder ob es sich nicht letztlich, wie oben skizziert, zumin-

dest teilweise um eine Folge der drastisch veränderten elektrostatischen Wechselwirkungen des

Sensors mit dem Objekt handelt. Die „kollabierte Konformation“ bei OmpF könnte also zum Teil

durch eine veränderte effektive Wechselwirkung Sensor-Protein verursacht sein, die aufgrund des

drastisch variierten elektostatischen Anteils entsteht,denn sie trat bei sehr niedrigem pH oder Er-

höhung des Membranpotentials auf.

Ein Vergleich mit den Daten der OmpF-Studie erscheint andererseits insofern problematisch, als
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die gemessenen Höhenänderungen bei ScrY bei weitem nicht sodrastisch waren wie die bei OmpF

gemessenen 7Å. Allerdings wurden bei ScrY bisher nur die Auswirkungen vergleichsweise sub-

tiler Variationen von Auflagekraft und pH untersucht. Hinzukommt, dass bei ScrY zwei nahezu

gleich exponierte, aber in ihrer Flexibilität deutlich unterschiedene Gruppen von externen Loops

für den Kontrast verantwortlich sind und daher bei Verdrängung der flexibleren immer noch etwa

dieselbe maximale Höhe gemessen wird, allerdings mit dem Unterschied, dass bei höherer Kraft

der Sensor deutlich weiter in den Vorhof eindringt. Bei OmpFwird dagegen von einem poten-

tialinduzierten generellen Kollaps aller peripheren Loops in das Vestibül ausgegangen. Es wurde

allerdings gezeigt, dass sich experimentell bestimmte Topographiewerte bei großer Variation von

pH und Ionenstärke erheblich unterscheiden können (Müllerund Engel, 1997). Eine Stütze der

Annahme eines potentialinduzierten Schließmechanismus bei OmpF ist jedoch das nachgewiese-

ne Schließen (verzögerte Desorption, Müller und Engel, 1999) nach plötzlicher Einstellung eines

starken Kationengradienten, also ohne Einwirkung der Sensorspitze. Der Nachweis einer direkten

Korrelation des Schließens und des Kollaps’ der externen Loops mit dem SFM ist aber aufgrund

oben genannter Effekte zumindest problematisch, für den Schließmechanismus wurden im übri-

gen auch schon andere Strukturen in der Pore selbst diskutiert (ref. in Müller und Engel, 1999).

Es wird außerdem noch die geringe Auflagekraft von 100 pN angeführt, die deutlich unter den

für erzwungene Konformationsänderungen einzelner Loops bei Bacteriorhodopsin erforderlichen

200 pN (Müller et al., 1995) liege, während bei OmpF mehrere höhere Loops am peripheren Rand

des Barrels (vgl. Cowan et al., 1992) zu verformen wären. Zumeinen sieht man aber schon bei

Vergleich der B-Faktoren der externen Loops von ScrY untereinander, dass hier erhebliche Un-

terschiede bestehen können (Abb. 45), zum anderen liefert die Auflagekraft nur einen Teil der

effektiven Wechselwirkung (Müller et al., 1999).

Die als sehr flexibel anzunehmende Coiled-Coil-Struktur auf der periplasmatischen Seitedes Tri-

mers, die aus den N-Termini der ScrY- Monomere gebildet wird, führt nur bei sehr kleiner Auflage-

kraft zu einem Kontrast bei der kraftmikroskopischen Abbildung. Dabei zeigt sich eine deutliche,

reproduzierbar richtungsabhängige Verformung. Für eine bessere Abschätzung der Abmessun-

gen und der Flexibilität dieser Struktur wären größere kristallin geordnete Bereiche von Vorteil.

Sowohl anhand von Rohdaten als auch im gemittelten Bild wären dann insbesondere auch die

richtungsabhängigen Wechselwirkungen der N-terminalen Domäne mit der Sensorspitze klarer

darstellbar. Kommt es bei höherer Auflagekraft zu einer Abbildung der starren periplasmatischen

Seite des Barrel-Trimers, kann zumindest die Standardabweichungskarte aussagekräftige Informa-

tionen über den N-Terminus liefern (vgl. Müller et al., 1998), und zwar umso mehr, je besser die

kristalline Ordnung der Trimere ist. Bei nur translationalem Alignment war in dieser Arbeit ein

Minimum der SD-Karte im Zentrum des Trimers erkennbar. Der Fehler außerhalb davon ist we-

gen der nicht ganz einheitlichen azimutalen Orientierung der Trimere aber wohl nicht allein dem
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N-Terminus zuzuschreiben. Hier können erst gute Kristallezuverlässigere Information bringen.

Die Zugänglichkeit der periplasmatischen Seite war im Laufdieser Untersuchungen noch ein Pro-

blem, da bei unidirektional gepackten Vesikeln die extrazelluläre Seite bevorzugt innen und damit

bei einlagiger Adsorption oben lag. Mechanisch stabile zweilagig adsorbierte Vesikelfragmente

bzw. stabile zweischichtige Kristalle wie bei OmpF (Schabert und Engel, 1994) waren unter dem

SFM bei rekonstituiertem ScrY aber nicht zu beobachten. Möglicherweise bilden die extrazellulä-

ren Loops von ScrY keine entsprechenden Wechselwirkungen miteinander (Schabert et al., 1995).

