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Zusammenfassung

Gegenstand dieser Arbeit ist ein Beitrag zum Einsatz deteRaaftmikroskopie bei der Unter-
suchung biologischer Oberflachen in physiologischer Umggb Sie gliedert sich in ein erstes,
methodisches sowie ein zweites, anwendungsorientieeigsdjekt.

Das erste Teilprojekt beschétftigte sich mit methodischepekten der Immobilisierungativer
biologischer MembranerEs wurden modifizierbare Substrate fir die Rasterkraftosikopie an
biologischen Objekten untersucht, wobei eine mittlerer@®&ehenrauhigkeit (R,.s) von deutlich
weniger als 1 nm (bezogen auf eine Flache ¥0m x 500 nm?) angestrebt wurde. Die Mdglich-
keit, ausreichend glatte Oberflachen beliebiger Eigerisahaerzustellen zu kénnen, stellt eine
wichtige Voraussetzung dar, um die Rasterkraftmikros&diir die Untersuchung eines breiten
Spektrums biologischer Materialien routinemafig nutagkénnen. Die moglichst weitgehende
Abwesenheit von Material, das zur Verunreinigung der Sespsize fihrt, ist eine weitere wich-
tige Voraussetzung daftir. Als geeignete Substrate habarPsilyvinylphenylketon (PVPK) und
verschiedene Varianten von Furanpolymeren (FP) erwialiergeine R,,, von etwa 0,3 nm bzw.
0,15 nm aufweisen.

An die Oberflache beider Materialien kann beispielsweisanchstumsférdernde Protein Lami-
nin stabil und mit akzeptabler geringfligiger Erh6hung deulitgkeit adsorbiert werden. Zellen
zeigen auf diesen Substraten normales Wachstumsverhadtiéen stabil darauf wahrend mehre-
rer SFM-Messungen und ihre natirliche Motilitdt scheimhhieingeschrankt zu sein. Auf diese
Weise kdnnen insbesondere bei filigranen und diinnen Starkivie Lamellipodien Details der
Membranoberflache ohne stérenden Beitrag der SubstratTanfgelost werden. Die Eignung
insbesondere von PVPK wurde anhand von Primarkulturen amechligodendrozyten, deren
periphere Lamellipodien nur 20 bis 30 nm dick sind, und Hiteilsten sowie Zell-Linien verschie-
dener Typen (Fisch-Fibroblasten und -Epitheliomzelleaust3T3-Zellen) gezeigt.

Substrate aus Furan-Polymeren (bzw. Modifikationen deesahit verschiedenen Ko-Monomeren)
erwiesen sich als besonders geeignet fur die Immobilisgereon Membranpraparationen wie
Purpurmembran audalobacterium salinariunoder Membranfragmenten mit Na,K-ATPase. Es
konnte auRerdem am Beispiel von Immunoglobulin M gezeigtiese, dass bestimmte Modifika-
tionen dieses Materials auch fir die Adsorption von Makrlakidlen aus wassriger Lésung und
deren Abbildung am SFM geeignet sind.

Die untersuchten Materialien ermdglichen also sowohl &nektionalisierung als spezifisches
Zellkultursubstrat (PVPK, FP) als auch die Variation vore@lichenladung, Polaritat und chemi-
scher Funktionalisierbarkeit (FP) fur die Immobilisiegwverschiedener Membran- bzw. Protein-
praparationen.
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Insbesondere bavohldefinierten, gereinigten Proteinpraparationansreichender mechanischer
Stabilitat steht mit der Rasterkraftmikroskopie inzwisolkeine verlassliche Methode hochauflo-
sender Abbildung zur Verfigung. In einem zweiten Teilpkbpurde dies genutzt, um Sucrose-
porin aus der AuBenmembran des gram-negativen Baktei@aimsonella typhimuriumau unter-
suchen. Hierfir wurde gereinigtes Protein mit Lipiden retguiert und zweidimensional kri-
stallisiert. Sowohl die zum extrazellularen Medium alstade zum Periplasma hin exponier-
ten Oberflachen des Proteins konnten mit submolekularebgurfly abgebildet werden, mit der
Einschrankung, dass die Abbildung der periplasmatisclege Surch die hohe Flexibilitat des N-
Terminus erschwert wurde. Die Optimierung der Rekonstitutvurde jedoch so weit vorangetrie-
ben, dass die an den Vesikelfragmenten gemessenen knadkidpischen Daten nach verschiede-
nen Verfahren der Einzelpartikelmittelung analysiertaegr konnten. Anhand der Rohdaten und
der gemittelten Daten war es mdglich, die Topographie dektedlytexponierten Oberflachen zu
unterscheiden und jeweils Domanen unterschiedlicheiilbilgéit zu charakterisieren. Im Fall der
periplasmatischen Seite kam es, je nach Auflagekraft, el@mai einem dominierenden Einfluss
des flexiblen N-Terminus auf die Abbildung oder aber zur Adioig des starrefi-Barrel-Trimers,
wobei sich der N-Terminus dann nur noch in Form erhdhten étearss bemerkbar machte. Die-
ser Befund steht in Einklang mit bisherigen Annahmen zu deméssungen und Eigenschaften
der flexibel verankerten N-terminalen Coiled-Coil-StwktBei der Abbildung der extrazellula-
ren Seite konnte der kraftabhangige Beitrag externer Laoger peripheren Wand dgsBarrels
gezeigt werden.

Insgesamt zeigte sich mit Lipiden rekonstituiertes Sugposin einer kraftmikroskopischen Un-
tersuchung unter quasi-nativen Bedingungen in wassrigeuhg sehr gut zugénglich, was eine
vertiefte Untersuchung mit dieser Methode erfolgverdpead erscheinen lasst. Die bereits er-
reichte laterale Auflésung der GroRenordnung 2 nm durfte sach weiterer Optimierung der
Rekonstitution problemlos in den Ublichen SubnanometeBh steigern lassen.

Teile dieser Arbeit wurden veroéffentlicht in Weiland et, dl998 (Abstract), Linder et al., 1999,
ferner in Giebel et al., 1999.



Grundlagen und Methoden

1 Rasterkraftmikroskopie

1.1 Grundlagen
1.1.1 Messprinzip

Die Verfahren der Rasternahfeldmikroskopie (oder Rastetsnmikroskopie), zu denen auch die
Rasterkraftmikroskopie (Binnig et al., 1986) gehort, henuauf der Messung lokaler Wechselwir-
kungen einer Mess-Sonde, die in geringem Abstand Uber edieeRoberflache gefihrt wird. Cha-
rakteristisch ist hierbei, dass die laterale Auflésungtcinch die Wellenl&ange des Austauschteil-
chens (z. B. Elektron, Photon) limitiert wird, wenn der Adosti Sonde-Objekt wesentlich kleiner
als diese Wellenlange gewahlt wird (Messung im Nahfeld)}s Dachselwirkungsprofil und damit
die charakteristische Interaktionsléange (Abfalllang@)dt von der jeweiligen Art der Wechselwir-
kung ab (z. B. Tunnelstrom bei der Rastertunnelmikroskagpaéische Transmission im Nahfeld
und Fluoreszenz einzelner Chromophore bei der optischéfeMimnikroskopie). Bei der Kraft-
mikroskopie spielen Beitrdge von verschiedenen Kréaftae &olle, so z. B. die Pauli-Repulsion,
van-der-Waals-Krafte, elektrostatische Kréfte. Bei déillenden (Raster-) Nahfeldmikroskopie
wird die Mess-Sonde Zeile fur Zeile tber die Objektoberfé&gefihrt. Die Auflésung der Ra-
sternahfeldmikroskopien wird vom jeweiligen Wechselwingsprofil, dem Abstand und der Geo-
metrie der Mess-Sonde sowie von der Prazision der Deteddinheit und der Rasterungseinheit
bestimmt.

1.1.2 Kraftsensoren und Detektion

FUr die Rasterkraftmikroskopie werden Sensoren verwerttietaus einem Federbalken beste-
hen (Cantilever, meist in Form einer einarmigen oder trédfidgmigen Blattfeder), an dessen Ende
sich eine pyramidenformige oder konische Sensorspitzedwdfi Inzwischen werden Uberwiegend
kommerziell verfligbare Sensoren verwendet, die nach deeriRlalbleiterfertigung tblichen Ver-
fahren aus Silizium- oder Siliziumnitrid-Wafern geatztraen. Fur Messungen im Kontaktmodus
und auch im oszillierenden Modus (s. 1.1.6) in Flussigkeiempfindlichen biologischen Mate-
rialien werden meist Siliziumnitridsensoren mit Federtamten von 0,01;% bis 1,0% verwendet,
fur Messungen im oszillierenden Modus an Luft (z. B. auf kigieroberflachen) hartere Silizi-
umsensoren mit Federkonstanten von cax28is 200%.
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FUr die Detektion der Sensor-Auslenkung hat sich bei koraiaken Kraftmikroskopen das Licht-
zeigerprinzip durchgesetzt, das auf der Messung einesealRigckseite des Federbalkens reflek-
tierten Lichtstrahls mittels einer Photodiode beruhtéeansfiihrlichere Behandlung ist zu finden
in: Colchero in Colton et al., 1998). Handelslbliche Silimnitridbalken sind zur Verbesserung
der Reflexivitat daher auf der Rickseite mit Gold beschich@ird der Balken ausgelenkt, so
andert sich die Richtung des Normalenvektors relativ zurfalenden Strahl und der reflektierte
Strahl bewegt sich auf der Photodiode. Fir die MessungsiMsmsatzes wird das Differenzsignal
zweier Photodiodensegmente aufgezeichnet. Man erreithlieser Methode eine fir hochauflo-
sende Messungen ausreichend grof3e geometrische Verg&t&uAuslenkung. Hohe Auflosung
ist daneben bei den verwendeten Laserdioden mit einerurgjsder Gré3enordnung 1 mW da-
durch gewabhrleistet, dass unter diesen Bedingungen dast&ualschen des Lasers niedriger ist
als thermisches Rauschen des Federbalkens und Rauschamautchnischer Stérungsquellen.
Hohere Laser-Leistungen fihren unter Umstanden zu erimtitermischen Rauschen. Durch
Verwendung einer Viersegment-Photodiode kdnnen Ubegliel die Torsion des Federbalkens
und damit Lateralkréfte aufgezeichnet werden.

Die Amplitude thermischen Rauschens der Sensoreinhgitialgipielle Begrenzung der Messge-
nauigkeit betragt beispielsweise fiir einen Sensorbalkefederkonstanten O%l unter typischen
Bedingungen in Luft 16 pm, fur den aufliegenden Balken 3 pmdi@wo, 1993; s. auch Butt und
Jaschke, 1995). Bei Messung in Flussigkeit und mit etwashveeen Balken kommt man jedoch
leicht zu Werten der GrofRenordnung 100 pm fir den aufliegeBadd¢ken. In Fllssigkeit ist die
Resonanzgute des Balkens bedeutend geringer (das Rauwsrtet sich auf ein breiteres Fre-
quenzband), auRerdem ist die Resonanzfrequenz niedBigtret al., 1993).

1.1.3 Sensorgeometrie und Abbildungscharakteristik

Da die Sensorspitze eine endliche Grél3e besitzt und dieulgasn Nahfeld stattfindet, ist die
Wechselwirkungslange und damit der Abstand Sensor-Okjekt gegen die Abmessungen der
Spitze. Damit ist die Geometrie der Sensorspitze von eatdehder Bedeutung fiir die Ubertra-
gungscharakteristik des Abbildungsprozesses. Die Abbddst, vereinfacht ausgedrtckt, eine
Faltung der mit der Spitze erreichbaren Bereiche der Oblpekflache und der Oberflache der
Spitze, wenn man elastische Eigenschaften mancher Objeké unterschiedliche Oberflachen-
ladungsdichten etc. vernachlassigt. Ein einfaches gemulets Modell der rastersondenmikro-
skopischen Abbildung macht qualitativ deutlich, dass els sm einen nichtlinearen Prozess han-
delt: eine Protrusion erscheint im Bild breiter, eine \&fing schmaler als das tatsachliche Objekt
(Abb. 1 A). Die Hohen der Korrugationen werden in diesem Baliegen richtig wiedergegeben.
In Abb. 1 B erscheint aul3erdem die kleine Kugel neben deragrdéi®erhaupt nicht im Bild, da sie
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vom Sensor nicht erreicht wird, sie wird aber sehr wohl aildety wenn sie nicht ,im Schatten*”
der gro3en liegt. Rucken Oberflachenstrukturen enger ausamwird nicht die tatsachliche Kor-
rugation gemessen, vielmehr gehen hier neben der Abmeg3utey Oberflachenstruktur sowonhl
der Spitzenradius R als auch der Abstand D der einzelneht8ten zueinander in die Modulation
der vertikalen Sensorposition ein (Abb. 1 C). Fur den Fahtiér Packungl) = 2r, Abb. 1 D) gibt
Engel (1991) fur einen solchen “Kristall” (Raumfrequenz %) eine einfache Abschatzung be-
zuglich des Spitzenradius: Unter der Annahme, dass daoskkp nur Korrugationeh > 0,01

nm auflésen kann un2r = 0, 5 nm ist, so muss der Spitzenradius R kleiner als 3 nm sein, @m da
Gitter auflésen zu kénnen. (Zur lateralen Auflosung s. audiréan Behm et al. eds., 1990).

o (FwHM\ "~
N

- d —

| d—»l

Abbildung 1: Auswirkungen der Geometrie der Sensorspitze und der Wedhisgngslange auf die Ab-
bildung (sphéarische Approximation von Sensorgeometrig @Qberflachenkorrugationen)A: Mit einem
Sensor T des Spitzenradius R erhaltene apparente Topagragbestrichelt) der Oberflache 8.: Wech-
selwirkungslange.B: Apparente Topographie eines spharischen Objekts des Desders d, apparenter

Durchmesser auf halbmaximaler HOheW HM = 22/Rd+ %2. Die Hohe des groRRen Objekts wird
richtig wiedergegeben, das kleinere Objekt wird allerdiigerhaupt nicht abgebildef.. Apparente Topo-

graphie bzw. gemessene Korrugation h von Objekten des Radiie im Abstand D zueinander angeordnet
sind,h < r+ R —4/(r+R)?— %2. D: Spezialfall dichter Packung der ObjektB, = 2r: apparente

Korrugationh < g—; (R > D). A, C aus Stemmer und Engel (1990); B, D aus Engel et al. (1997

Die im obigen Modell verwendete sphéarische Approximatien8ensorspitze (R fest) ist nur bei
entsprechend kleinen Korrugationen sinnvoll (GroRRenandrkleiner R), der Wirklichkeit kommt
eine spharisch-konische oder paraboloide Form naher. ididsbei gréReren Korrugationen rel-
vant, wo der ,effektive Radius” mit der H6he der abzubildendbtufen wachst. Die Charakteri-
sierung von individuellen Sensorspitzen muss sich dahelearDimensionen der abzubildenden

9
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Oberflacheneigenschaften orientieren. Abb. 2 A zeigt diomar aufgeldste Abbildung der Ober-
flache des Schichtkristalls ReSgs. auch unter 1.2 Kalibration). Atomare Auflésung (Binnig e
al., 1987; Matrti et al., 1987; Giessibl et al., 2000) berult @ner Nahfeld-Wechselwirkung ei-
nes oder weniger Atome an der Spitze des Sensors mit derligemeAtomen des Kristallgitters.
Die bisweilen zu beobachtende scheinbare Variabilitahatabgebildeter Kristallstrukturen kann
neben Verzerrungen durch Drifteffekte auch die Ursachematiass ,Mehrfachspitzen* aus einer
unterschiedlichen Anzahl von Atomen zu vielfaltigen Ungdrungen der Elementarzellenstruktur
fuhren kénnen (Abraham u. Batra, 1989, Gould et al., 1989nach Marti und Amrein, 1993).

Mit der selben Spitze (Olympus OMCL-RC800, k = 0,09 N/m) wauahschlielRend an Messung
Abb. 2 ein Eichstandard abgebildet, der speziell fur dier@ktarisierung von Kraftmikroskop-
Spitzen konzipiertist. Abb. 3 A, B zeigt das gemessene Bikl Standards TGTO1 (Silicon-MDT,
Moskau) und ein Linienprofil daraus. Zum Vergleich ist daeur{Abb. 3 C) ein entsprechendes
Linienprofil der tatsachlichen Topographie gezeigt, ddsaad der wirklichen Abmessungen des
Standards sowie der lokalen Maxima des gemessenen PrdfitkenmsoftwareDeconvo(Silicon-
MDT, Moskau) erzeugt wurde. Da die 600 - 800 nm hohen konis@&ptzen des Standards ver-
gleichsweise scharfer (Offnungswinkel weniger al§)aind rotationssymmetrisch sind, kommt
es damit praktisch - entgegen der Konvention - zu einer Aloinidy der vordersten 600 - 800 nm
der pyramidalen Sensorspitze, deren Winkel aufgrund dearfimgsprozesses etwas kleiner ist
als der nominale Pyramidenwinkel von°70ONur im unmittelbaren Apexbereich ist mit einem
deutlichen Effekt der Faltung von Sensorspitze und Stahrarechnen, da die Spitzenradien von
vergleichbarer GréRenordnung sind (nominaler Spitzeusaflichstandardz < 10 nm, Sensor-
spitze: R < 20 nm, Herstellerangaben). Durch Deconvolution Iasst sien Hie Spitzenform
rekonstruieren (Abb. 3 D, erzeugt mit der Softw&econvg. Man erhalt fir die Abbildung von
Strukturen dieser Dimension relevante SpitzenradienRon= 28 nm, R, = 41 nm (minima-
ler und maximaler Krimmungsradius der ellipsoidalen Obehi¢ nahe der Spitze). Diese Ab-
schéatzung der Spitzengeometrie beruht auf einer Behagdieininteraktion Spitze-Oberflache als
einfache geometrische Exklusion nach Villarrubia (1999 entsprechenden morphologischen
Algorithmen bestehen aus einer Reihe iterativer Rechnuagband eines rastersondenmikrosko-
pisch aufgenommenen Bildes. Die Methode basiert auf eiestiBmung der Beschrankungen,
die sich aus den Korrugationen eines gegebenen Bildesargelmit eine Berechnung der wahr-
scheinlichsten Form der Spitze erfolgt (natirlich auf deximale Hohe der im Bild enthaltenen
Korrugationen beschrankt). Das Ergebnis ist eine Abscing@tzier Form der stumpfesten Spit-
ze, mit der das gemessene Bild aufgenommen werden kannalEdié gerasterte Oberflache
.Scharfere* Strukturen als die Spitze, ist das Resultattireherlasslich. Der Vorteil gegeniber
anderen Methoden, z. B. elektronenmikroskopischer Abbidgdder Spitze nach Gebrauch, besteht
in der Abschatzung der Spitzenform, wie sie wahrend derijgeea Abbildung bestand (ein Ver-

10
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20.0 0.8 nM

0.4 nm
0.0 nM
10.0
Scan size 30.0 nm
Scan rate ?7.629 Hz
Numbher of samples 512
Image Data Height

Data scale 800.0 pm

0 10.0 20.0

NnM

0.157 nm

-DC

0.157 nmM DC 0.157 nM R period 0.660 nm

Abbildung 2: Rheniumdiselenid (ReSk A: atomar aufgeloste Aufnahme (Ausschnitt) in 100 mM KCI.
B: FFT-Spektrum: ein Paar von Reflexen 1. Ordnung (Vorzugsmghmit nur kleinem Winkel zur Raste-
rungsrichtung) liegt bei, 6 A)~!, also im Bereich der Gitterkonstanten der Chalkogenatoeng@d01)-
Oberflache ¢ = 6,72 A; b = 6,60 A). In der anderen Vorzugsrichtung ist die Abweichung aufigr
Piezodrift bedeutend groRer (Werte tiber 7,5 A).

11
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Abbildung 3: A: Bild eines Silizium-Standards fur die Spitzencharakieris;mg (TGTO1, Silicon-MDT,
Moskau), B: Linienprofil einer Zoomaufnahme(C: Linienprofil der tatsadchlichen TopographiB; Re-
konstruktion der vordersten 377 nm der Spitze durch Dedatieo; oben: Langsschnitt mit paraboloidem
Fit fur die Bestimmung des Spitzenradius (Fit gestricheltjten: Topographiebild. Partielle blinde Re-
konstruktion nach Villarrubia, 1997, berechnet mit dert®afe Deconvo(Silicon-MDT). Der angewandte
partielle Algorithmus verwendet nur einen Teil der Bilddaten, namliie Bereiche lokaler Maxima, da
hierin bei dem verwendeten Eichstandard die meiste Infiioméiber die Spitze enthalten ist.
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gleich der beiden Methoden wird in Dongmo et al., 2000, geggbEs ist also nicht unbedingt
notwendig, wie hier geschehen, eine vorherige oder naglith@ Charakterisierung der Spitze
anhand eines speziellen Standards vorzunehmen, dasigamild kann als unbekannter Stan-
dard zur Spitzencharakterisierung dienen. Ein Problenitigrithmen ,blinder Rekonstruktion®
stellt allerdings die Anfalligkeit gegentber den Einfliisséektronischen und mechanischen Rau-
schens wahrend der Aufnahme dar: die davon herriihrendarfectspikes kdnnen zu einer vollig
falschen Einschatzung des Sensorradius fuhren (da diddAinig ,scharfer® Korrugationen eine
entsprechend scharfe Spitze impliziert), die sich im Laarflterationen fortpflanzt. Die Wahl ei-
nes in die Berechnung eingehenden Schwellenwerts ist #akisch.