Bei amorph-bidirektionalen Fragmenten sind beide Seiten zwar gleichermaßen zugänglich, aber

eben nicht in kristalliner Form, zudem ist hier wegen geringeren Kontrasts der periplasmatisch

orientierten Trimere eine gezielte Partikelselektion fürreferenzfreies Alignment schwierig.

Größere Bilayer mit rekonstituiertem Protein gleichmäßiger Qualität erleichtern die praktische

Optimierung der Abbildungsbedingungen, insbesondere derAuflagekraft, während der Messung

bzw. dem schrittweisen Übergang von der Übersichtsabbildung zur hochaufgelösten Messung.

Dieser Prozess kann nämlich nicht gänzlich zerstörungsfrei erfolgen, so dass die Möglichkeit, auf

unmittelbar benachbarte brauchbare Areale ausweichen zu können, von großem Vorteil ist. Eine

unidirektionale Packung über größere Bereiche ermöglichtauch die Optimierung der Pufferbedin-

gungen für die jeweilige Seite, der bisher verwendete Messpuffer schuf lediglich Kompromissbe-

dingungen für die Abbildung beider Seiten. Die gemessenen Kraftdistanzkurven legen aber einen

höheren Anteil langreichweitiger Wechselwirkungen auf der periplasmatischen Seite nahe, so dass

hier noch eine bessere Abschirmung der Oberflächenladung erforderlich sein dürfte.

3.4.2 Rekonstitution

Ein bei der zweidimensionalen Rekonstitution von ScrY auffälliges Phänomen war die Tendenz

zu bidirektionalem Einbau. Unter Umständen besteht hier ein Zusammenhang mit der Tendenz

zur Bildung von Zwillingskristallen bei der 3D-Kristallisation (Forst et al., 1998). Die quasi-

zylindrische Form des Monomers bietet eine Erklärung für den Umstand, dass die Wechselwir-

kungen der Moleküle bei der Kristallisation nicht unbedingt zu einer bevorzugten Orientierung

der Polarität der Trimer-Achsen zueinander führen. Immerhin können durch Variation des LPR

die Protein-Protein-Wechselwirkungen so weit beeinflusstwerden, dass der Anteil unidirektiona-

ler Rekonstitution höher wird. Bidirektionale Rekonstitution zeigte in keinem Fall irgendwelche

Tendenzen zu kristalliner Ordnung.

Daher und aufgrund der Erfordernisse aus der kraftmikroskopischen Untersuchung sollte eine wei-

tere Optimierung der Rekonstitution von ScrY größere unidirektional gepackte Vesikelfragemente

mit möglichst großen kristallin geordneten Bereichen zum Ziel haben. Unidirektional-kristalline

Bereiche, durchaus beider Orientierungen in demselben Vesikel, waren am ehesten bei einem LPR
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von 0,15 bis 0,2 und einem Verhältnis DMPC:POPC von 1:1 zu erhalten und konnten teils auf-

grund knapper Messzeit noch nicht eingehend am SFM untersucht werden. Auf der Grundlage

dieser bisher ermittelten optimalen Rekonstitutionsbedingungen sind weitere Parameter zu vari-

ieren: so können durch Erhöhung der absoluten Proteinkonzentration im Rekonstitutionsansatz

unter Umständen größere Vesikel erzielt werden (Mitteilung L. Hasler). Die Geschwindigkeit der

Entfernung des Detergenz sollte ebenfalls noch optimiert werden. Dies geschieht entweder durch

Variation der Durchflussrate des Puffers in der Dialyseapparatur, hierzu müssten noch genauer

einstellbare Pumpen verwendet werden, oder, bei Verwendung von Dialysebuttons, evtl. durch

zusätzliche Maßnahmen: Beispielsweise kann die Dialysegeschwindigkeit durch Einsatz eines

größeren Puffervolumens, das anfänglich Detergenzpufferenthält und langsam mit Dialysepuf-

fer unterschichtet (Rate varriieren) oder durch zusätzliches Rühren gemischt wird, variiert werden.

Eine andere Möglichkeit ist Dialyse mit Buttons in einem größeren Volumen Dialysepuffer ganz

ohne Durchfluss und Rührer. Man kann zwar davon ausgehen, dass die Dialysebedingungen in der

Durchflussapparatur besser kontrollierbar und damit reproduzierbarer sind, Buttons haben jedoch

den Vorteil, dass kein Unterdruck wie bei Durchflusszellen entsteht sowie nicht notwendigerweise

ein maximaler Konzentrationsgradient des Detergenz über die Membran vorliegt. Damit kann der

Übergangszeitraum, in dem gemischte Mizellen und Bilayer koexistieren (Dolder et al., 1996; Has-

ler et al, 1998), beliebig verlängert werden. Die gängige Vorstellung der noch wenig verstandenen

Prozesse der Rekonstitution und zweidimensionalen Kristallisation besteht nämlich darin, dass die

Schlüsselereignisse in diesem Übergangsbereich stattfinden: durch graduelle Absenkung der De-

tergenzkonzentration kommt es bei Erreichen eines Werts der Konzentration an freiem Detergenz

nahe dessen kritischer Mizellenkonzentration zur Aggregation der gemischten Lipid-Detergenz-

und Protein-Detergenz-Mizellen bzw. zu Protein-Lipid- und Protein-Protein-Wechselwirkungen.