Das Beispiel in Abb. 2 und 3 zeigt die unterschiedlichen Aspeer Geometrie ein und derselben
Sensorspitze, die fur die Abbildung von Strukturen versganer Gré3enordnungen relevant sind:
eine pyramidale Spitze der Hohe 2,8 mit relativ stumpfem Pyramidenwinkel fiir Korrugationen
von mehreren 100 nm bis in deim-Bereich, ein durch das Oxidscharfungsverfahren enailte
scharferer Apex mit Krimmungsradius von ca. 20 bis 40 nm finrkgationen dieser Grol3enord-
nung und eine ,Spitze" atomarer Abmessungen fur die Aufl§somAngstrom-Bereich.

Fur den Bereich makromolekularer bis molekularer Groéi@mang wurde eine Abschatzung des
Spitzenradius sowohl anhand eines einfachen geometniddioglells (kugelférmige Spitze auf
konischer Basis) als auch mittels “blinder RekonstruKtioach Villarrubia (1997) von Sheng et
al. (1999) vorgenommen: Die Autoren fanden, dass manchee®pimit denen F-Actin-Filamente
gut aufgeldst wurden, einen Spitzeradius von ca. 1 nm ureheifonuswinkel von 30bis 40
aufweisen mussen. Dies gilt fir den Bereich der ,vordefstan5 nm bis 10 nm (entsprechend
dem Durchmesser der gemessenen Filamente von ca. 7 nm. Bagtisich, dass auf handelsib-
lichen SgN4-Spitzen, fur die globale Krimmungsradien von meist GbenrhGngegeben werden,
bisweilen Protrusionen bzw. Kontaminationen aufsitzessei, die betrachtlich ,scharfer” sind.

1.1.4 Wechselwirkungen Sensorspitze-Objekt

Da in dieser Arbeit alle Messungen in Flussigkeit durchgefivurden, konzentriert sich die fol-
gende Darstellung auf diese Bedingung. Die bei Messungénifimelevanten Kapillarkrafte des
sich zwischen Spitze und Unterlage bildenden Flissigkeitsskus (Adsorbatfilme auf den Ober-
flachen) muissen also nicht berlicksichtigt werden (Weisenébal., 1989; Apell et al., 1993).
In wassriger L6sung sind relevante Wechselwirkungen zumaredie im Wesentlichen attraktive

van-der-Waals-Kraft
HR

Fraw =~
dW 622
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(hier formuliert fur die Wechselwirkung einer kugelformeig Sensorspitze des Radius R mit einer
ebenen Flache; z: Abstand Spitze-Flache, H: Hamaker-Katestabhangig von den dielektrischen
Eigenschaften der interagierenden Materialien und deswiesidazwischen) und zum anderen
elektrostatische Wechselwirkungen, die aufgrund der ldppung der elektrischen Doppelschich-
ten der beiden mit einem Elektrolyt in Kontakt stehendeadehen Oberflachen entstehen:
R, = 471'RO'10’21D6%

€€g
(01, 09: Oberflachenladungsdichter,: elektrische Feldkonstante; Dielektrizitdtskonstante,
Debye-Langelp = e;fzokch? als MaR fur die Dicke der elektrischen Doppelschicht, |@atérke:
I = % 3" cig?). Die Beschreibung des Zusammenwirkens dieser beidertigstén Oberflachen-
krafte ist unter dem Begriff DLVO-Theorie bekannt (Derjagund Landau, 1941; Verwey und
Overbeek, 1948; Israelachvili, 1992). Sterische und Satians-Wechselwirkungen etc., die auf
der diskreten Natur der Flussigkeit beruhen, werden higraghlassigt. Oberflachenkrafte spie-
len etwa in einem Bereich von 0,1 bis 100 nm eine Rolle (Butle1995). Abh&ngig von den
Oberflachenladungsdichten und deren Polaritat sowie atriglytkonzentration ist die resultie-
rende Wechselwirkung repulsiv oder attraktiv. Bei sehirida Abstanden wird diese (DLVO-)
Kraft attraktiv, da die van-der-Waals-Kraft proportiomal% bis Ziz fallt, wahrend die elektrosta-
tische Kraft etwa exponentiell abféllt, und sofern man digethalb von etwa 2 nm im Prinzip zu
bertucksichtigende repulsive Hydratationskraft vernassigen kann (Butt, 1991a). Bei weiterer
Annaherung der Oberflachen kommt es schliellich zu eindtestarepulsiven Kraft aufgrund der
Uberlappung der Elektronenorbitale von Atomen des Sensutsles Objekts (Pauli-AbstoRung).
Durch den pH des Elektrolyten kann in vielen Féllen (z. B.Rmeiteinen) die Oberflachenladungs-
dichte sowie deren Polaritéat beeinflusst werden. Die WahEtkktrolytkonzentration bestimmt,
wie obige Beziehung zeigt, die Debye-L&nge, also die Diekestektrischen Doppelschicht (Bultt,
1991b&1992). Sensorspitzen aus Siliziumnitrid besitzetethalb von etwa pH 6 eine positive
Oberflachenladung und sind oberhalb davon negativ gelaiehadungsdiche ist abhdngig vom
pH (Butt, 1992; Lin et al., 1993).

Wie im vorhergehenden Abschnitt ausgefihrt, darf der Alxbtaer flr die Abbildung relevan-
ten Spitze des Sensors aus geometrischen Griinden nichdzuvgrden, um eine Abbildung mit
der gewlnschten Auflésung zu erreichen. Es muss also bsispise bei abstol3ender elektro-
statischer Wechselwirkung eine bestimmte Federkraft lgkiksing des Cantilevers) aufgebracht
werden, um den Abstand klein zu halten. Wird dadurch (odectdentgegengesetzte elektri-
sche Polaritat) andererseits der Abstand der SensorspitmeObjekt zu klein, Uberwiegen die
kurzreichweitigen Wechselwirkungen (wie z. B. die atthaktvan-der-Waals-Kraft und die Pauli-
AbstoRRung), die unter Umstanden zu einer Beschadigung bk fiihren kdnnen. Durch Ein-
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stellen von pH und lonenstérke kann man hier fir die notwgm@&alance sorgen, wie Mller et
al. (1999) unter der Annahme einer kleinen Protrusion angrestumpfen globalen Spitze vorge-
fuhrt haben: die Bedingungen (pH, Salzkonzentration, Aef@aft) sind so zu wahlen, dass durch
die langerreichweitige elektrostatische Abstol3ung debbajen Spitze (Wechselwirkung mit einer
groReren Flache) der Abstand der fiir die Abbildung relesaRtrotrusion des Sensors zum Objekt
(WW mit einzelnen Molekulen) einerseits grol3 genug bleiiot, zerstorungsfreie Abbildung zu
gewabhrleisten, andererseits klein genug zur Sicherstghhwoher Auflésung ist. Das Optimum fur
zerstorungsfreie Abbildung wurde fir realistische Rawlitigungen auf die GréRenordnung 1 nm
geschatzt (Muller et al., 1999). Die effektive Kraft an denSorspitze kann bei ausreichender
Kompensation der attraktiven van-der-Waals-Kraft unddlech den ausgelenkten Federbalken
ausgeubten Auflagekraft durch eine repulsive elektresta¢i Kraft der globalen Spitze dabei un-
ter den Wert der Auflagekraft gebracht werden. Unter unggerstn Umstéanden kann die effektive
Kraft aber auch deutlich gré3er als die Auflagekraft seireslxieigt auch, dass die blol3e Kenntnis
der Auflagekraft (aus Cantilever-Auslenkung und Federtenis) noch keine Aussage dariber er-
laubt, wie grof3 die tatséchlichen Wechselwirkungen sirats Beschriebene Modell vernachlassigt
aul3erdem ja etliche Arten relvanter Wechselwirkungent(B905). Ein weiteres Problem besteht
darin, dass pH und Elektrolyt bei empfindlichen biologistMaterialien nicht beliebig variierbar
sind, also die gewlnschte Polaritat und Ladungsdichte wdihg frei wéhlbar sind. Grundbedin-
gung bei der Untersuchung biologischer Molekdle ist ja adtEEinhaltung nativer Bedingungen.
Dies ist naturlich insbesondere bei unter ,Normalbedirgguni positiv geladenen Materialien ein
Problem (wenn man von negativ geladenen Siliziumnitrids®espitzen ausgeht).

Praktisch erfolgt die Kontrolle der relevanten Abbildubgdingungen Uber die Messung von Kraft-
distanzkurven. Da jede Sensorspitze eine individuellen@ne und Ladungsdichte aufweist,
ganz abgesehen von der Variabilitat bei biologischen Padga, empfiehlt es sich, diese Kontrol-
le vor jeder Messung durchzufihren und ggf. den Messpuffeupassen. Die Auflagekraft bei
der Messung (Sollwert der Federbalkenauslenkung) wirgtisei eingestellt, dass mit minimaler
Kraft gerade noch optimaler Kontrast erhalten wird.

Bei Kraftmessungen ist zu beachten dass die experimergstilbmten Kraftdistanzkurven die
Auslenkung des Cantilevers in Abhangigkeit vom Abstand@egkts zur starren Basis des Canti-
leves angeben (Bewegung des Piezos-Scanners in z-RighEsigt nicht méglich, direkt den Ab-
stand Spitze-Objekt experimentell vorzugeben, entsgretd Kraftabstandskurven kénnen aber
aus den gemessenen Kurven berechnet werden (Apell et @8; BAtt, 1995). Zur Diskussion der
Stabilitatsbedingungen fur die Wechselwirkung von Sessitre und Objekt (inkl. Diskontinuita-
ten und Hysterese-Effekte der Kraftabstandskurven) siebh Apell et al. (1993).
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1.1.5 Scanner

Die Kontrolle der relativen Position von Sensor und Objetdahieht mit Hilfe von piezoelektri-
schen Aktuatoren, die eine sehr hohe (subatomare) Pradsten (ausfuhrlichere Darstellung:
Amrein in Colton et al., 1998). Entweder wird der Sensor inkleene des Praparates bewegt und
gleichzeitig dessen vertikale Position zum Praparat kdirgrt oder aber das Praparat wird auf
einem Aktuator montiert und relativ zum Sensor bewegt. Dkuatoren beruhen auf dem Prinzip
des inversen piezoelektrischen Effekts und werden dahehdanlegen einer Spannung betrie-
ben. Sie sind aus Piezoelementen aufgebaut, die meistream speziellen keramischen Material,
beispielsweise Blei-Zirkonat-Titanat, bestehen. Die &dudigkeit der Verformung von der ange-
legten Spannung ist nicht exakt linear und folgt auR3erderardilysterese-Kurve. Hinzu kommt,
dass die Verformung eine charakteristische Zeitabhaegigkigt. Eine plotzliche Spannungs-
anderung fuhrt in einem gewissen Ausmal zu einer schnebeforvhung, danach erreicht das
Piezoelement nach einer annahernd logarithmischen Bezijgdhngsam seine endgultge Position,
was sich als ,Kriechen* bemerkbar macht.

Bei der Nutzung der spannungsabhangigen Verformung vao@liementen fir die Positionskon-
trolle in allen drei Raumrichtungen sind folgende Aufbanpipien gebrauchlich: Entweder ein
Aufbau nach dem Dreibein-Prinzip (fir jede RaumrichtungRiezoelement bzw. ein ,,Stack” hin-
tereinander angeordneter Elemente) oder aber ein Auflsadatenformigen Piezos (siehe Abb. 9
D). Die Rohrenpiezos sind radial polarisiert und innen un@em jeweils mit einem Elektroden-
material beschichtet. Bei dem in x- und y-Richtung rastemilodul ist die aul3ere Elektroden-
schicht vierfach segmentiert und damit ist dieses in zweh&®ingen anzusteuern. Die Bewegung
in z-Richtung wird entweder durch eine zusatzlich an allem 8egmenten angelegte Spannung
oder aber durch ein separates unsegmentiertes ModullerrBiei der zeilenweise rasternden Be-
wegung des Scanners (abbildende Messung mit dem SPM)essenmelle Rasterungsrichtung (X,
Zeilenrichtung) und eine langsame Rasterungsungsrighiityrsenkrecht dazu) zu unterscheiden.
Die mechanische Resonanzfrequenz des Piezo-AktuatatsiseRasterungsgeschwindigkeit eine
prinzipielle Obergrenze, da in der Nahe der Resonanzfrendie Beziehung zwischen angelegter
Spannung und Verformung nicht mehr gilt. In der Praxis dest®&raftmikroskopie sind fur die
Rasterungsgeschwindigkeit allerdings Parameter desisalens (Federkonstante und effektive
Masse), des ihn umgebenden Mediums (Dampfung) und des ©ffdhstizitat) begrenzend (Butt
et al., 1993).
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1.1.6 Betriebsmodi

Bei dauerhaftem Kontakt der Sensorspitze mit dem Prapidaaitéktmodus) sind zwei Betriebs-
modi zu unterscheiden. Bei dem einen wird die AuslenkungFterbalkens und damit die
Auflagekraft durch Nachregeln des Abstands zwischen depaPatiund der Balkenaufhangung
konstant gehalten (constant force - Modus), was die Mokgéittder Begrenzung der Belastung
empfindlicher Praparate bietet. Ein Schema der Regelungideshubs im Kontaktmodus mittels
eines digital implementierten Regelkreises ist in AbsttHhB.1 (Abb. 8) dargestellt. Die Infor-
mation Uber die Topographie ist bei guter Regelung Ubemvidgn dem Steuerungssignal fur den
axialen Piezohub enthalten. Bei sehr unempfindlich eiefje=sn Regelkreis bleibt dagegen der
Abstand Balkenaufhdngung-Praparat nahezu konstanttéurseight - Modus), womit fast die
gesamte Information Uber die Topographie im Sensorsigmalaéien ist. Dabei kommt es aber
unter Umstanden zu erheblichen Auslenkungen und damit kw&udkungen in der Auflagekratft.
In dieser Arbeit wurde Uberwiegend der Kontaktmodus beskamter Auflagekraft angewendet.

Beim oszillierenden Modus (Non Contact Mode an Luft, Intéremt Contact Mode/, Tapping
Mode* an Luft und in Flussigkeit) wird der Federbalken meukeh angeregt, so dass er rela-
tiv zum Objekt oszilliert, die Regelung erfolgt auf kondg@iPhasenverschiebung oder konstante
Amplitudenddmpfung. Dem Vorteil einer weitgehenden Absvdeeit von Lateralkraften beim
oszillierenden Modus stehen Hohenanomalien durch Adhésftekte in Luft (van Noort et al.,
1997) entgegen, bei Arbeiten in FlUssigkeit verbleibt zushest das Problem der Nichtlinearitat der
Scanner bei héheren Anregungsfrequenzen (im Fall der Angegber den Praparatescanner), was
insbesondere bei groRem z-Arbeitsbereich (Zellen) zetiats Hoheninformationen fihrt (Hans-
ma et al., 1994; Schabert und Rabe, 1996). Letzteres kaardialys durch Verwendung eines
separaten Anregungsmoduls Uberwunden werden (SchalteRale, 1996). AuRerdem ist mit
dem Tapping Mode unter Umstanden, abhangig von der Frequehder Amplitudendampfung,
ein betrachtlicher Energieeintrag in das Praparat veraun&ine Minimierung desselben hat bei
den Vorversuchen zu dieser Arbeit auf Zellen eine TendenXauntrastumkehr ergeben (Adha-
sionseffekte bei lediglich schwacher Amplitudendampjumgs nitzlich bei der Abbildung von
Zellen hat sich allerdings eine Ausnutzung der viskoedabgn Eigenschaften biologischer Ob-
jekte erwiesen (Objekte sind bei héheren Frequenzen JaRetman et al., 1994). Bei hochauf-
l6sender Messung an (rekonstituierten) Proteinen ist &meendung des oszillierenden Modus
ohne Vorhandensein einer speziellen Fragestellung bzwwéwligkeit (z. B. Minimierung der
Lateralkraft bei sehr flexiblen Objekten oder bei schwadhimenobilisierung) wegen der generell
geringeren lateralen Auflosung nicht empfehlenswert. rditegs sind hier noch Fortschritte zu
erwarten (Mdller et al., 1999), auch aufgrund neuer appa&aEntwicklungen wie etwa einer
magnetischen Anregung der Federbalken-Oszillation (fsitéi et al., 2000).
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1.2 Kalibration

Die Kalibration des Rasterkraftmikroskops umfasst die $d@g von geeigneten Eichstandards
und damit die Einstellung der Werte fur die Empfindlichkes&canners (x-, y-, z-Empfindlichkeit
in nm/V) sowie die Bestimmung diverser Parameter fur dier&tur von Nichtlinearitaten etc.
(1.1.5). Zur Bestimmung der Parameter fur die lateralebfation steht eine automatische Pro-
zedur in der Betriebssoftware des SFM zur Verfigung. Empdinkkit und Linearisierungspara-
meter fur die axiale Kalibration werden aus der bei unteestiithen Ausgangspositionen (Span-
nungen) des z-Piezos gemessenen Stufenhdhe eines Stabdstidimt. Eine Kalibration sollte
in regelmafigen Abstanden erfolgen, da sich die Empfineiiater Piezo-Scanner im Laufe der
Zeit andert.

10.0
7.0 1.5 nmM
5.0 0.8 nM
0.0 nm
2.9
Scan size 10,00 nm
Scan rate 30.52 H=z
Huwbher of samples 512
0 Inage Data Height
0 2.9 5.0 7.9 10.0 Data scale 1.500 nn
nM

Abbildung 4:Wolframdiselenid (WSg, atomar aufgeléste Aufnahme in 100 mM KCI (auch nach Stande
waren in Ubersichtsaufnahmen keine Anzeichen von Korrogio erkennen). Periodizitaten liegen nach
FFT-Spektrum bei 3,4 A und 3,75 A (Gitterwert It. Literatur= 3,29 A). Auch bei einer Zeilenfrequenz
von 30 Hz (10 nm Zeilenlange) machen sich noch Drifteffelambrkbar, wie hier gut an den Verzerrungen
des abgebildeten Gitters zu erkennen ist.
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1.2.1 Eichstandards fir laterale Kalibration

Periodische Teststrukturen sind hier besonders geeidaeatie auch eine Kontrolle von lateralen
Verzerrungen der Abbildung aufgrund der NichtlinearitatvbHysterese des Scanners sowie eine
Kontrolle der X-Y-Orthogonalitét der Rasterung erlaubere SFM-Hersteller (TopoMetrix, Digi-

tal Instruments) stellemikrostrukturierte Halbleiterstandardsur Verfigung, die jeweils dem ma-
ximalen Arbeitsbereich des Scanners angepasst sind (zuB-RBeriodizitat fur 1Qum-Scanner).
AuRerdem wurden im Rahmen dieser Arbeit auch Silizium-&hdards der Firma Silicon-MDT
(Moskau) verwendet (auch fur axiale Kalibration). Als veeé Standards wurden kolloidale Mo-
nolagen von Polystyrolkugeln (kolloidale Masken) mit eiReriodizitat von 800 nm verwendet
(Fachbereich Physik, LS Prof. Leiderer, Universitat Kangy.

Fur die Kontrolle bzw. Feinjustierung im (Sub)Nanometer&ch werden kristalline Strukturen
verwendet, z. BSchichtminerale wie Glimmer oder Ubergangsmetallchatkige Dies ist ins-
besondere dann sinnvoll, wenn im Bereich molekularer babnslekularer Auflosung mit einem
Scanner gemessen werden soll, dessen maximaler Arbeitsverm Grél3enordnungen dartber
liegt und der nur im maximalen Arbeitsbereich vorjustietrde. Glimmer (s. 2.1) ist ohnehin
als Substrat fur SFM-Praparate weit verbreitet und wirchaals Teststruktur fir Hochauflésung
verwendet. Ubergangsmetalldichalkogenide MX B. M: Mo, W, Re; X: S, Se, Te) sind eben-
falls schichtartig aufgebaut (Lieth, 1977). Innerhalb derzelnen Schichten bilden Metallato-
me starke kovalente Bindungen mit den Chalkogenatomersciwn den Schichten wirken nur
van-der-Waals-Krafte. Aus diesem Aufbau resultiert einedSpaltbarkeit entlang der van-der-
Waals-LUcke. Bei der typischen Molybdéanitstruktur (aueh WSe) sind die Metallatome tri-
gonal prismatisch von den Chalkogenatomen umgeben (z. 8klkte Colton et al., 1998), bei
anderen liegt eine etwas verzerrte Gitterstruktur vor @lieintergitter mit anderer Symmetrie
als das Chalkogen-Untergitter, auch bei Re@ed WTe). Ubergangsmetalldichalkogenide kon-
nen je nach chemischer Zusammensetzung metallische db&ziteande Eigenschaften aufweisen
(Lieth, 1977). AuRer zu Kalibrationszwecken finden Ubegganetalldichalkogenide in der Ra-
stersondenmikroskopie auch Verwendung als inertes Shstrer anderem fir diinne organische
Filme (Colton et al., 1998).