Bei passender Balance dieser Wechselwirkungen erfolgt derEinbau des Proteins in einen Lipid-

Bilayer (Jap et al., 1992). Das LPR muss dabei so groß sein, dass amorphe Aggregation von

Protein verhindert wird (der Lipid-Bilayer hält die Proteinmoleküle in einer Ebene), andererseits

darf es nicht so groß sein, dass die für die Bildung von Kristallkontakten nötigen Protein-Protein-

Wechselwirkungen unterbunden werden. Für letztere ist auch die Temperatur bedeutend, die so-

wohl die Stärke hydrophober Wechselwirkungen der Proteinmoleküle untereinander als auch deren

zweidimensionale Diffusionsrate im Bilayer beeinflusst (Kühlbrandt, 1992). Zumindest eine Va-

riation von Tmax der Rekonstitution ist daher durchaus noch eine sinnvolle Möglichkeit, diese

Vorgänge zu beeinflussen. Die Vorstellung hingegen, man könnte durch mehrphasige Temperatur-

profile während der Rekonstitution und damitmehrmaligesDurchlaufen der Phasenumwandlung

flüssig-quasikristallin die Proteine aus der quasikristallinen Phase des Lipids austreiben und so in

Bereichen geringerer Lipidkonzentration in eine dichtgepackte und zunehmend kristalline Packung

zwingen (Jap et al., 1992), hat sich eher nicht bestätigt (vgl. auch Engel und Hefti, zit. in Hasler et
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al., 1998). Für eine bessere Beobachtung des Rekonstitutionsprozesses wären Probenentnahmen

während des Experiments und deren Analyse am Elektronenmikroskop sinnvoll, hierzu müsste die

verwendete Apparatur noch modifiziert werden. Ferner könnten noch andere divalente Ionen im

Dialysepuffer getestet sowie der pH noch in weiteren Bereichen variiert werden (pH 5 bis pH 10),

außerdem wäre auch der Einsatz anderer Detergenzien zu erwägen.

3.4.3 Bildverarbeitung

Automatische Partikelselektion und referenzfreies rotationales und translationales Alignment ha-

ben sich als erfolgreiche Methoden für eine erste Charakterisierung amorph oder nur ansatzweise

geordnet rekonstituierter und am AFM abgebildeter ScrY-Trimere erwiesen (vgl. auch Seelert et

al., 2000). Im vorliegenden Fall war dies für Vergleich bzw.Unterscheidung der unter denselben

Bedingungen abgebildeten beiden Seiten des Proteins von Bedeutung. Insbesondere die Abbil-

dung der periplasmatischen Seite war von ungünstigem Signal-Rausch-Verhältnis, womit für einen

streng referenzgebundenen Algorithmus, auch bei Einschluss rotationalen Alignments, die Aus-

wahl einer bestimmten Referenz problematisch gewesen wäre. Für die Partikelselektion wurden

hier zwar überwiegend Korrelationsverfahren herangezogen (mindestens mit rotationalem Mittel

eines Partikels als Referenz), das eigentliche Alignment der selektierten Rohdaten erfolgte aber

referenzfrei.

Soweit bei guten Kristallen bereits translationale Korrelationsmittelung ein befriedigendes Ergeb-

nis erbrachte, wurde dennoch auf die ansonsten übliche iterative Verfeinerung mit dem erhaltenen

Mittel als jeweils neuer Referenz verzichtet (ebenso auf eine Symmetrisierung der Mittel; s. G&M

Kap. 7.2.3.1). Die homogenen kristallinen Bereiche waren noch so klein, dass auch hier ein Ver-

gleich mit dem iterativen referenzfreien (translational-rotationalen) Algorithmus vorgezogen wur-

de, um den Einfluss der subjektiven Auswahl einer Referenz zuüberprüfen. Ein Nachteil dieses

Algorithmus besteht zwar in dessen Abhängigkeit von der zufälligen ersten Approximation des

Mittels. Ganz abgesehen davon, dass die in SPIDER implementierte Operation über zwei zufällige

anfängliche Approximationen mittelt und daher verhältnismäßig robust ist, kann die Stabilität einer

Lösung zusätzlich durch mehrere unabhängige Läufe überprüft werden. Diese können aufgrund

der zufälligen anfänglichen Approximationen durchaus eine unterschiedliche Anzahl von Iterati-

onsschritten bis zur erfolgreichen Beendigung der Prozedur erfordern (s. G&M Kap. 7.2.3.2). Die

hier präsentierten Ergebnisse referenzfreien Alignmentserwiesen sich nach dieser Prüfung alle als

stabil.

Die für die laterale Auflösung nach translationaler Korrelationsmittelung der relativ kleinen Kri-

stalle erreichten Werte (Abb. 46) lassen erwarten, dass mitgrößeren Datensätzen dieser Güte und

ggf. mit Verfeinerung die übliche laterale Auflösung im Subnanometerbereich (vgl. z. B. Möller et
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al., 1999; Müller et al., 1999) ohne Probleme zu erreichen sein dürfte. Dies gilt insbesondere bei

Berücksichtigung der Tatsache, dass die meisten veröffentlichten Arbeiten etwa für die FRC das

optimistischere Kriterium anwenden. Die Werte für die Standardabweichung als Maß der axialen

Auflösung entsprechen bereits dem in der Literatur zu findenden Niveau. Bei höherem Anteil grö-

ßerer kristalliner Fragmente sind künftig Messungen mit noch kleinerem Pixelabstand möglich,

bei den bisherigen Aufnahmen war dieser Wert noch am oberen Rand dessen, was gewöhnlich als

hochauflösend bezeichnet wird (zu kleine Arrays für Identifikation und „Hineinzoomen“). Verlust

an Auflösung durch Interpolationen im Laufe des Alignments können dann besser kompensiert

werden (Kap. G&M 7.2.4.2).

Bei größeren Datensätzen kann künftig die Analyse und Unterscheidung verschiedener Zustände

eines Moleküls mit Hilfe der in SPIDER verfügbaren Funktionen multivariater statistischer Analy-

se und Klassifikation (Frank, 1996) automatisiert werden, insbesondere bei Abbildungen räumlich

nicht so deutlich abgrenzbarer homogener Bezirke. Dies bezieht sich sowohl auf die verschiede-

nen Zustände der extrazellulären Loops als auch auf Abbildungen der periplasmatischen Seite mit

mehr oder weniger ausgeprägtem Beitrag des N-Terminus zum Kontrast.

Für die Analyse von SFM-Daten wurde das Bildverarbeitungssystem SPIDER bisher in nur einer

anderen dokumentierten Arbeit eingesetzt (Zuber und Barklis, 2000), nämlich zur Korrelations-

mittelung von in SPIDER importierten TIFF-Bilddaten.

3.4.4 Ausblick

Für weiterführende Untersuchungen an diesem Protein mit kraftmikroskopischen Verfahren wäre

vor allem ein Vergleich mit der Abbildung der Deletionsmutante von Interesse, der 70 Amino-

säuren im Bereich des N-Terminus fehlen (Schülein et al., 1995). Diese stand während der expe-

rimentellen Phase dieser Arbeit nicht zur Verfügung. Außerdem könnte eine Variante ohne den

N-Terminus auch in situ durch enzymatischen Verdau erzeugtund unmittelbar abgebildet wer-

den (Scheuring et al., 1999). Die zur Optimierung des Messpuffers für die periplasmatische Seite

ohnehin noch nötigen empirischen Tests könnten um eine explizite Bestimmung der Oberflächen-

ladungsdichten beider Seiten des rekonstituierten Proteins (Butt, 1992) erweitert werden.

Eine Immobilisierung des mittlerweile rekombinant verfügbaren Coiled-Coil-Peptids (Dumas et

al., 2000) auf den in Kapitel 2 beschriebenen Furanpolymer-Substraten und die Analyse der Ab-

bildungen mit Hilfe von Einzelpartikelmittelungsverfahren kann detailliertere Informationen über

dessen tatsächliche Abmessungen liefern.

Systematischere Untersuchungen bei Variation der Auflagekraft im Kontaktmodus müssen noch

zur näheren Charakterisierung der Eigenschaften des N-Terminus und der Flexibilität der extra-
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zellulären Loops vorgenommen werden. Messungen im oszillierenden Modus („Tapping Mode“)

könnten bei Variation der Amplitudendämpfung ebenfalls einen Beitrag dazu bringen. Entspre-

chende Untersuchungen wurden an dem Porin P100 aus Thermus thermophilus gemacht, dessen

N-Terminus allerdings viel größer ist als derjenige von ScrY (Kornelius Zeth, pers. Mitt.); es wurde

dort ebenfalls je nach Amplitudendämpfung (und damit Energieeintrag) entweder die N-terminale

flexible Struktur oder aber die Geometrie der Pore selbst abgebildet. Eine Erweiterung dieses

Aspekts kraftabhängiger Verformung wären kraftspektroskopische Messungen (Rief et al., 1997)

an der Coiled-Coil-Struktur, zum Beispiel zur Bestimmung der Stabilität derselben bzw. des ge-

samten Trimers, auch in Verbindung mit abbildender Messung(Müller, Baumeister, Engel, 1999;

Oesterhelt et al., 2000).
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Anhang

1 Abkürzungen

CCF Kreuzkorrelationsfunktion

DMPC Dimyristoyl-Phosphatidylcholin

DPR Differenzieller Phasenunterschied

DLVO Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek(-Theorie)

ddH2O zweifach destilliertes Wasser

ECACC European Collection of Animal Cell Cultures (Salisbury, GB)