Ubergangsmetalldichalkogenide (Quelle: FachbereictsiRhiS Prof. Leiderer, Uni Konstanz)
wurden wie Glimmer (s. 2.1) aufgeklebt und saubere Oberiaaurch Spalten mittels Klebe-
film prapariert (hier angegebene Gitterwerte aus Parkims@olton et al., 1998; Lieth, 1977).
Aufgrund der regelmaRigen Gitterstruktur der van-derd¢/&berflache ist WSe(Schimmel et
al. in Colton et al., 1998) besonders geeignet (Abb. 4). Bei\®rwendung zur lateralen Ka-
libration sollte das Praparat allerdings so montiert séass eine Vorzugsrichtung des Kristalls
parallel zur Rasterungsrichtung liegt, da Piezodrift zuee verzerrt abgebildeten Gitter fiihren
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kann (Abb. 2, 4). Dieser Effekt ist abhangig von der Rastgsgeschwindigkeit. Will man ihn
ahnlich gering halten wie bei der Abbildung von Proteintalien (Zeilenfrequenz der GréRenord-
nung 5-10 Hz), kommt man bei dem kleineren Rasterungslebeicatomarer Auflésung schnell
in GrolRenordnungen Uber 50 Hz fir die Zeilenfrequenz, wasrugsmstanden bereits Artefakte
(Oszillationen) zur Folge haben kann.

1.2.2 Eichstandards fiir axiale Kalibration

Neben speziellen Halbleiter-Eichstandards mit Stufeehdlon 25 bis 500 nm (z. B. von Silicon-
MDT) stehen atomare Stufen (bzw. deren Vielfache) von Glen(t,0 nm) und Ubergangsmetall-
dichalkogeniden (Abb. 5, 6) zur Verfigung. Beim Spalten Sehnichtkristalle erhalt man atomar
glatte van-der-Waals-Oberflachen mit gelegentlichen atemStufen.

Korrosionsdefekte auf Kristallen von Ubergangsmetalidikogeniden eignen sich sehr gut fiir
die vertikale Kalibration des Scanners (z. B. Mg T®ller und Engel, 1997). Misst man auf
diesen Oberflachen in Elektrolytldsung, so zeigen sich r&tanden Defekte wachsenden Aus-
malies, die Stufen einer oder weniger Kristall-Schich&hdiilden. Bei den drei hier verwende-
ten Substanzen (ReSaNSe, WTe,) zeigte sich dieser Korrosionseffekt in Elektrolytlosung
bei WTe, (Abb. 5). Dies ist dadurch zu erklaren, dass sowohl Wale auch MoTe von ihren
elektronischen Eigenschaften her metallischer Natur, sid@hrend ReSeund WSe Halbleiter-
Eigenschaften aufweisen (Parkinson in Colton et al., 1998)
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Abbildung 5: Wolframditellurid (WTe). A: atomar aufgeldste Aufnahme in 100 mM K@&: Oberflache
nach 24 h Inkubation in KCI-Lésung (4C), Ubersichtsaufnahme: deutliche Defekte durch Korrgsio
C: hoher aufgeldste Aufnahme am Rand eines solchen Defekeskaitnbarer Auflésung des Kristallgitters
auf der FlacheD: Oberflache nach 4 h Inkubation in KCI-L6sung (2B): es sind nur noch kleine Inseln
der korrodierten Schicht Ubrig, deren Hohe der Schich&diabn einer van-der-Waals-Liicke zur nachsten
entspricht (7,04 A).
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Abbildung 6: Stufen verschiedener Schichthalbleiter, aufgenommenemém ziemlich dekalibrierten
Scanner (DI).A: ReSe, SFM-Bild und Linienprofil daraus, aufgenommen in 100 mM Ki@ch 6 h
Inkubation im Elektrolyten (Raumtemperatur). Keine Ambhein von Korrosion. Messwert Stufenhdhe:
7,9 A (Lit.: ¢ = 6,72 A). B: WSe,, SFM-Bild und Histogramm der Topographiewerte, aufgenamrim
Luft. Stufenhdhe (Mittel): 23 A, also 3 Schichten (Lit.= 6,48 A). C: WTe,, SFM-Bild und Histogramm,

in 100 mM KCI gemessen nach 24 h Inkubation°@), mit atomarer Stufe entsprechend einer Schicht
sowie deutlichen kleinen Korrosionsdefekten. Stufenh@hittel): 8,3 A (Lit.: ¢ = 7,04 A). Kantenlénge
SFM-Bilder: A: 500 nm, B: 600 nm, C: 500 nm. Die Abweichung wien jew. Literaturwerten liegt bei
allen drei Messungen bei etwa 18 % (Messung A allerdings mauscht fir eine statistische Auswertung).
Der neue Scanner war nach der Lieferung nur grob justierti@ound 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 izwerschiedenen Instrumenten
aufgenommen (Kapitel Grundlagen & Methoden 1, Projekte gebnisse 3Digital Instruments
Multimode Kapitel P&E 2: TopoMetrix Discoveret

Das System TopoMetrix TMX 2010 mit Elektronikeinheit ECU#® (damals Topometrix, Darm-
stadt) stand mit zwei verschiedenen Kraftmikroskopen zrfddung: Ein Messkopf mit Raste-
rung des Sensors (,Explorer”) fur sperrige Praparate undv@sskopf mit separater Scanner-
Einheit fir Rasterung des Praparats (,Discoverer”). Bgplorer war mit einem Scanner fur
Messungen in Flussigkeit ausgerustet (Modell 5550-0Q, ¥30 pm, z: 12um) und wurde nur
fur Vorversuche eingesetzt (s. 1.3.2). Fir @@scovererstanden ein fur hochauflosende Messun-
gen bestimmter Scanner auf der Basis eines segmentiertaeipiezos (Modell 5310-00, x,y:
7 um, z: 2 um), sowie zwei Scanner nach dem Dreibein-Prinzip zur Venfigg(Modell 5590-
00, x,y: 70um, z: 12 um; Modell 5320-00 TrueMetrix, X,y: 7@m, z: 10um). Letzterer ist
mit Linearisierung (automatischer Korrektur der Piezftflausgerustet, die ber Dehnungsmess-
streifen funktioniert. Die Abtastfrequenz des DSP-Boanddvlessrechner betragt etwa 50 kHz,
dessen Aufldsung 16 bit. Die Software fur den Messrechndy]LaB Version 4.0, lauft unter
Windows 3.1. Die Kontrollelektronik ECU-Plus wurde mit eirPlatine ausgestattet, auf der eine
analoge PID-Regelung (Proportional-Integral-Diffei@iRegler) fur den Piezohub integriert ist.
Alternativ konnte aber auch die in der Mess-Software (@arsion 3.06) implementierte digitale
Regelung eingesetzt werden. Angesichts der Mangel beniglauschen und Schwingungsan-
falligkeit war die Regelung hinsichtlich der Auflésung nidfegrenzend, so dass hier kein grol3er
Unterschied festzustellen war.

Die erhéhte Schwingungsempfindlichkeit d2iscovererist teilweise durch das Gehause bedingt
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(mehrere groR3flachige diinne Bleche) sowie durch die Auflnégddrei Flachstahl-Stabe), wo-
durch Gebaudevibrationen eingekoppelt werden (Resoraxiama zwischen 0,8 und 3 kHz). Die
kurzen und starren Gummiseile der Aufhangung fihren zukeinsreichenden Abkopplung. Au-
Berdem liegen die Piezoscanner (Rohrenpiezos) frei, diekSRiezos sind nur unvollstandig und
dunnwandig gekapselt, was erhodhtes breitbandiges Grusciian zur Folge hat. Trotz schwin-
gungsgedampfter Arbeitsplatte und Schallschutz hat dasoB@auschen bei aufliegender Spitze
fast dieselbe Amplitude wie beim freien Balken. Fur molekealAuflésung ist erfahrungsgeman
eine Dampfung auf ca. ein Drittel der freien Amplitude edferich. Weitere Quellen mechani-
scher Instabilitat sind in der teilweise mangelhaften Bréa feinmechanischer Teile zu sehen:
Die Mikrometerschrauben fir manuelles und automatisctezsderfahren des Messkopfs sowie
die Einstellschraube fir den Photodiodenschlitten Ieieicht aus, da hier verschieden harte Ma-
terialien verwendet wurden (Stahlschrauben in Messinggism ohne weitere Fihrung bzw. Sta-
bilisierung). Dies hatte nach etwa zwei Betriebsjahrerhauckartige Bewegungen bei der auto-
matischen Anndherung des Messkopfs an das Praparat zex [BegPhotodiodenschlitten besitzt
nur auf einer Seite eine Schwalbenflihrung, wird aber vorFaststellschraube von dieser weg
gegen die Gehausewand gedrickt, so dass die Fuhrung samgam Eenn hat. Der Schlitten lauft
entsprechend unsauber und scheint Uberdies nach deruhgsir kriechen (Feder und nicht be-
sonders praziser ,Feintrieb”). Der Uber piezogetriebeclrimotoren bewegte Verschiebetisch
fur den Scanner leiert nach kurzer Zeit aus und wackelt dasnim Millimeter-Maf3stab, mus-
ste daher haufig komplett zerlegt und neu justiert werdemn. MDeorbetrieb bringt hier also nur
Nachteile gegeniiber einem manuell zu justierenden Krsalztiblicher Bauart.

Rauschen in der Detektionseinheit entsteht zum einen in rdénin VA-Stahl gefrasten Kanal
fur den Laser-Strahlengang, hier war ein hoher Streuledepfestzustellen. Weiterhin tritt Mo-
denrauschen der Laserdiode bei Temperaturen Ube€ Zuf. Die im Messkopf befindliche Be-
leuchtung (Gluhlampen!) fir die eingebaute Videokameratéileider zu einer betrachtlichen
Aufheizung des Messkopfs tber 3G und konnte nicht vollig abgeschaltet werden, was im tb-
rigen auch erhebliche thermische Drifteffekte nach siap 20a auRerdem der Laser-Strahl nach
der Reflexion nochmal am Strahlteiler umgelenkt wird (eihmahr als beim DI MMAFM-2),
geht sehr viel Intensitat verloren, was sich ebenfalls nsgg auf das Signal-Rausch-Verhaltnis
auswirkt. Lichtstreuung an Inhomogenitaten des Puffelfiefglich stellte angesichts des langen
Lichtweges in der mitgelieferten Flussigkeitsmesszalld (3.4) eine weitere Quelle flir Rauschen
dar.

Bei digitaler Regelung war die maximale Piezospannung ial@xRichtung nicht beliebig ein-
stellbar, es konnte nur zwischen ,low gain“ und ,high gaiffaktor 2) gewéhlt werden. Die
Skalierung der 16 Bit Auflosung des A/D-Wandlers auf eineradegrof3en maximalen Hub be-
deutet gerade bei kleinen Korrugationen oder Scannern moi$egn maximalem Hub eine Ver-
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Edelstahl Edelstahl

Plexiglas-
Fenster

Tantal
A
: iy

Sensor |

Praparat

Piezo-
Scanner

Abbildung 7: Versuchsaufbau mitopometrix DiscovererOben links: geanderte Aufhangung des Kraft-
mikroskops mitttels Silikonschlauch an mit Plastillin e¢hgungsgedampften Mdbelbeine®:;, Binokular
fur Justierungsarbeitek: Messkopf,M: Metallblock als Basis fiir Scanner und Messkopf (oben reshts
der Metallblock bei abgenommenem Messkopf mit dem fest iradanh Scanner sichtbarg: Scanner mit
PréaparatV: Videomikroskop fiir die Betrachtung des Préapardts.Aufbau der in den Messkopf passen-
den Sensorhalterung fir Messungen in Flussigkeit (Eigedbd.inder). Photos: U. Weiland, A. Linder;
Zeichnung: A. Linder.
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schwendung und es ergeben sich deutliche QuantelungddeteNach Umristung auf die analog
regelnde ECU-Platine wurde der maximale Hub und damit dienditzung der 16 Bit Auflésung
automatisch eingestellt (optimal ware eine manuelle Eltsrkeit gewesen, da fur die automa-
tische Einstellung eine nicht kontrollierbare diagonasstrungsbewegung ausgefihrt wird, die
u. U. das empfindliche Praparat bereits vor der eigentli€astierung beschadigen kann).

An dem DiscovererAufbau wurden umfangreiche Umbauten vorgenommen, daomihte aber
lediglich ein Teil dieser Mangel beseitigt werden (Abb. 7asch 1.3.2 - 1.3.4).

Der Topometrix Explorehat sich als zu anfallig gegen Vibrationen erwiesen und viernden
gegebenen Bedingungen nicht sinnvoll einsetzbar. Dailardise grundsétzliche bauartbedingte
Mangel eine Rolle spielen (z. B. grol3e schwingende Massdjedhaseroptik beim Rastern des
Sensors mitbewegt wird), wurde auf weitere Optimierungerzichtet und dieser Messkopf nur
fur Vorversuche eingesetzt.

Das SystenNanoscopédDigital Instruments, Mannheim) besteht aus einem Krdftoskop mit
Rasterung des Préaparats, Modell ,Multimode* MMAFM-2 (Al#), und dem Nanoscope llla
Controller (Elektronikeinheit). Der Messrechner ist mited Monitoren ausgestattet (fir SFM-
Bild bzw. Steuerungsparameter), die Mess-Software Napesd/ersion 4.31r6, lauft direkt unter
dem Betriebssystem MS-DOS. Die PI-Regelung des Piezobktlgital implementiert (vgl. auch
Flussdiagramm Abb. 8). Die Abtastrate der Analog/Digita#w. Digital/Analog-Wandler des
DSP-Boards betragt 62,5 kHz, die Auflosung 16 bit. Es stammdeéxi Scanner zur Verfigung,
die beide jeweils aus zwei Rohrenpiezos aufgebaut sindsggmentierer Piezo fur x,y und ein
unsegmentierter fir z, Abb. 9 D). Der E-Scanner (AS-12, 19:um, z: 2,5um) ist fur hoch-
auflosende Messungen an rekonstituierten Proteinen bexsogdeignet, sein lateraler Hub ist
aber noch groR genug fur Ubersichtsaufnahmen der jewriRyéparation; die Scannereinheit
ist mit zwei justierbaren Auflageschrauben fur den Messleaplie einer dritten fir Motorbe-
trieb ausgestattet. Der JV-Scanner (mit ,vertical engages-130, x,y: 125um, z: 5pum) ist
universell einsetzbar, die Scannereinheit besitzt einehldieik fur exaktes automatisches Herun-
terfahren auf die gewlinschte Stelle des Praparats ohrielsait Versatz, daher ist auch keine
manuelle Justierung der Neigung des Messkopfes nétig.eBeidnner sind gekapselt und gegen
das Gehéause mit Silicon gedampft. Fur die Auswertung deldBien steht zusatzlich eine spe-
zielle Version deMNanoscopeSoftware (Workstation-Version 4.42r1) zur Verfligunge dur die
Offline-Bildverarbeitungsfunktionen enthélt und die beidarf auf einem separaten Rechner unter
Windows NT 4.0 betrieben werden kann.

FUr die Messungen an Zellen wurden oxidgesch&#asorspitzeaus Siliziumnitrid von Park
Scientific Instruments (MSCT-AUNM, ATOS, Pfungstadt) ammmgelformigen goldbedampften
Federbalken (Lange: 32@m, Dicke: 600 nm) mit einer Federkonstanten von 0.01 N/m eerw
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det. FUr die meisten anderen Messungen wurden oxidgesepgramidenformige Siliziumnitrid-
spitzen an einarmigen goldbedampften Federbalken (OMCBE&RPSA, Lange: 200m, Dicke
800 nm, Federkonstante: 0.05 N/m; Olympus, Japan) vervendsliglich fir Messungen an
Membranpraparationen (Purpurmembran) wurden Sensoes@in triangelférmigen Federbalken
(OMCR-TR400PSA, Lange: 100m und 200um, Dicke: 400 nm, Federkonstante: 0.02 N/m und
0.09 N/m, Olympus) verwendet.

Feedback Loop
Contact Mode

Microscope

Error Signal

qgov -
Q 4
Controller +220V |

16 bit

Computer

Abbildung 8: Flussdiagramm der digitalen Pl-Regelung des PiezohubB. (8jgnale der) Segmente des
Photodetektors (Quelle: Digital Instruments, SPM Trajniiotebook).
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Scanned Sample SPM (DI MultiMode SPM )

Labels

1 - Laser

2 - Mirror

3 - Cantilever

4 - Tilt Mirror

5 - Photodetector

D Typical scanner piezo tube and X-Y-Z configurations,
AC signals applied to conductive areas of the tube create
piezo movement along the three major axes.

Z
Metal
Electrode

Piezoelectric
Material

Gnd

Abbildung 9: A: Digital Instruments Multimod&FM, B: Sensorhalterung aus Glas fir Messungen in
Flissigkeit,C: Aufbau MesskopfD: Schemazeichnung Scanner. Quelle: Digital Instrumentd] BiRi-
ning Notebook.

28



GRUNDLAGEN UND METHODEN 1 Rasterkraftmikroskopie

1.3.2 Reduktion von akustischem und optischem Rauschen

Der Dampfung bzw. Abkopplung von Gebaudevibrationen urthadie durch Aufziige, Zentri-
fugen, Ventillatoren, Umluft, Menschen etc. verursachtdea, kommt bei einem hochauflésenden
mechanischen Messverfahren wie der KraftmikroskopieraEnBedeutung zu.

Da kein ruhiger Raum im Keller zur Verfigung stand und da digirmale Aufbau de§opometrix
Discovererziemlich anféllig fur akustisches Rauschen bzw. Gebalationen ist, waren ins-
besondere bei diesem Instrument umfangreiche MaRnahméfizationsdampfung erforderlich
(Abb. 7). Der Stahlklotz, der Scanner und Messkopf tragtdewaus der zugehdrigen Aufhan-
gung an drei Flachstahl-Staben im Originalgehause genonume stattdessen an drei fest auf der
Arbeitsplatte verschraubten Mdbelbeinen (Heimwerkekin@bi) aufgehéngt. Letztere wurden
innen und auf3en mit einer massiven Schicht Knetmasse géd®reurspringlichen Hartgummi-
Riemen der Aufhangung wurden durch Siliconschlauch ersé¢z durch seine viskoelastischen
Eigenschaften eine bessere Schwingungsdampfung lefstiétdiese Weise konnten zwei Reso-
nanzmaxima bei 1,0 - 1,2 kHz gegenuber dem ursprunglichdoafiwum zwei Grol3enordnungen
verringert werden. Bei dem voéllig ungeschitzten Rohremseakonnte eine gewisse Verbesse-
rung der Rauschanfalligkeit durch einen zwischen BasisSgahnerkopf eingeklemmten dicken
Silikonschlauch erreicht werden. Als Arbeitsplatte fuindgiscoverer und Explore-Messplatz
wurde ein schwingungsgedampfter Lasertisch auf Drudbdsiis verwendet. Zur Verbesserung der
Schallisolierung wurde der Metallkafig, in dem der Laseltistand, innen mit Noppenschaumstoff
ausgeschlagen sowie vorne ein ,\Vorhang“ aus einer Lage &ltgghaumstoff und einer Lage Lin-
oleum angebracht. Die Blechverkleidung des Kéafigs wurdemadiBchendeckend mit 1 cm dicker
Wellpappe beklebt.

Zur Verringerung des Rauschens der Detektionseinheit Bepometrix Discoverewurden alle
reflektierenden Oberflachen in der Umgebung des Laserstsghlwvarz lackiert. Damit konnte
das Hintergrundrauschen im Photodetektorsignal betiélaivierringert werden, ebenso das Rau-
schen der Laserdiode aufgrund von RuckkopplungseffeldsrStreulichts. Aul3erdem wurde der
Lichtweg in Flussigkeit verkirzt (s. 1.3.4). Die Gluhlamgen Messkopf, die zu einer inakzepta-
blen Aufheizung fuhrten (s. 0.), wurden entfernt, die elrayge Videokamera durch ein Binokular
ersetzt (letzteres wurde mit einer Filterscheibe zum Schart austretender Laserstrahlung ausge-
stattet).

Das Digital Instruments Multimodest bauartbedingt weniger anfallig gegen mechanische Sto-
rungen. Es wurde ebenfalls auf Ebene 9 des Labortrakteeletrund ermdglichte im Gegen-
satz zumTopoMetrix Discovererzuverlassige und reproduzierbare hochauflosende Messunge
Hier wurde die Abkopplung von Gebaudevibrationen durchd¢aden Aufbau bewerkstelligt: Auf
einen ca. 1 rgroRen Styropor-Block wurde eine passende Sperrholegjategt und darauf eine
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Sandkiste aus Holz auf vier kleinen Fahrradschlauchermgglan der Sandkiste befand sich eine
massive Arbeitsplatte aus Stein. Auf dieser Arbeitsflaabrenke das Multimode auf zwei Arten
gelagert werden: Zum einen stand hier der mitgeliefertdoAufmit dem Videomikroskop zur Be-
obachtung des Praparats (kleine Steinplatte auf Silikeeriitals Unterlage fir das Kraftmikroskop
mit einem Stativ fUr die Videokamera). Waren das Préapardtden Messlaser justiert, konnte das
ganze Kraftmikroskop vorsichtig in eine daneben auf vidiéiiiaus Knetmasse aufgebaute Styro-
porkiste gestellt werden (Kuhl-Versandkiste fur Laboroiialien). Darin befand sich unten eine
Lage Quarzsand und darauf der mitgelieferte silikongetadéntersatz fur das Mikroskop. Wur-
de die Kiste wahrend der Messung mit einem Deckel versaobilpssedeutete dies eine wirksame
Abschirmung von Schall sowie eine zusétzliche Vibrati@mohung.