FCS Foetales Kälberserum

FFT Fast Fourier Transform

FP Furan-Polymer

FRC Fourier-Ringkorrelationsfunktion

G&M Kapitel „Grundlagen und Methoden“

LPR Lipid-Protein-Massenverhältnis bei der Rekonstitution

PBS Phosphatgepufferte Salzlösung

P&E Kapitel „Projekte und Ergebnisse“

POPC Palmitoyl-Oleoyl-Phosphatidylcholin

PVPK Polyvinylphenylketon

Rrms RauhigkeitRrms =
√

1
N

∑

i(Zi − Z)2 (Standardabweichung, „root mean square“)

ScrY Sucroseporin (Wildtyp)

SD-Karte Standardabweichungs-Karte

SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

SFM Scanning Force Microscopy, Rasterkraftmikroskopie

SPM Scanning Probe Microscopy, Rastersondenmikroskopie

(S)SNR (Spektrales) Signal-Rausch-Verhältnis

Ttrans Phasenübergangstemperatur (Lipide)

V-Karte Varianz-Karte

xp Pixelgröße bei der Messung (Abstand der Messpunkte)
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2 Skripte für SPIDER

2.1 Datenimport

;DIconv.sys: Conversion of AFM-data (Ascii, DI-Nanoscope) to SPIDER format

;Uli Weiland 10/2000
;convert images in ascii format to spider images
cp from ascii
?name of ascii image file?
N
?enter nsam, nrow?
1
_1
;mirror at x axis (ASCII mirrored)
mr
_1
_2
X
;scale AFM raw data in nm: converted binary * hardscale[V/LSB] * softscale[nm/V]
RR x33
?x33 - z scale in Volts (see image file header)?
RR x34
?x34 - sensitivity z scan in nm/V (corr. value E-Scanner calibrated June 2000: 7.653)?
ar
_2
_3
p1*(x33/65536)*x34
;subtract constant plane of image minimum value (to get positive file values):
fs x35,x36
_3
ar
_3
topobild
((p1-x36)*1.0)
RE

2.2 Automatische Partikelselektion

; b00.*: Automatic particle picking, (batch b66.aps/p_pick2, modified for AFM-images)

;(DI Nanoscope 4.3x,4.4x), data import incl., Uli Weiland 10/2000
; parameters :
; x91 - the number of the first particle, see p_picneu
; x39 - pixel size
; x44 - compression of the mic for peak search, see p_picneu
; x92 - window size of particles
; x27 - actual size of particles
; x51 - the number of the first micrograph file
; x52 - the number of the last micrograph file
; x67 - width of micrograph in pixels
; x68 - width of micrograph in pixels
; rawx55 - the scanned micrograph file
; outx55 - the SPIDER micrograph file
; ndcx55 - the output docment file from peak search
; ser***** - the output serial files for automaticly selectedparticles
; sndcx55 - the output document file contained upperleft corner coordinates for particles
; if pixel size different than ?,
; need to change x39, x92, and x27 only
; außerdem x33, x34, x52, x67, x68, (x44, x31), x55: mask radius,
; und threshold für at pk (<0.5 f. training part, <0.75 f. Normallauf)
md
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set mp
2
x33=54.99916
;x33 - z scale in Volts (see image file header)
x34=7.653
;x34 - sensitivity z scan in nm/V(...)
x91=0
;x91 is the first particle number (= 0 or last picked before)
x51=1
; 1st mic
x52=1
; last mic
x39=8.96
; pixel size
x92=14
; window size for particles
x27=10
;actual size of particles
x67=512
;width of micrograph in pixels
x68=512
;height of micrograph in pixels
;
; DO NOT CHANGE BELOW (unless you have to)
x31= 0.035*(x39/8.96)
; low pass filter radius
;frequency=2*pixel size/filt.rad.=const: x31=0.075*(x39/5.34)
;approxim.(particle size/2)+1)/interpolated x dimension
; or ((x92/2)+1)/x71 - corrected for better res.
x44=1
; compression of the mic for peak search, eher unnötig da Bilder klein!
x79=INT(x27/x44)
;x79 - actual size of a particle divided by x44=width of peaks
;for pixel size = 4.78, was 52/4
;act. for all mics the best value is 13 (52/4) (?)
; Range of CCC in center step.
x27=int(x27/x44)+1
x93 = 1
;x93: number of slices per image
do lb51 x55=x51,x52
;micrograph number x55
;convert images in ascii format to spider images
cp from ascii
raw{***x55}.dat
N
x67,x68
1
ou{***x55}
;mirror at x axis
mr
ou{***x55}
out{***x55}
X
;p_picneu:
x99=0
fi x23,x24
out{***x55}
(12,2)
x73=INT(x92/2)
x63=INT(x92/x44)+1
;window size/x44
;subtract constant plane of image minimum value (to get positive file values) and
;scale AFM raw data in nm: converted binary * hardscale[V/LSB] * softscale[nm/V] :
fs x35,x36
out{***x55}
ar
out{***x55}
_1
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(p1-x36)*(x33/65536)*x34
;decimate by x44
;DC S
;_1
;_5
;x44,x44
CE
_1
_6
L
G
(30,30)
;_5 statt _1, falls decimate enabled!!
;de
;_5
fq np
_6
_4
(3)
x31
;filter radius ~ (particle size/2)+1)/interpolated x dimension
at pk
_4
x79
(0.60)
x63,x63
ndc{***x55}
de
_4
;1/x44 of particle size and window size
;LB27
ud -1,x81
ndc{***x55}
ms
_6@
x92,x92,x93
x81
if(x81.eq.0) goto lb1
sd E
ndc{***x55}
do lb2 x77=1,x81
ud ic,x77,x21,x22
ndc{***x55}
x21=x21*x44-x73
x22=x22*x44-x73
;subtract half particle size
; selected particles are put in stack for alignment
wi
_1
_9
x92,x92
x21,x22
;window size is particle size
x99=x99+1
cp
_9
_6@{****x99}
lb2
;
do lb4 x41 = 1, x81
cp
_6@{****x41}
_2
x21=0
x22=0
do lb21 x81=1,100
sh
_2
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_5
-x21,-x22
ro i
_5
_4
cc n
_5
_4
_3
pk x11,x12
_3
(1,0)
if(x11.ne.0.0) goto lb41
if(x12.eq.0.0) goto lb31
lb41
x21=x21+x11
x22=x22+x12
lb21
lb31
if(x21.gt.x27) then
x21=0
x22=0
endif
if(x22.gt.x27) then
x21=0
x22=0
endif
ud ic,x41, x48, x49
ndc{***x55}
x61 = x48*x44 - x73 + x21
x62 = x49*x44 - x73 + x22
sd x41, x61, x62
sndc{***x55}
wi
_1
_9
x92,x92
x61,x62
x91 = x91 +1
cp
_9
ser{*****x91}
lb4
de
_6
ud ice
ndc{***x55}
sd e
sndc{***x55}
cp
_1
topo{***x55}
;in nm scaliertes Bild abspeichern!
lb1
;delete spider files
;de
;out{***x55}
;de
;ou{***x55}
lb51
en d
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2.3 Referenzfreies Alignment