1.3.3 Visualisierung des Objekts

Sowohl fir denT.-Discovererals auch fir da®Il-Multimode stehen Videomikroskope zur Ver-
fugung, mit denen jeweils durch ein Fenster im Messkopf &ehgp und Préparat von oben be-
trachtet werden kdnnem{scoverer A-Zoom, Ready Products Corp., USA mit 10x Apochromat-
Objektiv, Mitutoyo, JapanMultimode 10x Objektiv und CCD-Kamera, Nikon, Japan). Die zu-
satzlich im urspringlichen Aufbau integrierte kleine \Gtamera fur schrag seitliche Kontrolle
der Justierung beirdiscovererwurde nicht verwendet. Da die Videomikroskope mit Auflicht-
beleuchtung funktionieren, wurde eine verspiegelte Uager fir die Visualisierung von Zellen
verwendet (5.1). In Verbindung mit der linsenférmigen P\/Bghicht des Substratplattchens und
einer Uber dem Objektiv behelfsweise eingeflhrten Blermhate beinDiscovererMessplatz ein
fur die Visualisierung lebender Zellen befriedigender #ast erreicht werden.

Der Topometrix Explorekann auf einem inversen Mikroskop (Axiovert, Zeiss) getagesrden
(Betrachtung des Praparats von unten) und besitzt zud@ine eingebaute Videokamera fur
Justierungszwecke.

1.3.4 Messungen in Flussigkeit

Beim Topometrix Discoverebesteht die mitgelieferte geschlossene Flissigkeitsskédle aus
rostfreiem Stahl, die mit Gold beschichteten Sensor-Csiipd mit leitfahigem Kleber auf Stahl-
plattchen befestigt und werden damit an einem Magneterrtiixigie verstarkte Korrosion auf-
grund der leitenden Verbindung mehrerer mit wassrigerdPdung in Kontakt stehender Metalle
kann zur Ausfallung von Eisen(lll)-Verbindungen niedngejslichkeitsprodukts fihren, wie zum
Beispiel Eisen-Hydroxid, -Karbonat, -Phosphat, die sishNiederschlag auf der Oberflache des
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Objekts bemerkbar machen kénnen und damit die Auflosung asmsivhg heruntersetzen. Au-
Berdem fuhrt die erhdhte Konzentration streuender Paitilaer Losung zu erhéhtem Rauschen
in der Laser-Detektionseinheit fur die Federbalken-Anisleng. Aus diesen Grinden wurde ei-
ne vollig neu konstruierte Flissigkeitszelle notwendigiEeption: Achim Linder, Ausfihrung:
Feinmechanikwerkstatt der Universitat Konstanz; AbbAlle Stahlteile wurden durch optimierte
Teile aus Tantal ersetzt. Dieses Metall ist billiger algiR|ainfacher zu verarbeiten als Quarz und
hat eine sehr viel geringere Korrosionsrate als der restfrStahl und die anderen Metalle (z. B.
Magnet fur die Halterung des Sensorchips) in der mitgeliefeFlussigkeitszelle. Der Sensor-
Chip wurde mittels einer Klammer aus 12ih dickem Tantalblech an den aus Tantal bestehenden
Sensortrager befestigt. Der Trager wurde an der Kontak#lédt Furfurylalkohol-Harz beschich-
tet, um eine leitende Verbindung Gold-Tantal zu verhindddas Quarz-Fenster fir den Eintritt
des Laserstrahls der Detektionseinheit wurde durch esmRriaus Plexiglas ersetzt. Damit ist der
Puffer nur noch in Kontakt mit Tantal, Plexiglas, dem Sensw dem Praparat. Verglichen mit
dem Original-Aufbau wurde damit auch die Lange des Laseltlweges im Puffer um eine Gro-
Renordung verklrzt und somit durch Lichtstreuung an Infgenaéten des Puffers verursachtes
Rauschen reduziert. Es ist nur noch ein kleiner TropfendPuiivischen Praparat und Sensorhal-
terung/Fenster notwendig (Messung am ,hangenden Tropferds auch die Gefahr von Kurz-
schlissen am Piezoscanner durch auslaufenden Puffeictidhetabsetzte. Bei Bedarf konnte mit
Hilfe einer Gber den Scanner zu stilpenden becherformitjesigkeitszelle (Eigenbau A. Linder)
aber auch in grof3eren Volumina bzw. in Flissigkeiten ngearOberflichenspannung gemessen
werden. Letztere besteht aus zwei Polycarbonatzylindednainer dazwischengeklemmten fle-
xiblen Membran, so dass das eigentliche Gefal3 nicht auf demrerkopf gelagert werden muss
und damit nicht zu einer Vergrél3erung der Masse desselbgadie

Der Topometrix Explorewar mit Flissigkeitsscannern mit integrierter Sensoehnaftg und Laser-
Fenster ausgerustet.

Die Flussigkeitszelle deBigital Instruments Multimod€Abb. 9 B) besteht im wesentlichen aus
einer Glasplatte, in die ein Haltebligel mit Feder (vergdltie den Sensorchip sowie Kanéle fur
Zufuhr und Absaugen von Flussigkeit integriert sind. Siarkan Verbindung mit einem Dich-
tungsring und einer ebenen Unterlage als geschlossensidléiszelle oder alternativ ohne die
Dichtung als Sensorhalterung mit Laser-Fenster fur offdassung im ,hangenden Tropfen® ver-
wendet werden.
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2 Substrate fur SFM an biologischen Materialien

2.1 Glimmer

Das Schichtmineral Glimmer (siehe z. B. Colchero in Coltbale 1998) ist ein sehr weit ver-
breitetes Substrat fur kraftmikroskopische Untersucleangla es sich sehr einfach spalten lasst,
wodurch eine saubere und atomar glatte Flache freigeledt auf der das zu untersuchende Ma-
terial adsorbiert werden kann. Die in neutraler wassrigesung negative Oberflachenladung von
Glimmer kann Probleme bei der Adsorption negativ gelad&federialien bereiten. In gewissen
Grenzen (Empfindlichkeit biologischer Materialien) l&sish dieses Problem durch Anwesenheit
divalenter Kationen oder durch Modulierung des elektittsthen Terms der DLVO-Kraft durch
Erh6hung der lonenstarke auch mit monovalenten KationremuyiDominanz der van-der-Waals-
Attraktion Uberwinden (z. B. Miiller et al., 1997; Butt, 139 & 1992).

Als Unterlage fur Glimmer wurde in dieser Arbeit eine teiditalline Polyetheretherketon-Folie
(PEEK) verwendet. Dieses relativ harte, chemikalien- updrdlyseresistente sowie thermisch
stabile Material stellt sicher, dass keine Kontaminatioimeden Messpuffer gelangen und kein
nennenswertes Kriechen durch thermische Ausdehnungteuftul3erdem ist die mit Detergenz
gereinigte Folie einigermal3en hydrophob (Puffertroptarftinicht ber den Rand des Substrat-
plattchens). Ein passendes Stick wurde auf ein zur maghetig=ixierung auf dem Scanner beno-
tigtes Stahlplattchen geklebt (HeiRkleber, System Miatiroxxon). Glimmerscheiben wurden
mit einer scharfen Schere in Stlickchen von maximal 5 mm Kdémge zugeschnitten. Dabei
wurde darauf geachtet, dass die Schnittkanten zwecks §ptdtbarkeit glatt und nicht zerfranst
oder eingerissen waren. Der Glimmer wurde mit Zweikompterddeber auf den PEEK-Film
geklebt. Durch Spalten des Glimmers mit Klebefilm erhalt rmensauberes, adsorbatfreies und
atomar glattes Substrat.

2.2 Glas

Glas (siehe auch Butt in Colton et al., 1998) wurde in diegees nur fur Zellkulturen verwendet.
Runde Deckglaschen mit einem Durchmesser von 9 mm wurdenZzueck der Reinigung 20
min lang in rauchender Salpetersaure gekocht, nach demhidakinehrmals in Wasser gesplilt
und in ddHO autoklaviert. Vor Gebrauch wurde die bendtigte Anzahl ackgylasern aus dem
GefalR genommen, getrocknet, einzeln in eine Halterungegdestind so nochmals autoklaviert.
Die Standard-Beschichtung erfolgte durch Aufbringengifr®pfens einer Polylysin-Lésung (200
ng/mlin PBS) auf jedes zweite Deckglas, darauf wurde ein tegddeckglas gelegt (Sandwich).
Nach Inkubation fur 1 h bei 37C in einer feuchten Kammer wurden die Deckglaser mit gdH
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aufgeschwemmt, danach auf gleiche Weise mit Laminin bebktdti (Lamininlésung 2@g/ml in
0,8 mM Tris; 2,4 mM NaCl; pH 7,4) und wieder fir 1 h bei 3Z inkubiert. Dann erfolgte Waschen
in PBS und Aufbringen der Zellsuspension (s. Zellkultur)r Einige Messungen wurden nur mit
Laminin beschichtete sowie unbeschichtete Deckglaseveratet (s. Ergebnisse).

2.3 Polymersubstrate flr biologische Materialien
2.3.1 Substrate aus Polyvinylphenylketon (PVPK)

PVPK ist ein amorpher Feststoff mit einem Schmelzpunkt vbn84°C (Angabe des Herstellers).
Festes und geltstes PVPK wird gewdhnlich als polymererd2eossitizer verwendet (Daly, 1987).

Als Unterlage fir PVPK wurden zunachst diinne Plattchen alys®rol mit einer Dicke von et-
wa 0,5 mm hergestellt, indem geschmolzenes Polystyrolcheis zwei Deckglasern gequetscht
wurde. Diese etwa 1 chrgroRen Plattchen wurden nach Abnehmen des oberen Dedhkglésc
abermals, zusammen mit einem kleinen Stiick PVPK auf deeMi#t Plattchens, geschmolzen.
Das ziemlich sprode PVPK erfordert als stabilisierendesdatie ein Material mit &hnlichem ther-
mischem Ausdehnungskoeffizienten. Nach dem Abkuhlen aufrfR@mperatur bildet das PVPK
mit Polystrol ein festes Verbundmaterial und die PVPK-GEehe kann direkt mit Laminin be-
schichtet werden. Dies geschah durch Aufbringen einesf@nggeiner wassrigen Lamininlosung
(20 ug/mlin 0,8 mM Tris; 2,4 mM NacCl; pH 7.4) und Inkubation fir 1 kit87°C. Danach konn-
ten auf diesem Substrat Zellkulturen angelegt werden. etkrdftmikroskopische Untersuchung
wurden die Substratplattchen auf den verspiegelten Ratgigiger (siehe 5.1) oder nur auf eine
Unterlage aus Stahl geklebt, um deren Befestigung am Scanreemoglichen (Abb. 10).

2.3.2 Substrate aus Furan-Polymer (FP)

Harze aus 2-Furanmethanol sind besonders geeignet zuelarg von Substraten fur rasterkraft-
mikroskopische Untersuchungen. Das Monomer polymetis@rntan bei Saurekatalyse (Gan-
dini, 1987). Die hierfur verwendete Saure sollte gut in dearH6sbar sein und darf bei der
Reaktionstemperatur nicht verdampfen. Die Verwendungdailhaltiger SGuren muss vermieden
werden, da in dem Harz Formaldehyd als Zwischenproduktidghivird. 2-Furanmethanol ist
eine Flussigkeit (und ein gutes Losungsmittel), so das¥Kdiedensationsreaktion ohne Zusatz
eines weiteren Losungsmittels durchgefuhrt werden kams.i2i der Polymerisation entstehende
Wasser verdampft wahrend des Prozesses, vorausgese®dlgererfilm ist dinn genug. Durch
das schnelle Entweichen von Wasser wird das Polymer sehp&kinund bildet eine sehr glatte
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Abbildung 10: Polymer-SubstrateA: Chemische Struktur der Furanharz-Monomere und des Furanpo
lymers (FP). Monomer: 2-Furanmethanol. Ko-Monomere: Rysandimethanol, Phenylendiamin, Harn-
stoff, BrenzkatechinB: Chemische Struktur von Polyvinylphenylketon (PVPK). Skizze der Polymer-
Substratplattchen. (Zeichnung: A. Linder, H.-J. Apell).

Oberflache, wenn man den Polymerfilm auf Glimmer als Unterlagystellt. Die Chemie der Po-
lymerisation von Furanharzen ist ziemlich komplex und veurdmehreren Arbeiten beschrieben
(Ubersicht in Gandini, 1987; McKillip, 1989). Die Stabditdes Riickgrats des Homopolymers
von 2-(Hydroxymethyl)-Furan (Furfurylalkohol) erklaith aus den ausgedehnten Systemen kon-
jugierter Doppelbindungen, die sich bei der Polymerisabiden und die auch die dunkle Farbe
des Produkts erklaren. Eine hohe Konzentration des biioméien Monomers fuhrt zu einer ho-
heren Anzahl an Etherbricken, was die Stabilitat des Grenidgs und die Polaritat des Harzes
verandert. Wahrend des Aushartungsvorgangs werden aleig&therbriicken bei Abspaltung
von Formaldehyd in Methylenbriicken umgewandelt. Das Flateieyd kann zusatzliche Querver-
netzungen bilden und wird auch zur Integration der Ko-Moamann das Harz bendétigt. Durch die
dichte Vernetzung ist das Polymer in den meisten Lésungasimiinléslich und zeigt kein Quellen
in wassriger Losung wie viele andere Polymere, die fur dientrilisierung von Proteinen ver-
wendet werden. Die Oberflache kann durch Behandlung in &hermentladungsréhre hydrophil
gemacht werden, ohne dass sich die Rauhigkeit erhoht. BPahibaus kdnnen Ladungsdichte
und Polaritat durch Einfihrung einer Vielzahl verschiestédo-Monomere wie Phenylendiamin,
Harnstoff, Aceton, Brenzkatechin, Resorcin oder Aminoyite eingestellt werden. Verbleibende
Hydroxyl-, Amino- oder Furfurylgruppen an der Oberflachenkén fur kovalente Modifikation
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genutzt werden. Damit kann die laterale Mobilitat adsatbrdViaterialien im Vergleich zu Glim-
mer betrachtlich verringert werden, was fur die SFM-Abbild im Kontaktmodus von grof3em
Vorteil ist. Brenzkatechin ist deswegen ein interessakt#/onomer, weil es sich sehr gut in
Furfurylalkohol I6st und weil es sich zu dem sehr reaktivélxBenzochinon oxidieren lasst, das
in gepufferten Salzldsungen zu vielen Aminoséaurerestealkate Bindungen bilden kann. Die-
ser Mechanismus ist von dem Polyphenolischen Protein Im:kdais marine Muscheln als Kleber
verwenden, um sich im Meereswasser an Felsen zu befesbgsro-Chinon, das durch Oxidation
von 3,4-Dihydroxyphenylalanin entsteht, verstarkt dib&siven Eigenschaften des Klebers, da es
Querverbindungen mit Lysin und Cystein bildet. Die nichidierte Katecholgruppe des Polyphe-
nolischen Proteins ist ein wirkungsvoller Metallionenieher (Waite et al., 1985). Im Gegensatz
zu Silanen oder Polylysin-Schichten auf Glas, die hydielyszw. durch Desorption verandert
werden kénnen, sind die Ko-Monomere fir die in dieser Arbertvendeten Furan-Polymere fest
in das Substrat eingebunden. Die Monomere sind billig undligi Herstellung der Polymerfilme
wird keine spezielle Ausristung bendétigt.

Zur Herstellung von SFM-Substraten wurden 0,25 mmol 2,&Rdimethanol unter Rihren in

1 mmol Furfurylalkohol gelést. Dann wurdern.3 einer wassrigen 2 M Toluolsulfonsaurelésung
zugegeben. Ein Tropfen der Mischung wurde auf eine frisslpgkkene Glimmeroberflache aufge-
bracht. Uberflissige Lésung wurde wieder abgesaugt, bidiginer Film von etwas weniger als

1 cn? GroRe auf dem Glimmerstiickchen verblieb. Das Ganze wurtde eimem Abzug auf einer
Heizplatte bei 90C behandelt, bis sich die Flissigkeit zu einem harten, sctemaPolymerfilm
umgewandelt hatte. Das bei der Kondensationsreaktiotedetsde Wasser verdampft schnell aus
dem dinnen Film (Dicke kleiner 1Qadm), was uber die Kondensation an einer dartiber gehaltenen
kalten Glasflache beobachtet werden kann.

Nutzliche Modifikationen des Furanpolymers wurden enteittkum ebenso glatte Flachen mit
hoherer Polaritat oder hoherer Reaktivitat fur kovalentebbilisierung zu bekommen:

(1) Phenylendiamin-modifiziertes FF0,2 mmol 2,5-Furandimethanol wurden in 1 mmol 2-Furan-
methanol geldst. Danach wurden 0,1 mmol 1,3-Phenylendiand 0,1 mmol DL-Apfelsauren
Hydroxybernsteinsaure) darin gelostubeiner 2 M wassrigen Toluolsulfonsaurelésung wurden
zugefugt und das Ganze gemischt. Ein Tropfen des Harzesevaurfcein Stlick frisch gespaltenen
Glimmer aufgebracht und 10 min lang auf 9D 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 geldst, 15 mg Harnstoff und AlFormalin (37 %) wurden zugesetzt und geldst. Schliel3-
lich wurden 3,5ul einer 4,45 M Toluolsulfonséurelésung zugesetzt und diétsez wie oben auf
einem Glimmerplattchen polymerisiert.
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(3) Brenzkatechin-modifiziertes FPO,5 mmol 2,5-Furandimethanol wurden in 1 mmol 2-Furan-
methanol gel6st, 0,5 mmol Brenzkatechin wurden zugesettigelost. Schliel3lich wurdend
einer 4,45 M Toluolsulfonsaureldsung zugesetzt, die Misghsofort geriihrt und auf Glimmer
polymerisiert (Polymerisation 1 h bei 9C).

Der FP-Film wurde jeweils mit Epoxidharz-Kleber (Zweikoomgntenkleber) auf ein Stahlplatt-
chen geklebt (Abb. 10). Fur Messungen im ,hdngenden Trédiew. zur Verhinderung eines
Kontakts von Puffer und Stahl wurde zwischen Stahlplatiaihved FP-Film ein Stlick Polypropylen-
Folie oder PEEK-Film geklebt. Danach wurde der Glimmer mtiisg heruntergezogen und damit
die sehr glatte Polymeroberflache freigelegt (Abb. 10 C)e@mtlich verblieb eine Glimmer-
schicht auf dem Polymerfilm; diese wurde mit einer saubeckaréen Klinge an den Randern
umschnitten und mit einem scharfen Wasserstrahl (dopgstilliertes Wasser oder hochreines
Wasser) aus einer Spritze mit hohen Druck entfernt. Dielgndéahe Entfernung des Glimmers
kann leicht durch vorsichtiges Kratzen mit der Klinge am &das Plattchens unter dem Binoku-
lar getestet werden. Membranpraparationen oder Prot@net&n dann durch Aufbringen eines
Tropfens einer wassrigen Suspension bzw. Losung adsboweeden.
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3 Zellkultur

3.1 Goldfisch-Oligodendrozyten

Zellkulturen wurden aus regenerierendem Tractus optiduter Goldfische hergestellt. (Bast-
meyer et al., 1989 & 1994). Zerkleinerte Gewebestiickcheml@muin Leibovitz's L-15-Medium
mit 0,03 % Collagenase und 0,1 % Dispase dissoziiert. Ndalbiation (20 min, 37C) wurde die
Suspension zentrifugiert (200 g, 5 min), in L-15-Mediumugsendiert, nochmal zentrifugiert und
schlief3lich in Ham’s F-12-Zellkulturmedium suspendields 10 % foetales Kalberserum (FCS)
und 0,4 % Methylzellulose enthielt. Die Zellsuspension adeudann auf Laminin-beschichteten
PVPK- und FP-Plattchen oder auf den Ublichen mit Polylysaminin beschichteten Deckglas-
chen ausplattiert. Nach einigen Wochen der Proliferateir2B°C konnte die dicht gewachsene
Schicht von Gliazellen geerntet und erneut auf Glas- odmiarplattchen ausplattiert werden.
Fur Untersuchungen am SFM wurden lebende Zellen aus Kalimeschiedenen Alters in reinem
F-12-Medium gewaschen und in dem gleichen Medium gerastert

Fixierung: Ein Zellkulturplattchen wurde in L-15-Medium gespdilt, daim phophatgepufferter
Salzlésung (PBS), und 3 bis 5 Minuten lang in 1 % Glutaraldéigung (in PBS) fixiert. Unter
diesen Bedingungen blieb die Form der Zelle vollstandigken, wurde aber so steif gemacht,
dass wiederholtes Rastern unter dem SFM mit reproduzi@mb&rgebnis moglich war. Ublicher-
weise werden fur die Fixierung von auf einem Substrat hd&arZellen Inkubationszeiten von bis
zu 1 hin 1 % Glutaraldehylésung (in PBS) empfohlen (z. B. blarlL988), daher handelte es sich
hier um eine relativ sanfte Fixierung.