;aliavg0: create continuous series of selected images (e.g. after manual screening of automatically preselected image series)

;Uli Weiland 10/2000
fr
?input file template:?<1>
RR x91
?number of particles:?
do lb1 x92=1,x91
ud ic,x92,x93
?selection doc file, input image number in first column:?<3>
cp
<1>x93
slc{****x92}
lb1
ud ice
<3>
RE

; aliavg1.sys: Apply reference-free alignment to the particles series (AP SR),

;no PCA, RF/RF SN without mask; Uli Weiland 10/2000 (SPIDER batch b06.aps mod.)

RR x91
? Number of images of continuous series to be included in alignment: ?

RR x20
? Expected size of the particle:?

RR x21
? Max radius for rotational alignment:?

; Prepare selection document file with particle numbers for AP SR
DOC CREATE
select
1
1-X91

ap sr
?template 2-D image file:?
select
x20
5,x21
*
apsr***
apdo***

; Find out how many apdo files were made and pick the last one.
DO LB12 I=1,9999
X71=X0
IQ FI,X11
apdo{***X71}
IF(X11.EQ.0.0) THEN
X71=X71-1
GOTO LB13
ENDIF
LB12
LB13

; Align all the particles according to the parameters from the
; document file produced by AP SR
do lb1 x90=1,X91
ud ic,x90,x41,x42,x43
apdo{***X71}
rt sq
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<4>x90
rtsq{****x90}
x41
X42,X43
lb1

; Calculate global averages
AS R
rtsq****
select
A
avg001
var001

; SD-Map
ar
var001
sde001
SQR((p1*(x91-1.0))/X91)

; Calculate the resolution
AS R
rtsq****
select
O
avgodd
varodd
avgevn
varevn
RF
avgodd
avgevn
(1.0)
(0.2,2.0)
dres001

; pseudo mask for spectral signal to noise ratio
FI X41,X42
rtsq0001
12,2
BL
_2
X41,X42
N
1.0

;SSNR
RF SN
rtsq****
select
_2
(1.0)
ssnr001

RE

; aliavg2.sys: Apply reference-free alignment to the particles series (AP SR),

;AP SR with reference pattern to center averages, no PCA, RF without mask
;Uli Weiland 10/2000 (SPIDER batch b06.aps mod.)

RR x91
? Number of particles: ?

RR x20
? Expected size of the particle:?
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RR x21
? Max radius for rotational alignment:?