Zur Entfernung der oberen Membran von Lamellipodien wuide ghartere* Fixierung in 2,5 %
Glutaraldehyd in PBS (langer als 30 min) vorgenommen. Dudiese Behandlung kam es auf-
grund der hoheren Membransteifheit und osmotischen Effeatifgrund des Fixans zum Aufbre-
chen der Membranen, so dass alle Zellbestandteile, di¢ feishan das Substrat gebunden waren,
durch Spulen mit Puffer entfernt werden konnten. Die ossebgn Eigenschaften der Membran
bleiben namlich auch nach der Fixierung teilweise erhalsendass die Membranen auch dann
noch empfindlich gegen Anderungen der Osmolaritat bleiby4t, 1981). Da aber nach Fixa-
tion die Elastizitat der Membran deutlich geringer ist (Hotd Schoenenberger, 1994), kommt es
u. U. zu einem Aufbrechen der Zellen, spatestens beim SpiitefABS nach der Fixation.

3.2 Goldfisch-Fibroblasten

Frische Zellkulturen, die wie oben beschrieben aus demtUsampticus hergestellt wurden, ent-
hielten gelegentlich einige Fibroblasten. Diese konneritseunter dem Lichmikroskop von Glia-
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zellen unterschieden somit gezielt mit dem SFM gerastertiere

Zusatzlich wurde eine Goldfisch-FibroblastenzelllinieA®) aus der ,European Collection of
Animal Cell Cultures® (ECACC; Salisbury, GB) in L-15 mediumit 10 % FCS auf Laminin-
beschichtetem PVPK kultiviert (bei Raumtemperatur). lretgeZellen wurden in serumfreiem
Medium mit dem SFM abgebildet.

3.3 Goldfisch-Epitheliomzellen (EPC)

Zelllinie aus der ECACC. Die Zellen wurden unter denselbediBgungen kultiviert wie die CAR-
Zellen. Lebende Zellen wurden in serumfreiem Medium mit &M abgebildet.

3.4 Maus-3T3-Zellen

Fibroblasten-Zelllinie aus der ECACC. Die Zellen wurdemdiEM-Zellkulturmedium mit 10 %
FCS auf Laminin-beschichtetem PVPK kultiviert (32). 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) gtéolveitgehend nach Forst et al. (1993).
Die wichtigsten Schritte:

Kultur: Fur die Expression wurdeB. coli -Kulturen des Stamms KS 26 verwendet, dem die
AuflRenmembran-Proteine OmpF, OmpC und LamB fehlen, und dedem Plasmid PKS 112,
das die Strukturgene von ScrY und OmpA enthélt, transfizverden war. Die Expression von
ScrY in der Hauptkultur wurde durch Zugabe von IsopropyD-Thiogalactosid und D-Fructose
induziert.

Isolierung der Gesamt-MembranfraktionDie Ernte erfolgte durch Zentrifugation, Waschen in
Préaparationspuffer (20 mM Tris/HCI pH 7,7; 10 mM Mg9Qund nochmalige Zentrifugation.
Danach erfolgte Resuspendierung in PraparationspufférZetiaufschluss in der French Press,
Zentrifugation. Das Sediment | enthalt die duRere Memkd@ninnere Membran und das Pepti-
doglykan.
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Extraktion: Homogenisierung und Extraktion der Membranfraktion eteimit 0,1 % (m/v) Na-
triumdodecylsulfat (SDS) in Praparationspuffer (zweim@ediment Il. Dieses wird wiederum
homogenisiert und mit 2 % (m/v) Genapol X80 in Préaparatioffep extrahiert (zweimal): Sedi-
ment Ill. Wiederum Homogenisierung und Extraktion mit 0,284/v) Lauryldimethylaminoxid
(LDAO) in Praparationspuffer: Sediment 1V, Uberstand Ittgiit ScrY). Homogenisierung und
Extraktion des Sediments IV mit 0,6 % (m/v) LDAO in Prapasaspuffer (ScrY-haltiger Uber-
stand II).

Anionenaustausch-Chromatographider beiden Uberstande: Auftrag auf eine Anionenaustau-
scher-Saule (DEAE EMD Fractogel 650 M, Merck). Waschen n@#®LDAO in Praparations-
puffer: im Gegensatz zu friheren Protokollen (z. B. Forstlgt1993) wurde eine viel grof3ere
Menge Waschpuffer verwendet, namlich statt dem 6- bis BdacSaulevolumen das 60-fache,
um Verunreinigungen durch andere Proteine und Restlipidritfernen. Danach Detergenzaus-
tausch von LDAO zuy3-D-Octylglucopyranosid£-OG) mit 1,2 %3-OG in Praparationspuffer.
Die Elution des Porins erfolgt mit einem linearen Salzgeatién 0 bis 250 mM LiCl (1,2 96-OG

in Praparationspuffer sowie LiCl, 8-faches Saulenvolum@&erY eluierte bei ca. 125 mM LICl.
Die Uberprifung der Qualitat der Fraktionen mit gereimgtScrY erfolgte mittels SDS-PAGE
(Gradienten-Gel, System Phast, Pharmacia). Die Bande eonligt bei ca. 53 kDa, wenn die
Probe gekocht wird. Die porinhaltigen Fraktionen wurdeaiiver Ultrafiltrationszelle aufkonzen-
triert. Somit erhielt man etwa 5 bis 10 mg/ml Protein in 20 mNs7T pH 7,7 / 10 mM MgSQ/
125 mM LiCl/ 1,2 %(3-OG / 3 mM NaN.

4.2 Rekonstitution und 2D-Kristallisation

Der Puffer zur Verdinnung der Proteinldsung ist bei erhdhibetergenzanteil an den Elutions-
puffer der ScrY-haltigen Fraktionen aus der Proteinreingyangelehnt: 20 mM Tris (pH 7,7), 10
mM MgSQ,, 100 mM LiCl, 2 %3-0G.

Die Lipide wurden in vorher ausgegliihte Schliff-Réhrchémgewogen und Stammlésungen in
Methanol (10 mg/ml) angesetzt (Dimyristoyld-Phosphatidylcholin, C14:0, L., = 23 °C,
DMPC undgs-Palmitoyl-y-Oleoyl-L-a-Phosphatidylcholin, C16:0/C18:1,,I,.s = —2 °C, POPC).
Zur Herstellung der Lipid-Detergenz-Lésungen wird jewealne entsprechende Menge davon in
ein frisches, ausgeglihtes Glasrohrchen gegeben und iati®wtverdampfer bei etwa 20 Torr
und 30 - 40°C getrocknet. Anschlielend wird der Lipidfilm in Proteinfeuf allerdings mit 20 %
(-0OG, geldst und anschlieBend mit detergenzfreiem Puffed aang/ml Lipid bzw. 2 %3-0G
verdunnt.

Die Proteinlésung wurde zuachst durch einen Filter der ghisissgrof3e 100 nm gereinigt, um
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Proteinaggregate und Verunreinigungen, die die Rekaonistit storen kdnnen, auszuschliel3en
(Hamilton-Spritzenfilter, Bonaduz, Schweiz; Filtersdde von Whatman, England). Die Re-
konstitutionsansatze wurden dann aus Protein-Detergésang, dem o.g. Puffer und den Lipid-
l6sungen so gemischt, dass sich eine Proteinkonzentraiioft mg/ml ergab. Ebenso wurden die
jeweils gewtinschten Massenverhaltnisse Lipid-ProtePR]Lwurde von 0 bis 1 variiert), sowie
die jeweiligen Anteile der beiden Lipide an der Gesamt-dlipasse eingestellt (DMPC/POPC,
DMPC-Anteil wurde variiert von 100 % bis 40 %). Die Ansétzerden vor Beginn der Dialyse
mindestens eine Stunde lang bei Raumtemperatur aquitibrie

Die Ansétze konnten nun in Mikrodialyse-Buttons (Hamptas&arch, Laguna Hills, CA, USA)

geflllt werden. Es handelt sich hierbei um kleine zylinchis Kunststoffblockchen mit einer Ver-
tiefung fur das Dialysat. Diese werden nach dem Befllleneimiem Stick Dialysemembran
vorsichtig bedeckt (méglichst ohne Blasen), welche mifeHéines O-Rings fixiert und damit

abgedichtet wird (Rille seitlich). Es hat sich bewahrtttsties mitgelieferten Holzstempels die
Membran bzw. den Dichtungsring mittels einer vorne abgeitiemen Plastikspritze mit Gummi-

kolben aufzubringen (Membran leicht ,ansaugen®, auf befiilButton driicken und O-Ring von

der Spritze auf den Button rollen). Die Buttons wurden inrfggpdeckel-Gefal3e mit Dialysepuf-
fer (ca. 10 ml, anfanglich noch detergenzhaltiger Protdfiigp) getaucht, in die jeweils Schlauche
fur Unterschichtung mit neuem Dialysepuffer und Abfuhrwog Puffer durch den Deckel gefuhrt
wurden.

Alternativ zu den Buttons wurden Durchflusszellen (Eigenb& Welte, modifiziert) verwen-
det (Prinzip vergleichbar Jap et al., 1992). Diese bestasneweils zwei Plexiglas-Blocken,
die gegeneinander geklemmt werden kdonnen (auf einem BAddgick mit Edelstahlschrauben).
Der untere Block enthélt die (drei) Durchflusskammern fim @galysepuffer mit jeweils zwei
abschraubbaren Schlauchstutzen. Der obere enthalt passdazu die (drei) Kammern fir das
Dialysat. Die Dialysemembran wird zwischen die beiden B&gespannt, bevor diese gegenein-
ander verschraubt werden und trennt so DurchflusskammeDiahgsatkammer. Beim Montieren
wird darauf geachtet, dass alle Teile sauber sind und die b@men nicht austrocknen kénnen.
Es werden daher bereits vorher die Schlauche fur den Dialys angeschlossen und (anfang-
lich noch mit detergenzhaltigem Proteinpuffer) durchsp8ind die Kammern dicht verschraubt,
wird Uber die obere Offnung jeweils Dialysat zugegeben,Ktienmer mit sauberem Laborfilm
abgedeckt und mit einem Plexiglasdeckel mittels zweier&@dien fest verschlossen. Von die-
sen Dialyseblocks standen vier zur Verfiigung, es konntem B2 Anatze gleichzeitig dialysiert
werden.

Die verwendete Dialysemembran hatte eine Ausschlussguif3gs kDa. Sie wurde jeweils durch
kurzes Kochen in 10 mM NaHCEL6sung und dann in 10 mM NEDTA sowie mehrmaliges
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Waschen in ddkD vorbehandelt (Lagerung danach in 20 % Ethanol).

Bei der Durchflussapparatur wurden jeweils dialysat pro Kammer eingesetzt, die Buttons
wurden mit 30 bis 5Ql Dialysat befullt. Die Blécke wurden seitlich in ein therstatisierbares
Wasserbad gelegt (Membran senkrecht), damit sich evtl.bli@sean in den Durchflusskammern
nicht unter der Membran sammeln konnten. Die Gefal3e mit dgtoBs wurden ebenfalls in
das Bad gestellt. Das Wasserbad, ein ausrangiertes PGR-@etogene Il, Grant Instruments,
UK), ist programmierbar, das heil3t durch Verkettung voreEiprogrammen kann der komplette
bendtigte Temperaturverlauf samt den Temperaturrampssmazmengestellt werden. Die Dialyse
wurde bei 20 C gestartet (12 h), dann erfolgte eine Temperaturrampe3i&sh (8,5 h), dann Dia-
lyse bei 37C (20 h), eine Temperaturrampe nact@08,5 h), und schliel3lich wieder Dialyse bei
20°C (etwa 20 h). Der Temperaturverlauf wurde zu Kontrollzweetliber einen Temperaturfihler
mittels eines Schreibers aufgezeichnet. Es wurde aul3edteuswirkung eines zweiphasigen
Temperaturverlaufs (20— 37° — 20°— 37° — 20°C; 70 h) auf Rekonstitution und Kristalli-
sation getestet.

Der Dialysepuffer wurde Uber peristaltische Pumpen (@ilgliniplus 2) aus dem Depotgefald zu-
gefuhrt. Er enthielt zuletzt 20 mM MES/pH 6, 100 mM LiCl, 80 mMQCl, und 3 mM NaN.

Im Laufe dieser Arbeit wurde der pH-Wert zwischen pH 6 (20 mM$), pH 7 (20 MM HEPES)
und pH 8 (20 mM Tris) variiert, die Konzentration von MgGwischen 2 mM und 80 mM. Die
Durchflussrate pro Zelle bzw. Button (0 betrug 0,1 bis 0,15 ml/min (also 2 bisg@min pro 1

ul Dialysat), zuletzt 0,13 ml/min.

4.3 Elektronenmikroskopie

Zur schnellen Qualitatskontrolle der verschiedenen Rsfifoionsansatze wurden direkt nach der
Dialyse Proben nach dem Negativkontrastierungsverfatm@pariert und am Transmissionselek-
tronenmikroskop durchgesehen (Kuhlbrandt, 1992). Daheden die Grol3e der Vesikel, die
Dichte an Protein in der Membran (reine Lipidvesikel oderhtlimit Protein bepackte?), An-
wesenheit von ,Zwiebelschalenstrukturen® (zu viel Ligid®nwesenheit von Verunreinigungen,
kleinen Partikeln bzw. Mizellen (Dialyse vollstdndig?) duRroteinaggregaten registriert. Auch
das gereinigte und in Detergenzlésung aufbewahrte Prateide auf Aggregate untersucht, die
die Rekonstitution stéren kdnnten.

Fur die Adsorption der Vesikel wurden mit Formvar befilmtedumit Kohlenstoff bedampfte
Netzchen verwendet. Da der Kohlefilm mit der Zeit hydrophatdywurden die Netzchen vor
Gebrauch 15-30 s in einer teilevakuierten Glimmentladkagsner behandelt (Plasma Cleaner/-
Sterilizer PDC-3XG, Harrick). 1,nl Dialysat wurden zur Adsorption auf das Netzchen gegeben,
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nach 45 s wurde das Netzchen mit dieser Oberflache tUber zegierr Wasser und einen Tropfen
Uranylacetatlosung (2 %) gezogen (Waschen). Danach wwadgdNétzchen auf einem zweiten
Tropfen Uranylacetatlésung 10 bis 20 s lang inkubiert. R Kontrastierungslosung wurde
dann auf einem Filterpapier abgesogen. Die abgetrockrirtgrarate wurden an einem Elektro-
nenmikroskop (Zeiss EM 900) bei 50 kV und 12000- bis 500@bvéa VergroRerung mikroskopiert
und photographiert.

5 \Vorbereitung von Praparaten fur das SFM

5.1 Zellen

Zellkulturen (s. 0.) wurden aus der Zellkulturschale genmman und in dem jeweiligen Medium
(frisch, ohne Serum und ohne Methylzellulose) gewaschantuken auf Deckglaschen wurden
auf einen Spiegel gleichen Durchmessers (siehe 1.5) gaheljrusammen mit diesem mittels ei-
ner Klemmhalterung aus Federblech (Edelstahl) auf demrtecdixiert (Topometrix Discoverer
mit becherférmiger Wasserzelle auf dem Scanner). Alteroaizu wurde das (feuchte) Deckglas
mit Gewebekleber auf einen verspiegelten Praparatetgaldebt. Dieser wurde aus einem etwa
12212 mm? groRen Glasplattchen (aus Objekttrager geschnittenebtsilf, auf das von unten
ein verspiegeltes Deckglas sowie ein Stahlplattchen zgnetzgschen Fixierung geklebt wurde
(mit Epoxidharz-Zweikomponentenkleber). Auch Zellkuén auf PVPK-Substratplattchen wur-
den auf diesem Préaparatetrager fixiert, entweder mit Gexlelber, oder, nach vorherigem Ab-
trocknen der Unterseite, mit zwei bis drei kleinen Tropfemekomponentenkleber am Rand des
Plattchens. Mit diesem Trager konnte im ,hangenden Troffer6.) gemessen werden. Lebende
Zellen wurden in jeweils serumfreiem, methylzellulosefnre Medium gerastert, fixierte Zellen in
PBS.

5.2 Adsorption von Protein aus Lésung
5.2.1 Immunoglobulin M

Eine IgM-L6sung (0,08 mg/ml) wurde 1:9@h PBS verdiinnt. Ein Tropfen dieser Losung wurde
auf Harnstoff-modifiziertes FP-Substrat aufgebracht wachril5 s mit PBS gespililt.
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5.2.2 Collagen

Saureldsliches Collagen (Typ 1) wurde aus einer ,gesé&ttigt.6sung in PBS 30 min lang bei
4 °C auf Brenzkatechin-FP adsorbiert und die Probenplattdaeach mit PBS gespiilt. Collagen-
Préaparationen dieses Typs zeigen eine Loslichkeit von i8,1 Img/ml nach vielen Stunden der
Inkubation (Gallop et al., 1957; Gallop und Seifter, 19@3ie hier verwendete L6sung wurde aus
gefriergetrocknetem Collagen durch Iésen in PBS tber Niaeihd °C hergestellt. Als Kontrolle
wurde dieselbe Losung auf Glimmer adsorbiert. Messung i8.PB

5.3 Adsorption von Membranpraparationen
5.3.1 Purpurmembran

Kontrollexperimente mit Purpurmembran wurden durchgefidia zweidimensionale Kristalle
dieses Proteins bereits eingehend am SFM untersucht w@dBnMdiller et al., 1995) und damit
die auf FP-Substrat erreichbare Auflésung anhand bekaBttekturdetails gepruft und vergli-
chen werden kann. Ein Tropfen einer Suspension von Purpubman (Muller et al., 1995) in
Pufferlésung (10 mM Tris, 200 mM KCI, pH 8) wurde auf eine éhspraparierte FP-Oberflache
(Brenzkatechin- oder Phenylendiamin-FP) aufgebrachtdestens 30 min inkubiert und danach
mit demselben Puffer heruntergesplilt. Diese und alle amd@réparate wurden in einer wasser-
gesattigten Atmosphare inkubiert, um Austrocknen und tAmefakte zu verhindern.

5.3.2 Membranfragmente mit Na,K-ATPase

Eine Membransuspension wurde hergestellt wie in Apell.gt18193) beschrieben (ohne Verwen-
dung von Phospholipase). Ein Tropfen dieser Suspensiodevauf ein Substratplattchen aus
Brenzkatechin-FP oder Glimmer aufgebracht, 30 min inkahiad danach mit Puffer gespdilt.
Kristallisations- und Messpuffer: 5 mM Mg& 11l mM CaCl, 5 mM HsPQOy, 20 mM Tris pH 7,2
(modifiziert nach Linder, 1995). Einwertige lonen sind wmiénscht, da sie die Pumpe in einen
anderen Zustand bringen. Alternativer Messpuffer: 20 mMa4gl mM CaCl, 20 mM Tris
pH 7,2.

5.3.3 Rekonstituiertes Sucroseporin

Je nach Sauberkeit der Praparation (Kontrolle am Elekimmileroskop, s. 4.3) wurde zuvor noch
ein Reinigungsschritt vorgenommen: Die Vesikelsuspaenaiorde 5 min bei 4000 Umdrehungen
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pro Minute in einer Tischzentrifuge zentrifugiert, das|@ein Dialysepuffer ohne Azid (bildet
schwerldsliche Niederschlage) resuspendiert und daseaamzhmal wiederholt. Dann wurden
ca. 10ul Adsorptionspuffer auf eine frisch gespaltene Glimmet&gpipettiert. In diesen Puffer-
tropfen wurde 1ul Vesikelsuspension gegeben und vorsichtig, ohne den Géinmit der Pipette
zu berthren, gemischt. Dieses Mischungsverhéltnis mbssieilen leicht angepasst werden, da
die Vesikelkonzentration von Ansatz zu Ansatz variierteer Bdsorptionspuffer war in pH und
lonenstarke an den jeweiligen Dialysepuffer angelehng?fNimindestens auf 20 mM verringert.
Inkubation erfolgte 1 h bei Raumtemperatur (Messlabomadh wurde mit Messpuffer gespiilt.
Es wurde auch in Messpuffer angelagert, reproduzierbatertithiede zur Adsorption in Anla-
gerungspuffer konnten nicht festgestellt werden. Fir des$ling musste die Konzentration an
zweiwertigen lonen drastisch verringert werden. Gute Bmggese wurden mit einem Messpuffer
der Zusammensetzung 250 mM LiCl, 2 bis 0 mM MgQ@0 mM Tris/HCIl/pH 7,6 erzielt. Im Lauf
der Untersuchungen wurde die Konzentration von LiCl zweschO0 und 300 mM variiert, der pH
zwischen pH 6 und pH 8 (MES, HEPES, Tris). Alle Reinigungsdsérptions- und Messpuffer
wurden mit hochreinem Wasser hergestellt.

6 Messungen am SFM

6.1 Vorbereitung der Flussigkeitsmesszelle

Die Flussigkeitszellen (Sensorhalterungen) und ihre@ekeile wurden in Spulmittelldsung (in
ddH,0) gewaschen, nach langerer Inkubation in der Spullésundevdas Gefald mit der Flussig-
keitszelle eine bis wenige Minuten in ein Ultraschallbadajgen. Es wurde hierfur ein Kunststoff-
becher verwendet, da die Wasserzelle furdbaMultimodeaus Glas besteht (Gefahr der Beschéa-
digung). Danach wurde mehrmals in dg@bigespdlt, dann in reinem Ethanol (hochrein), wassriger
Ethanollésung und ddHD oder hochreinem Wasser. Bei der Reinigung wurden die igKesi$s-
kanéle der DI-Wasserzelle mehrmals mit Hilfe einer Pipdtiechgespult. Das Fenster-Prisma
der Wasserzelle/Sensorhalterung fur depometrix-Discoverewurde nur mit Seifenlauge, nicht
aber mit Alkohol behandelt (Ethanol greift Plexiglas anpslFenster fir den Mess-Laser wurde
unter einem Binokular auf verbliebene Kontaminationertsicht, die mit einem alkoholgetrank-
ten weichen Linsenpapier vorsichtig entfernt wurden (leendPlexiglas-Prisma mit Spulmittell-
sung), danach wurde die Reinigungsprozedur ggf. nochneadevholt.
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6.2 Einbau des Praparats und Aquilibrieren

Das Messlaborjl NanoscopgeMessungen an Sucroseporin) wurde auf’@0thermostatisiert.
Die Préaparate wurden nach dem Spulen mit einem Tropfen Méssjpedeckt und auf den Scan-
ner montiert. Die Sensorhalterung wurde mit einem Sengotobstiickt und eingebaut. Dann
wurde der Messkopf dem Praparat so weit angenahert, bigsi¢dHussigkeitsmeniskus zwischen
Laser-Fenster/Sensorhalterung und Préparatplattcheenikonnte. Diese Art der Messung im
.hangenden Tropfen* war sowohl mit der SensorhalterungdBibau Tantal-Plexiglas) fir den
Topometrix-Discovereals auch mit der Flussigkeitszelle fir dasMultimodemdglich (bei letz-
terem Verwendung der Wasserzelle ohne den mitgeliefertentiihgsring). Es war dabei also
keine becherformige Flussigkeitszelle nétig, der Scamnede aber zur Sicherheit zusatzlich je-
weils mit einem Stick Folie, Parafilm oder Latex gegen emginde Flissigkeit geschitzt. Zellen
wurden entweder im hangenden Tropfen oder in der Uber dem8cau stulpenden becherférmi-
gen Flissigkeitszelle (fiFopometrix-Discoveress. 1.3.4) gemessen.

Nach Justierung des Messlasers auf die Riickseite des Bdderd wurde so lange aquilibriert,
bis die anfangs schnelle Drift des Differenzsignals (Bimeffekt des goldbeschichteten Feder-
balkens und andere Ausgleichsvorgange) einigermalerklaingen war.

6.3 Messung

Nach einem ersten erfolgreichen Versuch, den Sensor irakontit dem Substrat zu bringen (Fe-
derbalkenauslenkung im Kontakt gemalf3 vorgegebenem Soleeeingestellter Regelung) wur-
den Kraftdistanzkurven aufgenommen, zunachst mogliaifsdem harten Substrat. Diese dienen
der Kalibration der Federbalkenauslenkung in nm (duttimode und auch der Funktionskontrol-
le des Federbalkens (manche Balken erweisen sich dabesfelst)d AuRerdem kann damit eine
erste Abschatzung des Ausmal3es adhasiver und/oder xepigechselwirkungen bei Annahe-
rung und Ruckbewegung von Sensorchip und Substrat vorgeeorwerden (sowohl auf hartem
Substrat als auch auf Zellen bzw. Membranfragmenten). theda (visko)elastische Eigenschaf-
ten des Objekts (Zellen!) kdnnen ebenfalls visualisientdea. Dann werden die Regelungspara-
meter (P, Proportional und I, Integral, bei Topometrix zmséh D, Differenzial) so optimiert, dass
es noch nicht zu Regelkreis-Oszillationen kommt (Kon&alés Signals im Oszilloskop-Modus).
Erst dann wird die Rasterungsbreite von 0 auf den gewunsdkiéet hochgesetzt. Der Winkel der
schnellen Rasterungsrichtung (Rasterungszeilen) intiBelaur Achse des Federbalkens wurde
meist auf 90° eingestellt und ggf. variiert, um richtungsabhangige Adimgseffekte bzgl. der
gemessenen Oberflachen zu testen. Nach Aufnahme einas Bistesichtsbildes kann die ma-
ximale Piezospannung (max. Piezohub) eingestellt wendenNanoscope). Die Auflésung von
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16 bit wird dann auf den maximal notwendigen Hub kalibriexmit die tatsachliche axiale Mess-
genauigkeit jeweils optimiert wird. Fir Ubersichtsaufmaem wird meist das Topographiesignal
(Piezobewegung) und das Fehlersignal (Federbalkendusignzur Kontrolle der Regelungsgu-
te) sowie evtl. das Reibungssignal (TorsionsauslenkusgFeelerbalkens) aufgezeichnet. Bei
hochaufgelosten Zoomaufnahmen empfiehlt sich die simeikarinahme des Topographiesignals
von Hin- und Ruckrasterung zur Kontrolle richtungsabhgagEffekte/Artefakte (z. B. kraftindu-
zierte Verformung). Die Zeilenfrequenz wird jeweils opim, um Verzerrungen durch laterale
Piezodrift zu minimieren. Durch Einstellung des Sollwetts Federbalkenauslenkung wird die
Auflagekraft minimiert. Es wird die eine minimale Differedes Sollwerts zum Wert des freien
Balkens eingestellt, bei der noch guter Bildkontrast beiimaler Beschadigung des Objekts zu
erreichen ist. Aufgrund der thermischen Drift des Fedéwrad muss der Sollwert wahrend der
Messung standig manuell nachgestellt werden. Alle in didsieeit gezeigten Messungen erfolg-
ten im Kontaktmodus.

Der oszillierende Modus (1.1.6) wurde in dieser Arbeit highgewendet. Wahrend der Vorver-
suche hatte sich ergeben, dass der fur die Anregung zurgéerfiistehende Frequenzbereich bei
dem zunachst zur Verfiigung stehenden SystéopgMetriy unzureichend war. Daher wurde
auch davon abgesehen, durch einen Umbau den Mangel zuigpesettass bei Arbeiten in Flis-
sigkeit eine Anregung nur Uber das Oszillieren des Prag&eaanners moglich 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 Nanpseh31r6, 4.42r1, Digital Instru-
ments; SPMLab 4.0, TopoMetrix) bieten, neben der Anstengedes Instruments, ,offline” eine
Reihe von allgemeinen Bildverarbeitungsfunktionen, diekbrrektur und Filterung von Bildda-
ten dienen und diverddessfunktioneibzw. Funktionen zur Berechnung quantitativer Parameter
sowie Funktionen zur anschaulicherdsentatiorder Bilder beinhalten.

Unter den Mdéglichkeiten zur Korrektur der Messdaten (Tappbie) war hier hauptsachlich die
Option ,Flatten“ von Bedeutung: dabei wird von jeder Bildeeeine jeweils einzeln angepasste,
lineare Funktion subtrahiert. Sowohl eine durch ein nidetl in der Rasterungsebene montier-
tes Praparat oder durch Drifteffekte in z-Richtung vercinga lineare Neigung in Scanrichtung
(x) als auch ein durch die zeilenweise Bildgeneration bgeiinhaufiger relativer Offset von Bild-
zeilen werden so korrigiert (Guckenberger in Colton et)98). Letzteres sowie die Korrektur
einer Neigung in y-Richtung gelingen mit dieser Methode wann alle Bildzeilen unter der An-
nahme vorheriger ,idealer" Korrektur im Prinzip den sellddittelwert aufweisen. Dies ist aber
bei Vorhandensein ,grof3er* Oberflacheneigenschaftert diehFall, hier ist der jeweils aus dem
Zeilenmittel berechnete subtrahierte konstante Antdil3gr. Idealerweise beschréankt man die
Berechnung des zeilenweisen Flattening daher auf besérBitdbereiche, z. B. das als eben zu
definierende Substrat (praktisch geschieht das interdktich Ausschluss abgebildeter ,grol3er
Partikel). Problematisch ist die zeilenweise Korrektur thei exakt in y-Richtung orientierten
Periodizitaten oder Stufen, diese werden nivelliert. Behtnvorhandenem Zeilen-Offset kann
hier auch von dem gesamten Bild eine Flache 1. Ordnung $uétraverden (entweder ,Plane
Fit* also durch Berechnung einer zweidimensionalen Fkfiom oder durch ,manuelle” Defini-
tion dreier Punkte der Substratebene, die die Flache auigpasollen). Bei diesen Methoden
linearer Driftkorrektur geht mit genannter Einschrankdegne Information Uber Korrugationen
verloren. ,Flattening” oder ,Plane Fit“ h6herer Ordnungraein nicht angewandt.

Fur die schnelle Evaluation der Rohdaten ist die Erzeugumglynienprofilen beliebiger Rich-
tung nttzlich, verbunden mit der Moglichkeit der Messung ¥istanden, Hohen, Winkeln, ein-
dimensionalen FFT-Spektren und Rauhigkeitswerten. Fiilggsamten Bildbereich bzw. fiir Aus-
schnitte daraus kdnnen statistische Eigenschaften berealerden wie Histogramme der Messda-
ten oder die Rauhigkeit, beispielsweise als Standardabweg mitZ, Mittelwert, i = 1,...,N:
Ryms = \/% S (Z; — Z)? (rms, ,root mean square®). Eine zweidimensionale FFT-Fionk(Fast
Fourier Transform, z. B. Russ 1999) mit entsprechendeny&ealund Filterfunktionen ist eben-
falls implementiert.
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Der Daten-Export kann im ASCII-Format erfolgen (Rohdatén\ferarbeitung in externen Bild-
verarbeitungssystemen), die Ausgabe der intern veratbaibzw. anschaulich dargestellten Bild-
daten in diversen Bitmap-Formaten (z. B. BMP, TIFF).

7.2 Mittelungsverfahren

Einzelpartikelsuche, Alignment und Mittelung wurden meta Bildverarbeitungssystem SPIDER
gerechnet (System for Processing Image Data from Electiommstopy and Related fields, Health
Research Inc., Rensselaer, NY). Dieses System wurde #fez\éerfahren der Einzelpartikelmit-
telung von Makromolekllen sowie multivariate statistisétlassifikation und 3D-Rekonstruktion
in der Elektronenmikroskopie entwickelt (Frank, Raderh®acet al., 1996). Aus Programm-
Modulen verschiedener Hierarchieebenen sind komplexgefertigte Bildverarbeitungsfunktio-
nen aufgebaut, die einzeln als sogenannte SPIDER-Opeeatimteraktiv per Kommandozeile
abrufbar sind. Aus verschiedenen einzelnen Operationandtdwiederum individuelle Batch-
Skripte bzw. Prozeduren zusammengestellt werden, um dengte Prozessierung von Bilddaten
in der gewunschten Weise zu bewerkstelligen. Eine Manijounades Fortran-Quellcodes der
Operationen ist im Normalfall nicht notwendig, gleichwasi dieser transparent und daher im
Prinzip auch veranderbar. Dieser modulare Aufbau sowigehédferte Musterprozeduren und
eine gute Dokumentation (http://www.wadsworth.org/spidioc/spider/docs/spider.html) ermdg-
lichen auch die unproblematische Erstellung von Prozedfiredie Verarbeitung rasterkraftmi-
kroskopischer Aufnahmen. SPIDER wurde unter Irix 6.5 anéeSGI-Workstation (Silicon Gra-
phics) betrieben. Neben dem rationellen Zugang zum eighetl Bildverarbeitungssystem Uber
Kommandozeile bzw. Skripte werden die Visualisierung sointeraktive Funktionen wie Wahl
von Bildausschnitten, manuelle Kategorisierung und @écgen Uber das selbstandige zugeho-
rige Programm “WEB” ausgefiihrt, das eine graphische Bemaberflache basierend auf dem
Motif/ XWindow-System bietet.

Die folgende knappe Darstellung der Grundlagen hier angdtea Bildverarbeitungsfunktionen
orientiert sich vorwiegend an Frank (1996). Die fur die prégshende Bearbeitung der Rohdaten
jeweils erstellten oder modifizierten Skripte unter SPIDdR] im Anhang abgedruckt.

7.2.1 Import der Rohdaten

In SPIDER wurden ausschlie3lich Rohdaten Alasmoscopeverarbeitet (nach vorherigem Flat-
tening erster Ordnung). Da hier in der Regel zwei Kanéle ¢goaphie und Fehlersignal) auf-
genommen wurden, diese aber in einer Datei abgespeichelit miuss zunachst in Nanoscope
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eine getrennte Abspeicherung erfolgen (Image - Split Impgkanach erfolgt der Export der ur-
sprunglich als Binary (16 Bit pro Pixel) abgespeichertehdaien (Topographie) in ASCII-Format
(Utility - ASCII-Export). Der Header der Datei kann gleicikehoder spéater in einem Zeilenedi-
tor entfernt und separat abgespeichert werden. Dieseéalentithtige Daten Uber Skalierung
bzw. Scanner-Eichung sowie weitere Aufnahme-ParameteSPIDER erfolgt der Import von
ASCII-Datensatzen (Operation CP FROM ASCII), eine Spiegglan der x-Achse zur Wieder-
herstellung der urspriinglichen Orientierung (Ml), die Igkang in nm und die Subtraktion einer
Ebene mit dem Wert des Bildminimums zur Herstellung positRixelwerte (AR). Dies geschieht
alles mit der Prozedur Dlconv.sys (oder integriert in Skbf0.*). Dabei muss der axiale Kali-
brationswert des Scannergz]] und der bei der Aufnahme eingestellte maximale Piezohub [V
eingegeben werden (letzterer wird bei der Messung mit 1a&iibsung skaliert).

7.2.2 Selektion von Einzelpartikeln

Neben einer bei der vorliegenden Grol3e von Datensatzehalusmoch vertretbaren manuellen
Selektion zu mittelnder Partikel wurden zwei automattei®erfahren angewandt:

7.2.2.1 Automatische Partikelauswabhl

Zum einen ist das ein Verfahren auf Grundlage einer mit Héf¢uraler Parameter gewonnenen
Lunterscheidungsfunktion“ (Lata et al. 1995). Dieses lgitfon drei Phasen, einer vorbereitenden
Phase, einer Trainingsphase und schlie3lich der autarhatisSelektion. In der Vorbereitungs-
phase (Batch-Programm b00.*) werden zunachst Partiker @orgegebenen Grolie ausgesucht.
Dabei wird die Verwendung eines Referenzbildes vermiedierSuche nach den Objekten erfolgt
unter deren Naherung in Form einer Gaussfunktion pass@&ndieo, = g (d: Partikeldurchmes-
ser,o,: Standardabweichung Gaussfunktion), und zwar durch vigd&auss-Tiefpassfilterung
im Fourierraum mit dem entsprechenden Filterradiys= % ihrer Transformierten. Die ei-
gentliche Detektion der Objekte folgt als Suche nach dem$t@n Maxima in Umgebungen, die
jeweils der Partikelgrof3e entsprechen. - Auf die nach Latd.€1995) dem Ganzen noch vor-
ausgehende Reduktion der Bildgrol3e/Pixelanzahl konritgund der geringeren Gréf3e und des
besseren Kontrasts der SFM-Bilder verzichtet werden. -einfdigenden Trainingsphase wer-
den aus dem urspringlichen Bild gemal3 den Koordinaten Haltenen Maxima ausgeschnittene
kleine Datenfenster manuell kategorisiert. Dies erfalgiWEB*" (Funktion Command - Catego-
rize, danach SPIDER-Operation AT IT zur sortierten Speichg der Ergebnisse in einer Datei).
Dabei wird eine Zuordnung zu den drei Gruppen ,Partikel“ai,Rchen” (entsprechend dem die
Partikel umgebenden Hintergrund) und ,Junk” (fiir Partiggjregate, Artefakte etc.), vorgenom-

men. Die Eigenschaften der kategorisierten Bildfenstbegen Form von ,Feature-Vektoren® in
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die Discriminant-Analyse ein (SPIDER-Operation AT SA)rele Ergebnis, die Unterscheidungs-
funktion (discriminant function), die Grundlage flur diedsgpre automatische Selektion darstellt.
Diese Vektoren bestehen aus jeweils neun Komponenten, eoendsieben die statistische Ver-
teilung von Pixeln im Datenfenster beschreiben. Drei daveschreiben globale, vier weitere
lokale Variationen, hierzu werden die Datenfenster nodemattels eines ,Hopping Window*
unterteilt. Ein weiterer Parameter ist die globale stistibie Entropie und der neunte schlief3lich
liefert eine Abschéatzung der von dem jeweiligen Objekt em@gmmenen Flache. Man erhalt fur
die drei hier definierten Kategorien zwei lineare Unterstinegsfunktionen. Diese maximieren
das Verhéltnis der Varianz der Eigenschaften zwischen depg&n zu derjenigen innerhalb der
Gruppen. Reprasentiefé” = (X, ... , Xy) den zu einem Datenfenster gehorigen Feature-Vektor
undY = b7 X die lineare Unterscheidungsfunktion, danntisb zu wahlen, dass das Verhaltnis
der Quadratsummen (zwischen den Gruppen versus innerda®rdppen)

b Bb
bTWh

\ =

maximal wird. (B: Matrix der Quadratsummen und Kreuzpraeéwwischen den Gruppen, W: Ma-
trix der Quadratsummen innerhalb der Gruppen, das Cardi@igiert messungsbasierte Abschat-
zung). Partielle Differenziation vok nachb gleich null gesetzt ergibt nach Umformung:

(W™'B — AI)b = 0.
(\ groRter Eigenwert) der zugehérige Eigenvektor vafi 1B, I Einheitsmatrix). Die Kompo-
nenten vorb entsprechen der Gewichtung der einzelnen Parameter inrterdgheidungsfunkti-
on. Die relative Grol3e der Eigenweﬁtgstellt einen Index der Wichtigkeit der einzelnen Achsen
im ,Discriminant Space” (aufgespannt von den j linearenddsitheidungsfunktionen) dar. Na-
heres zur Mathematik der Discriminant Analysis in DillonduGoldstein (1984). Das Ergebnis
lasst sich als Verteilungskarte der in die Analyse eingggaan Datenfenster im ,Discriminant
Space® darstellen (Koeffzienten, Anteil korrekter Zuardg in der Trainingsphase und Vertei-
lungskarte: s. Projekte und Ergebnisse, 3, Abb. 31). Disningsphase muss nur einmal mit einer
geeigneten Anzahl einzelner Datenfenster bzw. einem édeifeil eines groReren Datensatzes
einheitlicher statistischer Eigenschaften durchlaufenden. Die letzte Phase, die automatische
Selektion, beinhaltet die Partikelsuche im gesamten Batenalso einen nochmaligen Lauf des
Programms b00.* (evtl. mit einem hdéheren Schwellenwertféranfangliche Suche nach Maxi-
ma) und anschlieend die automatische Auswahl ,echtetikéamit Hilfe der zuvor ermittelten
Unterscheidungsfunktion (SPIDER-Operation AT WN).
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7.2.2.2 Referenzgestitzte automatische Partikelauswabhl

Die zweite Methode zur automatischen Partikelselekti@drbauf einer referenzgestitzten Suche
mittels Kreuzkorrelationsfunktion, CCF, (Frank und Walgsecht, 1984), beruht also auf demsel-
ben Prinzip wie die klassische Korrelationsmittelung vachhidealen Kristallen (s. Abschnitt
7.2.3.1, Prozedur corravl.* zur Ermittlung der Korrelasmaxima, SPIDER-Operation WV zum
Ausschneiden von Bildfenstern um die ermittelten Partikeéas Problem der im allgemeinen Fall
(im Gegensatz zum Kristall) zufélligen Orientierung dertiRal in der Bildebene wird hier durch
die Verwendung eines rotational gemittelten Bildes eiratilkels gelost (Ausschneiden eines Fen-
sters mit zentriertem Partikel in WEB und SPIDER-OperaRiahl, evtl. vorher Zentrieren mittels
CG und SH). Damit ist sichergestellt, dass Partikel unabitgavon ihrer Orientierung dieselben
Werte in der Kreuzkorrelationsfunktion ergeben. Im tGbnigénelt diese CCF in der Umgebung
eines Partikels seiner Autokorrelationsfunktion. Diegaeuvon Frank und Wagenknecht (1984)
zur Ermittlung der Orientierung des Partikels ausgeniiatorliegender Arbeit wurden allerdings
nach beiden hier genannten Methoden ausgewéhlte Pagtiieriinem referenzfreien rotationa-
len und translationalen Alignment unterworfen (s. 7.2.3).