; Prepare selection document file with particle numbers for AP SR
DOC CREATE
select
1
1-X91

ap sr
?template 2-D image file:?
select
x20
5,x21
?reference pattern to center the averages during iterations?
apsr***
apdo***

; Find out how many apdo files were made and pick the last one.
DO LB12 I=1,9999
X71=X0
IQ FI,X11
apdo{***X71}
IF(X11.EQ.0.0) THEN
X71=X71-1
GOTO LB13
ENDIF
LB12
LB13

; Align all the particles according to the parameters from the
; document file produced by AP SR
do lb1 x90=1,X91
ud ic,x90,x41,x42,x43
apdo{***X71}
rt sq
<4>x90
rtsq{****x90}
x41
X42,X43
lb1

; Calculate global averages
AS R
rtsq****
select
A
avg001
var001

; SD-Map
ar
var001
sde001
SQR((p1*(x91-1.0))/X91)

; Calculate the resolution
AS R
rtsq****
select
O
avgodd
varodd
avgevn
varevn
RF
avgodd
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avgevn
(1.0)
(0.2,2.0)
dres001

; pseudo mask for spectral signal to noise ratio
FI X41,X42
rtsq0001
12,2
BL
_2
X41,X42
N
1.0

;SSNR
RF SN
rtsq****
select
_2
(1.0)
ssnr001

RE

2.4 Korrelationsmittelung

; corrav1.sys

; modified 10/2000 Uli Weiland (incl. pk dc/center of gravitycalc., variable HP filter radius)
; CORAV1.CAV 3/3/93 updated 9/98,12/98; last update 1/26/99 av
; Compute CCF, Peak List and Peak Map
; Pad Raw Field and Reference
RR X20
?WORKING DIM (square, neednt be power of 2)?
X21=X20/2
FI
?RAW FIELD (DIM’S .LE. WORKING DIM)?
X10=X1/2
X11=X2/2
X12=X21-X10+1
X13=X21-X11+1
FI
?REFERENCE IMAGE?
X30=X1/2
X31=X2/2
X32=X21-X30+1
X33=X21-X31+1
PD
<3>
_2
X20,X20
B
X32,X33
PD
<2>
PIC999
X20,X20
B
X12,X13
; Make copy of padded raw file for use
; in CC operation. PIC999 to be used in WV later.
CP
PIC999
_3
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; Cross Correlate
CC
_2
_3
?NAME OF CCF?
; restore HP filtration of CCF
fq np
<4>
?HP filtered ccf?
2
?HP filtration of CCF, filter radius:?
;
; Peak Search
RR X34
?MAX NO. PEAKS EXPECTED?
X35=1
X36=X12+X30+1
X37=X13+X31+1
pk dc
<5>
X34,X35
0,0
1
?ellipse axes x,y for cgr calculation:?
N
?nearest neighborhood exclusion:?
X36,X37
?NAME OF PEAK FILE?
;
; Make Point Maps
fs X91,X92
<5>
AR
<5>
?NAME OF CCF/PEAK MAP?
((P1-X92)*1.0)
PP L
<11>
<10>
1,2
4
1,1
0,0
?PEAK RANGE IN MAP (E.G. 1-500)?
BL
?NAME OF PLAIN PEAK MAP?
X20,X20
N
0.
pp l
<13>
<10>
1,2
4
1,1
0,0
<12>
RE

; avgrf1.sys: Averaging (AS R) and resolution assessment

;(using aligned control windows from WV), RF/RF SN without mask
;Uli Weiland 10/2000

FR
?image series template:?<1>
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RR x91
? Number of particles: ?

; Prepare selection document file with particle numbers for AP SR
DOC CREATE
select
1
1-X91

; Calculate global averages
AS R
<1>
select
A
avg001
var001

; SD-Map
ar
var001
sde001
SQR((p1*(x91-1.0))/X91)

; Calculate the resolution
AS R
<1>
select
O
avgodd
varodd
avgevn
varevn
RF
avgodd
avgevn
(1.0)
(0.2,2.0)
dres001

; pseudo mask for spectral signal to noise ratio
FI X41,X42
<1>x91
12,2
BL
_2
X41,X42
N
1.0

;SSNR
RF SN
<1>
select
_2
(1.0)
ssnr001

RE

2.5 Auflösung

; rfmask.sys: Resolution assessment of aligned/averaged particle series

; RF/RF SN with smooth mask applied before (after @aliavg1, @avgrf1)
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; Uli Weiland 11/2000

FR
?aligned image series template:?<1>

;parameters for masking image series and averages

FI X41,X42
avg001
12,2

RR x40
?particle radius:?
x40=x40+1

RR x43,x44
?center of averaged particle:?

RR x45
?half width of falloff function, smooth!?

; mask averages
MA
avg001
avg002
x40
G
A
x43,x44
x45

MA
var001
var002
x40
G
A
x43,x44
x45

MA
sde001
sde002
x40
G
A
x43,x44
x45

MA
avgodd
avmodd
x40
G
A
x43,x44
x45

MA
avgevn
avmevn
x40
G
A
x43,x44
x45

; Calculate the DPR, FRC
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RF
avmodd
avmevn
(1.0)
(0.2,2.0)
dres002

;pseudo mask for spectral signal to noise ratio

BL
_2
X41,X42
N
1.0

;mask image series
UD N x91
select
DO LB1 x46=1,x91
MA
<1>x46
mask{****x46}
x40
G
A
x43,x44
x45
LB1

;Calculate SSNR
RF SN
mask****
select
_2
(1.0)
ssnr002

RE
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3 Material- und Chemikalienliste