7.2.3 Ausrichtung der Partikel (,Alignment*)

Die zu mittelnden Strukturen missen zunachst zur Deckubgagbt werden, um ein sinnvolles
Mittel bilden zu kdnnen, ein Vorgang, der als ,,Alignment‘Zegchnet wird. Im Falle eines homo-
genen Datensatzes geht man davon aus, dass ein Satz vomBildgemeinsames Motiv enthélt,
das sich von Bild zu Bild im Wesentlichen nur in einer RauschRonente unterscheidet. Ein Satz
von N digitalisierten ,Bildern* eines Partikelg;;;i = 1..N;j = 1...J} (PixelzahlJ = L - M)
muss dann durch entsprechende Koordinatentransforneatirso zur Deckung gebracht wer-
den, dass jeder Pixel in dem so transformierten ggtdemselben Punkt im Koordinatensystem
der 2D-Projektion des Partikels entspricht. Das MittelmAGgnment des homogenen Datensat-
zes ist dann:

1 N
Pi =% Zpéj
=1

Im allgemeineren Fall eines heterogenen Datensatzeghesst beispielsweise aus Projektionen
unterschiedlicher Ansichten oder Konformationen einetikds oder ganz unterschiedlicher Par-
tikel, wird Alignment definiert als eine Transformationgdiie Minimierung eines Funktionals

wie z. B. des euklidischen Abstands impliziert. Eine Eigdradt des Alignments besteht hier dar-
in, dass Objekte einer homogenen Untergruppe des Datessatderselben Weise zur Deckung
gebracht werden, wie fir den homogenen Fall beschriebemend Objekte aus verschiedenen
Untergruppen in eine bestimmte konsistente geometrisomsti€llation zueinander gebracht wer-
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den. Letztere Eigenschaft kann fir die Klassifikation irseeiedene Untergruppen herangezogen
werden.

7.2.3.1 Referenzgestiitzte Suche und Alignment mittels trslationaler Kreuzkorrelations-
funktion
Interpretiert man die durch J diskrete Messungen repristant beiden Bilder

{1(rj), 3 = 1T} {fa(ry), 5 = 1...J}

als Vektoren eines J-dimensionalen kartesischen Kooatelisystems, dann kann man den Betrag
des Differenzvektors (euklidischer Abstani,) als inverses Maf fur die Ahnlichkeit der beiden
Bilder heranziehen. Unter Verwendung der Rotation (RotatmatrixR,, ) und der Translation
(Vektorr’) als Parameter fir die Positionssuche beim Alignment gilt:

J
E% (R, 1) Z [fi(rj) — fo(Rar; + 7))
j=1

J

J J
=D A+ [fo(Rars + 1) =2 filrj) fa(Rars +1').

j=1 j=1 7j=1
Die ersten beiden Terme bleiben unter der Koordinaterfwemsitionr; — R,r; + r' konstant,
der dritte wird im Minimum von£';, maximal. Dieser dritte Term entspricht der (diskreten)ugre
korrelationsfunktion vory; und f5:

012 Raﬂ" 7’] f2RT]+T)

II[V1<~

(in dieser Formulierung ohne Normierung, also nur fur Bildesselben Experiments). Die Kor-
relationsanalyse besitzt groRe Bedeutung bei der Unteusigeder Ahnlichkeit von Signalen und
im Bereich optischer Strukturerkennung. Sie ermoglicheguAlignment auch bei sehr hohem
Rauschanteil (Saxton, 1978) und ist mittels Fouriertramsétion schnell zu berechnen. Bei der
Bestimmung des Maximums der Kreuzkorrelationsfunktign(R,, ') bedient man sich in der
Praxis einer getrennten translationalen und rotation@lerhe. Die translationale Kreuzkorrelati-
onsfunktion lautet allgemein (Translationsvektpr (X, Y)):

+0o0
C’12(X,Y)://_ filz,y) folx + X,y + Y)dz dy
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Im hier interessierenden diskreten Fall (translationaleugkorrelation zweier digitalisierter Bil-
der):
1 J
Cha(ry) = 7 Z Lfi(ry + 1) = (ol [falry) — (f2)] -
j=L;(rj+rp€A)
(f1), {f2): die Mittelwerte vonf,, f», die keinen Einfluss auf ein AhnlichkeitsmaR haben sollten
und daher subtrahiert werden. Fiir alle# 0 findet keine komplette Uberlappung der beiden
Bilder statt, so dass die Summierung nur noch UbBestatt.] Elemente erfolgt (also nur fur solche
j, fur die der Summenvektar; + 7, noch innerhalb des Bildes liegt), entsprechend erfolgt die
Normierung auf/’. Eine Vereinfachung und damit Beschleunigung des Vedakrerreicht man
durch Ubergang in den Fourierraum. Aufgrund der Eigengatte$ Fourierintegrals, dass die
jeweilige Funktion als zylindrisch kontinuierlich oderddos repetitiv angenommen wird, so dass
der rechte Rand des Bildes mit dem linken kontinuierlicluist der untere in den oberen tbergeht,
kann bei der Berechnung der CCF im Fourierraum die Normgeauf ein festes erfolgen. Es
muss lediglich durch n-fache VergroRerung des Bildes unsfiflien dieses auleren Rahmens
(,Padding”) mit dem jeweiligen Bildmittelwert oder dem K&t der Pixel des Bildrandes daflr
gesorgt werden, dass es bei der Korrelation zu keiner umesstiien riickwartigen Uberlappung
der eigentlichen Bilder kommt (Normierung dag%ty). Die Berechnung im Fourierraum beruht
auf einer Anwendung des Faltungstheorems (z. B. Hecht,)Eaf@ie Kreuzkorrelationsfunktion,
die ergibt, dass

Cro(re) = FH{F {fi} F* {f2}}
(F {}: Fouriertransformationf'~*{}: inverse Fouriertransformation, *: konjugiert komplex).

Die translationale Kreuzkorrelation wird bei der Mittetunicht idealer Kristalle benutzt (,Korre-
lationsmittelung”, Frank und Goldfarb, 1980; Saxton undiBaister, 1982; Saxton, 1978). Eine
klassische kristallographische Analyse (optische/quusiche Filtration von Reflexen im Raum-
frequenzspektrum), die groRere perfekte Kristalle eddrchutzt die Redundanz struktureller In-
formation aufgrund der exakten translationalen Wiedenhgleiner strukturellen Einheit direkt,
um ein gemitteltes Abbild des Objekts zu erhalten. Im wenidgalen Fall, mit dem man sehr hau-
fig bei der zweidimensionalen Rekonstitution von Membratginen konfrontiert ist, sind die ein-
zelnen Partikel zwar in einer Vorzugsrichtung einigernmaf@entiert, Kristalldefekte, Verzerrun-
gen des Gitters bzw. Vorliegen nur kleiner kristallinerdfreente erfordern jedoch ein Alignment
von Einzelpartikeln vor der Mittelung. In diesem spezielleall annéhernder Kristallinitat kann
ein ausschlieflich translationales Alignment, zumindestner ersten Stufe, ausreichen. Ein Bild
eines solchen ,Kristalls* sowie als Referenz ein Aussc¢hdér etwas mehr als eine Elementarzel-
le enthalt, werden beide in ein grél3eres Bild eingebetteddihg, s. 0., Operation PD). Aus den
so erhaltenen beiden Bildern gleicher Gréf3e wird die tedimsiale Kreuzkorrelationsfunktion be-
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rechnet und in Form einer Karte (in Ortsraumkoordinatespgéehert. Nach Hochpass-Filtration
dieser CCF-Karte (Operation FQ NP) mit einem Filterradintsgrechend etwas weniger als der
Halfte der ersten Beugungsordnung erfolgt die Suche naclKderelationsmaxima (Operation
PK DC). Darin integriert ist eine Schwerpunktsbestimmunginem Bereich mit dem Radius von
etwa einem Drittel des Gittervektors sowie der Ausschlusisarer Maxima im Bereich einer Ein-
heitszelle sowie am Bildrand (Artefakte!). Die Koordinatend (normierten) Pixelwerte dieser
Maxima werden nach deren Grol3e geordnet gespeichert sowiisuialisierung/Evaluation in
eine Karte eingetragen. Diese Operationen sind in der SRiPBzedur corravl.sys integriert.
Nach Evaluation der Maxima kann ein Schwellenwert fir digbeziehung der den Maxima ent-
sprechenden Partikeln in die Mittelung gesetzt werden.ablanverden Bildausschnitte aus dem
ursprunglichen Bild um die Positionen der relevanten Maxgebildet (Operation WV) und an-
schlielBend gemittelt (s. u.).

Bei der Korrelationsmittelung musste die CCF-Karte nuremem Hochpass gefiltert werden, es
war keine Kappung sehr hoher Raumfrequenzen notig, wiesegeben bei elektronenmikrosko-
pischen Daten praktiziert wird (Saxton und Baumeister2)98ests ergaben keinen Unterschied,
bei diesen SFM-Datensatzen waren also keine hochfrequ&tdeungen anwesend, die das Ali-
gnment beeintrachtigten.

Eine Mdoglichkeit der iterativen Verfeinerung des Alignnebesteht bei vorliegender Methode
darin, das Mittel aus dem ersten Lauf als Referenz fiir eingiteven Durchgang zu nutzen usw.,
aulBerdem kann zusatzlich eine referenzgestitzte, notddid/erfeinerung durchgefihrt werden.
Da die Rohdaten in dieser Arbeit, insbesondere die Abbgddder periplasmatischen Seite des
Sucroseporins, teilweise eine klare Aussage Uber die [gamewahlende Referenz nicht zulassen,
wurde zur Verfeinerung des einstufigen translationalegrihients ein referenzfreier rotationaler
und translationaler Algorithmus angewandt (nachster Abgt). Da der Input aus der beschrie-
benen translationalen Stufe hier aus Rohdaten-Bildangseh besteht, wird durch diese Kom-
bination kein zuséatzlicher Fehler durch Interpolationgeiitihrt. FUr iterative Verfeinerung gilt
der Grundsatz, Rotations- und Translationsparameteeaeasy Schritt vektoriell zu addieren und
damit die zur Deckung gebrachten Bilder direkt aus den R&mdzu bilden, um keine unnétigen
Interpolationsschritte und damit eine graduelle AbnahereAdiflésung zu bewirken.

Auf eine Symmetrisierung der gemittelten Bilder (Saxtod Baumeister, 1982) wurde im Inter-
esse der Visualisierung richtungsabhéangiger Effekteiclatet.

7.2.3.2 Referenzfreies rotationales und translationale&lignment

Referenzgestitzte Algorithmen sind mit dem Problem behaflass die anfangliche subjektive
Auswahl einer Referenz das Ergebnis beeinflusst. Dies sirskers dann gravierend, wenn das
Signal-Rausch-Verhaltnis (SNR) klein ist und bei der AusWakaler Korrelationsmaxima kein
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Schwellenwert gesetzt wird bzw. kein objektives Kriteriugrfigbar ist, wie hoch ein solcher zu
wéahlen ware. Im Extremfall kann ein durch die Referenz vgefpenes Muster auch bei Alignment
von aus purem Rauschen ausgewahlten Bildausschnitten @urel&ionsmaxima) ein Mittel er-
geben, das diesem Referenzmuster ahnlich sieht (Lit. inki-096).

In dieser Arbeit wurde ein referenzfreier iterativer Alglbomus nach Penczek et al. (1992) ange-
wandt, der fir Daten niedrigen SNR’s, Objekte verschied@mentierungen und bei Unsicherheit
uber zu wéhlende Referenz(en) geeignet ist. AusgehendimenBefinition flr das Alignment,
wonachein Satz von Bildern dann zur Deckung gebracht ist, wenn Biliger paarweise zur
Deckung gebracht wurderst das Alignment dieses Satzes von Bildéte= {p;(r);i=1,...,N}
erreicht, wenn das Funktional

PS / Z Z pZ ) ou ;1;7 ) pk( 27315275];)}2(17“

=1 k=i+1

minimiert wird durch die Wahl eines Satzes von 3N Paramefera {sa, sk, y,z =1,. N}.

Die Bilder werden hier als kontinuierliche Funktionen darrigble r (Argumentvektor) behandelt,
die Position jedes Bildes beziiglich seiner anfanglichesito wird durch die drei Parametey
(Rotation um den Ursprung) und, s; (Translation in x,y) beschrieben. Der Nachteil dieser For-
mulierung besteht neben einem erheblichen Rechenaufveaing dass ein paarweises Alignment,
bei dem jeder Term aus zwei Bildern niedrigem SNR gebilded vain hohes Fehlerrisiko beziig-
lich der erhaltenen Positionsparameter impliziert. Olfigemulierung ist aber aquivalent zu einer

Minimierung von
+oo N 9
PS / Z p’L 7 Ot’ :c) y) pZ( ):| d,r
wobei

pz - _1zpk7aax7§)

Hier wird jedes Bild mit einem partiellen Mittel aller Bildeur Deckung gebracht (globales Mittel
abziglich des jeweils aktuell zur Deckung zu bringendedd&) SNR sollte hier erheblich besser
sein als bei einzelnen Bildern/Rohdaten).

Eine Approximation der Losung dieses Alignment-Problenrslwlurch folgenderzweistufigen
Algorithmusermittelt:

1. Naherungsweise Bestimmung des globalen Mittels ohne Mergiaer Referenz:

I zufallige Auswahl zweier Bilder fund p, aus P
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Vi.

Vil.

viii.

p; und p, werden zur Deckung gebracht (Minimierung vign — px|| durch beliebiges
Verfahren)

Ansatz zur ndherungsweisen Bestimmung des globaleteMi(a,): a; = (p;(+)px)/2,
(+) symbolisiert die algebraische Summe zweier Bilder nalafnment

Laufvariablem = 3

nachstes Bild paus denV — m + 1 verbliebenen Bildern (zufallige Auswahl)
p; und g,_; werden zur Deckung gebracht

aktualisierter Wert fiir das globale Mittet;,, = (p,(+)(m — 1)aym,_1)/m

m wird um 1 erhoéht. Fallsn = N, Ende. Sonst zuriick zu Schritt v.

Es wird zwar in jedem Schritt dieser ersten Stufe ein op@snaélignment zweier Bilder vorge-
nommen sowie eine Verbesserung des Signal-Rausch-\egs@#s des Mittels erreicht. Jedoch
wird mit dem Einschluss jedes weiteren Bildes zu der bemitsDeckung gebrachten Serie im
Prinzip eine Korrektur der Positionen bereits im Mitteltedtener Bilder notwendig, um im Mi-
nimum des obigen Funktionals zu bleiben. Daher ist eine tew®iufe notig, die dies iterativ
korrigiert. Das wird ebenfalls mit Hilfe des Alignments e@iner Bilder (diesmal sequenziell) mit
dem jeweils komplementéaren partiellen Mittel erreicht.

2. Iterative Verfeinerung des Mittel$ = ay:

Vi.

Laufvariablem =1

modifiziertes Mittel durch Subtraktion des Bildesg, §in seiner aktuellen Position):
A= (NA(=)pm)/(N — 1)

pm und A’ zur Deckung bringen (Minimierung vajfp,, — A’|| durch beliebiges Ver-
fahren)

Aktualisierung des globalen Mittelst = (p,,,(+)(N — 1)A’)/N
m um 1 erhohen. Fallss < N: zurick zuii.

Falls in iii. eines der Bilder seine Position signifikarerandert hat, zurtick zu i. Sonst
Ende.
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Die Konvergenzler Prozedur ergibt sich daraus, dassufgrund der Schritte ii. und iii. der Stufe
2. nur abnehmen oder konstant bleiben kann, auRerdemegte nicht negative Funktion, so
dass der Algorithmus irgendwann zu einem Ende kommen musskriage der Bestimmbarkeit
des gesuchteMinimums vonL fiihrt Giber die notwendige Bedingu%@f(sg) =0 furallei (s
der i-te Positionsparameter, o steht fijrx oder y) zu der hierzu équi\;alenten Bedingung fur ein
Maximum eines FunktionalB :

N

62k/_ m{pk(r—slj) [ Z pi(T—Si)]}dr:()

i=1;i#k

(vgl. Penczek et al., 1992). Darin erkennt man gleichzeigghotwendige Bedingung fur das Ma-
ximum der Kreuzkorrelation des k-ten Bildes und der Sumrtex ahderen Bilder bezuglich des
Positionsparameter$. Die noch zu wahlende Methode fir die Bestimmung der Posifiara-
meter beim paarweisen Alignment wird daher am Ende der Buvzenmer ein lokales Minimum
des Funktionald., ergeben, wenn sie diese Bedingung erfillt (s. KriteriumBéendigung der
Prozedur in Schritt vi. der 2. Stufe). Es wird aber auch ldass dies im allgemeinen nicht das
absolute Minimum ist, denn es wurde durch sequenziellegnfdient einzelner Bilder mit einem
komplementaren partiellen Mittel gewonnen, wahrend mangieichzeitiger Positionskorrektur
von dreien oder mehr Bildern grundsatzlich durchaus in &dnigeres Minimum vorL gelangen
kann.

Der Algorithmus ist also im Prinzip suboptimal und das Emgslwird von der anfanglichen zu-
fallsbedingten Abschétzung des Mittels beeinflusst. Diades Preis, den man letztlich fur die
Freiheit von der subjektiven Auswahl einer Referenz bezrahiuss. Fur die Praxis bedeutet dies,
dass man u. U. durch mehrmaliges Durchspielen der Prozestantmuss, ob das im Einzelfall
gefundene Ergebnis stabil ist bzw. eine gute Approximatianstellt.

Eine weitere Eigenschaft liegt darin, dass die Annahmer éihelichkeit unter den Bildern nicht
benutzt wird, so dass auch bei Anwendung auf einen heteeog8atz von Bildern mit einem
nur geringen MalR gemeinsamer Eigenschaften diejenigear jddtergruppe untereinander zur
Deckung gebracht werden und ggf. danach einer Klassifiksdioalyse unterworfen werden kon-
nen.

Oben beschriebener Algorithmus lasst die Wahl einer kaakrilethode fur das Alignment zwei-
er einzelner Ojekte offen. Da eine Suche im Ortsraum beimmoRauschanteil unzuverlassig ist,
beruht die praktische Implementierung auf der BestimmuargRbsitionsparameter mit Hilfe der
translationalen und der rotationalen Kreuzkorrelationkfionen. Alle Operationen erfolgen nach
Einlesen der Bilder und FFT im Fourierraum. Die translagierKreuzkorrelation wurde bereits
beschrieben. Fiur das rotationale Alignment missen disladonal zur Deckung gebrachten Ob-
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jekte jeweils im Ursprung des fir die Rotation verwendeteoidinatensystems zentriert werden
(Zentrierung des Mittels aus translationalem Alignmesi&iundlage fur entsprechende Korrektur
der Positionsparameter aller einzelnen Objekte). Es st glaweils die rotationale Kreuzkorrela-
tionsfunktion der beiden durch, f> (in Polarkoordinaten) reprasentierten Objekte zu bereghn

C<¢):/2/0 fi(r,0) fa(r, 0 + @) |r| db dr

Die Integrationsgrenzen;, r, sind abhangig von der PartikelgroRe bzw. der GroRe des ir da
Alignment der Objekte relevanten Bereichs zu wahlen. Iminikeressierenden diskreten Fall

ne M
c(kAg) =" fil Ar,m AB) fo(l Ar,m AG + k Ag) A6 |1 Ar|

l=n1 m=1

entsprechena, n, (,Ringnummern®). M, analog der Obergrenze der rotationdtgegration,
entspricht hier der Anzahl der Bildwerte in dem betreffen&ng und ist mit | zu variieren, etwa
M, =~ int(2nl). Damit ist die I-te eindimensionale Kreuzkorrelationdttion:

M
a(kA¢y) = Z Sl Ar,m Ay) f2(1 Ar,m AG, + k Agy) Ab,

m=1
Die praktische Berechnung der Summe atleerfolgt, nachdem diese im Fourierraum auf die
einheitliche Lange\l = 2 max; { M, }gebracht werden (Fourier-Interpolation, Faktor 2 zur Erho
hung der Genauigkeit des bestimmten Maximums im Ortsrawmagdurch man mit einer inversen
FFT der Lange M das Ergebnis erhélt. Unter BerlcksichtigiegyFaltungssatzes bzw. Verwen-

dung der Fourier-Transformiertdn, 5 (F], 5 mit einheitlich M Komponenten) und Umkehr der
Summationsreihenfolge ergibt sich:

M-1
c(k Ag) =Y exp[2mi(m Abyk Ag] Aby Z FU(LAr, m A0y ) E2 (1 Ar,m Aby) |1 Ar|
m=0 l=n1

Um die Abhangigkeit des Verfahrens von der jeweiligen Zigiéh Auswahlsequenz zu mindern,
wird die erste Stufe mit einer anderen zufélligen Sequeredarholt und die beiden approxi-
mierten Mittel abschliel3end zur Deckung gebracht und deln{vgl. SPIDER-Dokumentation:
reffreealign.html). Die SPIDER-Operation AP SR integriggn gesamten Algorithmus und ver-
eint translationales und rotationales Alignment, namdéiarch jeweils alternierendes translationa-
les und rotationales Alignment zweier Objekte, bis dietretdaPositionanderung kleiner 0.5 Pixel
(s. oben) betragt. Sie hat nur wenige freie Parameter, nkrdie Partikelgrol3e als obere Grenze
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fur die Translation und die Integrationsgrenzen fir daatrobale Alignment, und zwar sinnvol-

lerweise der duRere Radius entsprechend dem Partikedratiuinnere meist mit dem Wert funf,

da bei Wahl kleinerer Radien Interpolationsfehler audingtonnen. Nach jedem lterationsschritt
wird das globale Mittel Uber eine naherungsweise Schweagbestimmung zentriert bzw. die

Positionsparameter aller Bilder entsprechend korrigiad gespeichert (optional Vorgabe einer
rotationssymmetrischen Referenz ausschlief3lich fur éietizerung, vgl. Prozedur aliavg2.sys).
Die in dieser Arbeit eingesetzte Prozedur aliavgl.sys/gR.sys (s. Anhang) integriert die Opera-
tion AP SR, die Generierung einer Serie zur Deckung gebeaétdartikel (Datenfenster) aus den
Rohdaten mit Hilfe der Positionsparameter aus AP SR duelgeration RT SQ, schlie3lich die

eigentliche Mittelung sowie die Abschéatzung der Auflosungu().