Nachfolgend sind die in dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien und Chemikalien bzw.
deren Bezugsquellen aufgeführt. Standard-Labormaterialien sind hier nicht enthalten; Standard-
Chemikalien (Salze, Säuren, Laugen und Puffer der Qualitätpro analysi) wurden, soweit sie hier
nicht angegeben sind, von den Firmen Merck, Riedel-de Haen und Roth bezogen. Bezugsquellen
und Hersteller von Geräten, Messapparaturen und deren Bestandteilen sind im Teil „Grundlagen
und Methoden“ jeweils im Text angegeben. Lösungen und Puffer wurden mit zweifach destil-
liertem Wasser (ddH2O) aus der laboreigenen Quarz-Destille (Aquatron, Bibby) hergestellt, mit
Ausnahme der SFM-Messpuffer für hochauflösende Messungen,die mit hochreinem Wasser an-
gesetzt wurden.

3.1 Verbrauchsmaterial

Deckgläschen rund, Durchmesser 9 mm, Menzel

Deckgläser aus Kunststoff für Zellkultur Thermanox, Miles

Dialysemembran Spectra/Por MWCO 25000, Roth

Gewebekleber Histoacryl blau, B. Braun Melsungen

Glimmer-Scheiben F-20x20-1 (Dicke: 120µm), R. Jahre GmbH (Wil-
helmshafen)

Klebefilm Tesafilm, Beiersdorf

Laborfilm Parafilm, American National Can (Chicago)

Linsenpapier Kodak

Netzchen für Elektronenmikroskopie mit Formvar befilmt undmit Kohlenstoff bedampft
(200-Mesh), Plano

Polyetheretherketon-Folie (PEEK, teilkristallin) Lite TK, Lipp-Terler (Waidho-
fen, Österreich)

Pumpenschläuche (f. Peristaltik-Pumpen) Abimed (Langenfeld)

Stahlplättchen (Präparatunterlagen) passend zu den jeweiligen SFM-Scannern, Digital
Instruments und TopoMetrix

Sterilfilter (für Medien und Puffer) Nalgene und Millipore

Zweikomponentenkleber Uhu Plus Schnellfest, Uhu (Bühl)
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3.2 Chemikalien

(Qualität, soweit nichts anderes vermerkt ist:pro analysi.)

Brenzkatechin (1,2-Dihydroxybenzol) 99+ %, Aldrich

Collagen Typ I Sigma-Klassifikation: Typ III, säurelöslich, aus Kalbs-
haut, Sigma

Collagenase Biochrom/Seromed (Berlin)

Dimyristoyl-L-α-Phosphatidylcholin (DMPC) C14:0,Ttrans = 23 ◦C, Sigma

Dispase Boehringer (Mannheim)

DL-Äpfelsäure (α -Hydroxybernsteinsäure) Merck (Darmstadt)

Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM) Zellkulturmedium, Gibco

Ethanol technisch, unvergällt, Chemikalienlager der Univer-
sität Konstanz

Ethanol hochrein (für Spektroskopie), Uvasol, Merck (Darm-
stadt)

Foetales Kälberserum (FCS) Gibco

Formalinlösung 37 %, Merck (Darmstadt)

D-Fructose Serva

2,5-Furandimethanol The Sigma-Aldrich Library of Rare Chemicals
(Milwaukee)

2-Furanmethanol (Furfurylalkohol) Aldrich

Genapol X80 Detergenz, Fluka

Glutaraldehylösung Grade I, 25 %, Sigma

Ham’s F-12-Zellkulturmedium Gibco

Harnstoff Sigma

N-[2-Hydroxyethyl]-Piperazin-N’-[Ethansulfonsäure] (HEPES) Sigma

Isopropyl-α-D-Thiogalactopyranosid Sigma

Laminin Gibco

Lauryldimethylaminoxid (LDAO) Detergenz, Fluka

Leibovitz’s L-15-Medium Gibco
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β-Morpholino-Ethansulfonsäure (MES) Sigma

Methanol für Spektroskopie, Uvasol, Merck (Darmstadt)

Methylzellulose Sigma

Na2EDTA Merck (Darmstadt)

Natriumdodecylsulfat (SDS) Serva

n-Octyl-β-D-glucopyranosid (β-OG) Calbiochem

β–Palmitoyl-γ-Oleoyl-L-α-Phosphatidylcholin (POPC) C16:0/C18:1,Ttrans = −2 ◦C, Sigma

1,3-Phenylendiamin Aldrich

Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) (pH 7,4 / 1 mM KH2PO4 / 3 mM Na2HPO4 / 155
mM NaCl) Gibco

Poly-L-Lysin Sigma

Polystyrol Pellets, Aldrich

Polyvinylphenylketon (PVPK) Pellets, Aldrich

Spülmittel M 14, Martin & Co. (Freiburg)

Toluolsulfonsäure Baker (Deventer, Holland)

Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan research grade, ICN

Tris/HCl ultra pur, Serva

Wasser hochrein, A.C.S.-Reagenz, Aldrich
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