Nur bei sehr niedrigem SNR, Mischungen von komplett unteesttichen Formen und sehr klei-

nen Datensatzen wird die Verwendung der fur Translation Rothtion getrennten Operationen
mit mehr freien Parametern oder aber Multireferenz-Aligntrempfohlen.

7.2.4 Mittelung und Abschatzung der Auflésung

7.2.4.1 Mittelung und Statistik
Nach erfolgtem Alignment von N Bildern hat man fir jedes Bliment;j im Koordinatensystem
des Partikels eine Messreilig;(r,); i = 1...N'}. Das Mittel betragt

1 N
= N Zpi(rj)7
=1
die Varianz
1 N _ 2
U(N)(Tj) = N_1 Z [pi(rj) — PV (Tjﬂ .
=1

Mittel und Varianz kénnen fur allg als gemitteltes Bild bzw. Varianzkarte dargestellt werden
{B)(r5);d = 1.0}, {vw(r)); 5 = 1...J } (SPIDER-Operation AS R). Entsprechend ergibt sich

daraus die Standardabweichung;) = \/ SN [pilry) — P )(r])} als haufig verwendetes
Mal fir die Genauigkeit der im Mittel erhaltenen Pixelwdtiger zur Abschatzung der axialen
Auflésung der Topographiedaten).

Aul3erdem gibt SPIDER noch die mittlere Varianz pro Punktisaiie Varianz des gemittelten
Bildes aus.
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7.2.4.2 Kriterien fur die laterale Auflosung

Gemal dem Whittaker-Shannon-Theorem (zit. in Frank, 18&6)dert die diskrete Darstellung
einer kontinuierlichen Funktion begrenzter Bandbreiteeebchrittgrél3e von wenigsteg% bei
Annahme eines Bandlimit8 im Frequenzraum. Die erforderliche kritische Pixelauftigs(Pi-
xelgrofie) bei der Aufnahme der Daten waére fir eine lateraf@aung von% A-lalso5A. Zur
Kompensation von Verlust an Aufldsung durch Interpolatioma Laufe des Alignments ist eine
um einen Faktor 2 gréoRere Anzahl an Messpunkten (im Bsp RiksdgroRRe von 2,5 A) sinnvoll.
Hier und im Folgenden wird die Auflosung als eine Grol3e im &esgraum behandelt (Einheit
A-1). Der Begriff derkristallographischen Auflésungrientiert sich an den fiir die Fouriersyn-
these des Bildes verfligbaren Fourierkomponenten, die emf @gelmafiigereziproken Gitter
angeordnet sind. Man ermittelt also den Radius von Refleeerhdchsten Ordnung, die noch
vom Hintergrund signifikant zu unterscheiden sind.

Bei der Einzelpartikelmittelungsteht fur die Untersuchung der Transformierten kein deneRefl
xen des reziproken Gitters vergleichbares Kriterium zutetstheidung von Signal und Rauschen
zur Verfigung. Die hier angewandten Tests zur AbschatzemgAdflésung beruhen entweder
auf der Untersuchung der spektralen Konsistenz der Foxamnsformierten zweier statistisch un-
abhangiger Mittel (Differenzieller Phasenunterschied Bourier-Ringkorrelationsfunktion) oder
auf dem Vergleich der Transformierten aller einzelnen zuiteVbeitragenden Bilder (Spektrales
Signal-Rausch-Verhaltnis). Lit. in Frank (1996). SPIDBlRerationen: RF, RF SN.

Differenzieller Phasenunterschied (DPR)

Hierflr werden nach dem Alignment neben dem globalen Miitedi statistisch unabhangige Mit-
tel p1(r), p2(r) (z. B. aus geradzahligen und ungeradzahligen Bildern)dghiF; (k) und F»(k)
seien deren diskrete Fouriertransformierte. Mit der Pidifferenz A¢(k) zwischen den zwei
Transformierten ist der Differenzielle Phasenuntersthie

| Sy RGP IR+ 1B
Wk AR =\ T TR BB

Es erfolgt jeweils eine Summierung tber Komponenten irelbriion Ringen der Raumfrequenz-
Radien|k| + Ak; |k|. Damit istA¢(k, Ak) ein MaR fir die nach Amplituden gewichtete Pha-
senkonsistenz als Funktion der Raumfrequenz. Als sine®&tenze zur Inkonsistenz und damit
fur die Abschatzung der Auflésung nimmt man higg mit Ap(kys, Ak) = 45° (analog zum
Ubergang konstruktive-destruktive Interferenz bei phaseschobenen Sinusfunktionen).
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Fourier-Ringkorrelationsfunktion (FRC)

Auch hier erfolgt ein Vergleich Uber Ringe der Weit¢ im Frequenzraum, namlich die differen-
zielle (normierte) Kreuzkorrelation der beiden Fouri@nsformierten als Funktion der Raumfre-
quenz:

Re |3y a Fa(R) F (k)

FRC(k, Ak)
o A OP S [P

(Re: Realteil;—1 < FRC < 1). Kein gemeinsamer Signalanteil und damit keine Korrefati
also nur noch unkorreliertes Rauschen wurde einen WB®'(k, Ak) = 0 ergeben. Als Schwel-
lenwert nimmt man Ublicherweise die zweifache Standar@ativang der normierten Kreuzkor-
relationsfunktion2e = \/ﬁ (Saxton, 1978; Saxton und Baumeister, 198¥); A4 ist die
Anzahl der Komponenten in dem jeweiligen Ring. Die FRC istgisatzlich etwas optimistischer
als der DPR, bessere Ubereinstimmung ergibt die Erhohun§aldors von 2 auf 3 (Frank, 1996,

in der SPIDER-Operation RF W|rd7 als Kriterium verwendet).
RV4 Nk, Ak

Spektrales Signal-Rausch-Verhaltnis (SSNR)

(Unser et al., 1987; Unser et al., 1989). Individuelle Biléenes Satzes von N Bildern eines
Partikels kbnnen als Summe einer gemeinsamen Signalkaenpoond einer Rauschkomponente
dargestellt werden:

pi(ry) = p(rj) + ni(r;) (i=1.N), (j=1.J)
Entsprechendes gilt im Fourierraum:
Pi(k) = P(k) + Ni(k) (i =1...N)

Eine Abschéatzung fiir die Signalkomponente stellt das jeyeeMittel dar:

) NZ@ n) Pl =5 > Pilk)

Fur einen lokalen Bereich B im Fourierraum ist das Signaldeh-Verhaltnis gemal seiner allge-
meinen Definitionap = ; Hierbei sindo%,, 0%, die Uber B gemittelten Varianzen von Signal
und Rauschen. GemaR dem Zusammenhang fiir die Vasigny = fBo |P;(k)|* dk (Parseval-

Theorem, zit. nach Frank, 1996) und mit Hilfe des Mitfg(s;) bzw. dessen Fouriertransformierter

P(k;) lassen sich die beiden Varianzen wie folgt abschatzen:
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N — 2
0235 = é ZB }P(kl)}
o Yp il |Pi(k)-P(k)
IBn = (N-1)np

| 2

(in 6%, gehen die Rauschkomponenten aller Bilder ein). Die Abgeimt fir das Signal-Rausch-
Verhaltnisa g v des Mittels ist damit:

Gpy = s — 1
Hierbei ist berticksichtigt, dass der Beitrag des Rauscbensler Mittelung um den Faktojt;
reduziert wird. Die Tatsache, dass das Mittel als Schatdiredas Signal im Gegensatz zu letzte-
rem immer noch einen Rauschterm enthélt, ist mit der Sutitrakon eins bertcksichtigt (Unser
et al., 1987).
FUr das SSNR (SNR als Funktion der Raumfrequenz) werdeneteidhe B wieder als konzen-
trische Ringe gleicher Weite gewahlt und damit(k, Ak) bestimmt.k.,..; wird Ublicherweise so
gewahlt, dasay (ki) = 4, was etwa aquivalent ¢ (kys, Ak) = 45° ist.
Ein Vorteil des SSNR besteht darin, dass dieses im Gegens&PR und FRC nahe verwandt ist
zum klassischen Kriterium der kristallographischen Auffig, indem hier wie dort letztlich ein
Schwellenwert beziiglich des Signal-Rausch-VerhalteigseFrequenzraum gesetzt wird. Nahe-
res zum Vergleich der drei Auflésungskriterien in Unser e(X887).

DPR, FRC und SSNR wurden jeweils zunachst fur die gesamtelfieBster berechnet. Insbe-
sondere bei Mittelung nach rotationalem Alignment sind Migel aber auRerhalb des fir die
rotationale Suche relevanten Radius (entspricht demkieaetdius) beliebig unbestimmt, weshalb
Ublicherweise eine Maske angewendet wird, um diese Bereatiszublenden. Dies ist durch-
aus problematisch, da durch eine einheitliche Maske unesehie Korrelationen erzeugt werden
kénnen, im Extremfall einer bindren Maske waren das Kotieian hochstmdglicher Auflésung
(gerat man mit einem zu knappen Falloff an diese Grenzet, siah bei hoheren Raumfrequenzen
bei FRC und SSNR ein lokales Maximum bzw. bei DPR ein lokal@sifdum entstehen). Die
Maske muss deshalb, gemessen an der Gréf3enordnung der alske Yefundenen Auflésung,
so ,weich” sein, dass nur Korrelationen niedriger Aufloswemgstehen, die nicht den letztlich
ermittelten Wert beeinflussen. Es besteht eine Art ,Undehgation” beztiglich der Lokalisati-
on der fur die Auflésungsbestimmung herangezogenen Bittsiée versus der Genauigkeit der
Auflésungsbestimmung (Frank, 1996). Aufgrund dieser Sehigkeit sind die Werte flr die Auf-
l6sung bei referenzfreiem Alignment bei derselben Rohdsgiee meist etwas schlechter, was ne-
ben Verlust an Auflésung durch zusatzlich nétige Interpotetn wahrend des (auch rotationalen)
Alignments wohl durch am Rand der Maske aufgrund Rotatiagresaent verursachte und nicht
vollig ausgeblendete Unschérfe erklart werden kann.
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Projekte und Ergebnisse

1 Allgemeine Einfiihrung

Seit seiner Erfindung durch Binnig et al. (1986) wurde dag&R&saftmikroskop (SFM) zu einem
vielseitig einsetzbaren Instrument fur die Untersuchuotplgischer Oberflachen entwickelt. Die
Erreichbarkeit einer Auflosung im submolekularen Bereichhmhem Signal-Rausch-Verhaltnis
und die Moglichkeit des Betriebes unter quasi-physioldyen Bedingungen in wassriger L6-
sung lieRBen die Kraftmikroskopie als ideale Methode eris&me um Topographie und Struktur-
Funktions-Beziehungen biologischer Molekiile sowie Strukind Dynamik biologischer Mem-
branen, sogar lebender Zellen, zu studieren.

Die Methode wurde eingesetzt, um lebende und fixierte Zedlerubilden, wie Neuronen und
Gliazellen (Papura et al., 1993, Haydon et al., 1996), wartkeEpithelzellen (Oberleithner et al.,
1993, 1994), MDCK-Zellen (Hoh und Schoenenberger, 199%p8cenberger und Hoh, 1994),
basophile Leukamiezellen (Spudich and Braunstein, 138&zinomzellen (Ushiki et al., 1996),
Makrophagen oder Fibroblasten (Braet et al., 1998), um imigeeBeipiele zu nennen (siehe auch
Kapitel 2). In diesen Experimenten konnte die AnwendungRiesterkraftmikroskopie auf leben-
de Zellen unter physiologischen Bedingungen tberzeugendufiossungen der Grél3enordnung
von etwa 20 - 200 nm gezeigt werden. Bei der Abbildung vonkatinen der GréRenordnung
der Sensorspitze sind allerdings Beschrankungen aufgtan&ensorgeometrie (siehe Grundla-
gen und Methoden, Kapitel 1.1.3) sowie die relativ hoheretadkrafte (Benoit et al., 1997) zu
beachten. Da Zellmembranen fluide Phasen sind, ist Ubeadiiesuflosung von Einzelheiten auf
lebenden Zellen im Nanometerbereich begrenzt. Fixiertkenéenbranen erlauben im Prinzip eine
hohere Auflosung unter der Annahme, dass der Fixationsgsatie physiologischen Strukturen
konserviert (Hoh und Schoenenberger, 1994; Weyn et al8)199

Auch Strukturen wie Organellen oder Zytoskelett, die umter Membran im Innern der Zelle
liegen, kdbnnen mit Hilfe der Rasterkraftmikroskopie alifpldi werden (Henderson et al., 1992;
Braet et al., 1998). Mechanische Eigenschaften lebendfixierter Zellen wurden eingehend
untersucht (Radmacher et al., 1996; Rotsch et al., 199%cRat al., 1999). Uber die reine Ab-
bildung von Zelloberflachen hinaus wurden auf3erdem benke Zellen langsame dynamische
Vorgange wie Bewegung von Auslaufern, Dynamik des Zytatkekowie Volumendynamik gan-
zer Zellen beobachtet (Henderson et al., 1992; Schoergarand Hoh, 1994; Rotsch et al., 1999;
Schneider et al., 1997; Schneider et al., 2000). Fur sameetkellulare Prozesse ist die abbildende
Kraftmikroskopie (Dauer fiir die Aufnahme eines Bildes in @eb3enordnung von Minuten) aller-
dings zu langsam. Im nicht abbildenden Modus kann aber duschine Untersuchung schnellerer
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Prozesse erfolgen, wie zum Beispiel das kontraktile Viéghaton Kardiomyozyten an ausgewahl-
ten Stellen auf zuvor abgebildeten einzelnen oder konflgewachsenen Zellen (Domke et al.,
1999).

Proteine bzw. makromolekulare Strukturen auf biologiscMembranen konnten bislang vor-
wiegend bei Praparationen mit dichtgepackter, kristatlioder quasikristalliner Anordnung von
(Membran-)Proteinen hochaufgeldst gemessen werden, wBe im Fall des Bakteriorhodops-
ins (Butt et al., 1990; Mduller et al., 1995), der Na,K-ATPd#pell et al., 1993; Linder und
Apell, 1994), zweidimensional kristallisierten Protei@parationen von OmpF-Porin (Schabert et
al., 1995), der HPI-Schicht vddeinococcus radioduran@arrasch et al., 1994; Muller, Baumei-
ster und Engel, 1996), oder dicht gepackt adsorbierteeP®tvie dem Ko-Chaperonin GroES
(Mou et al., 1996). Der Vorteil all dieser Praparate im Gegén zu einzeln adsorbierten Makro-
molekdlen ist die relativ héhere Stabilitat der adsoreientlichtgepackten Arrays von Proteinen
gegenuber den hohen vertikalen Kraften im Kontaktbereats8r-Objekt und den Lateralkréften
der Rasterungsbewegung. Das repetitive Muster von stelldn Einheiten erlaubt es tberdies,
diese Strukturen besser vom Hintergrund zu unterscheiddreteichtert die Anwendung von
Mittelungsverfahren mit Hilfe digitaler Bildverarbeitgr{sieche Kapitel 3). Bei diesen Praparaten
war teilweise eine laterale Auflésung im SubnanometeriBeisowie eine vertikale Aufloésung im
Bereich 1 - 2 A méglich. Die in ,nativer Umgebung* gemesseBaten kdnnen als Erganzung
zur rontgen- und elektronenkristallographischen Stldgéstimmung angesehen werden, beispiels-
weise hinsichtlich der Frage der nativen Topographie undayik flexibler Domé&nen sowie der
Messung pH-, potential-, elektrolyt- oder kraftabhangienformationsanderungen. Es wur-
de auch von einigen Gruppen versucht, die Aktivitat von Emdolekilen nachzuweisen (z. B.
RNA-Polymerase im Tapping-Mode, Kasas et al., 1997). Fonmlekular aufgeltéste Messun-
gen an einzeln adsorbierten Proteinen wurden spezielfahfen wie die Kryo-Kraftmikroskopie
entwickelt (Han et al., 1995; Shao, 1999). Bei den bisher aaftiikroskop untersuchten bio-
logischen Makromolekiilen lag das Schwergewicht allerslilegztlich noch auf exemplarischen
Objekten, deren Struktur schon mit anderen, kristallogisghen und spektroskopischen Metho-
den gel6st worden war.

Neben der abbildenden Kraftmikroskopie haben intramdéekukraftspektroskopische Messun-
gen an einzelnen Makromolekuilen (Rief et al., 1997a,b urg®)1nd die Untersuchung spezifi-
scher intermolekularer Wechselwirkungen, z. B. an Rezdpgand-Paaren (Florin et al., 1994)
das Anwendungsspektrum der Kraftmikroskopie erheblietedert. Beide Ansétze sind inzwi-
schen auch mit der Lokalisierung der jeweiligen Effektel@ofogischen Oberflachen kombiniert
worden (Mdiller, Baumeister, Engel, 1999 und Oesterheltl.et2800 bzw. Hinterdorfer et al.,
1996).
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Die Kraftmikroskopie ist immer noch ein gutes Stlick davotfegnt, eine Routinemethode flr

die Untersuchung biologischer Oberflachen zu sein (Wad®88). Neben instrumentellen Wei-

terentwicklungen hangt sehr viel von Fortschritten beiEetwicklung geeigneter Praparations-
techniken ab, insbesondere auch hinsichtlich der vervtendgubstrate (siehe Kapitel 2). Nur
dann wird sich die Anwendbarkeit dieser Methode, Uber dsbdmi vielfach noch exemplarischen
Praparate hinaus, auf ein breites Spektrum von Fragesgeliubzw. Untersuchungsbjekten aus-
dehnen lassen. Im Ubrigen wird sich die Kraftmikroskoplerdings auch mit anderen Methoden
der Einzelmolekulmikroskopie (Ubersicht in Schiitz et 2000) messen miissen.
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2 Substrate

2.1 Einleitung und Zielsetzung

In vielen Fallen ist Glimmer das ideale Substrat fir SFMésstichungen an biologischen Mate-
rialien. Allerdings erfordert die Adsorption saurer Bidyroere auf der negativ geladenen Glim-
meroberflache einen Puffer hoher lonenstarke oder einemgdrigen pH (Maller, Amrein, En-
gel, 1997). Aufgrund der Homogenitat der Glimmeroberflachess die Normalkraft (Auflage-
kraft) so hoch gewahlt werden, dass eine laterale Beweges@bjekts verhindert wird, was aber
andererseits ungunstig fur mechanisch empfindliche bietbg Praparate sein kann. Kovalen-
te Immobilisierung auf einem geeigneten Material kann éidsung dieser Probleme darstellen
(Linder, 1995; Wagner, 1998). Schichtstrukturen sindaghfzu praparieren, aber es ist schwie-
rig, kovalente Bindungen in einem ausreichenden Mal3 zwis@ubstrat und Objekt einzufih-
ren, ohne die ganze Schicht zu zerstoren. DerivatisierongrvGasphase silanisiertem Glimmer
fur Messungen an Luft wurde von Shlyakhtenko et al. (199%cheeben, es liegen aber kei-
ne detaillierten Ergebnisse hinsichtlich der Stabilitésdr Oberflachen in Flissigkeit vor. Das
Quellen des Schichtminerals Glimmer bei langerer Inkwimain feuchter Atmosphére bzw. in
wassriger Losung macht dieses Material generell ungeeajaeSubstrat fur Zellkulturen. Das
in dieser Hinsicht besser geeignete Glas kann mit Hilfe vtkoXysilanen modifiziert werden,
allerdings bilden polyvalente Silane Polymere, die zu rearedhten Oberflachenrauhigkeit fih-
ren (Mitt. A. Linder), wahrend Filme aus monovalenten Sélarempfindlich gegen Hydrolyse
sind. Thiol-modifizierte Goldoberflachen erlauben eindassliche kovalente Immobilisierung,
wie mit der Herstellung bioreaktiver Monoschichten naaksém Prinzip gezeigt wurde (Wagner
et al., 1994 und 1996), aber die Herstellung von tber die &roftinung von Mikrometern glatten
Goldoberflachen erfordert eine teure Ausrustung (Aufdamigye). Fur die Immobilisierung von
Proteinen Ublicherweise verwendete lineare Polymere sthavierig zu modifizieren, ohne dass
verstarkt Quellungseffekte auftreten, die zu rauhen Ciogréin fihren (Linder, 1995).

Um Strukturen auf lebenden oder fixierten Zellen zu idemndifen, insbesondere solche periphe-
rer Zellauslaufer, hat es sich als glnstig erwiesen, Ubbstgate zu verfigen, die eine mittlere
Rauhigkeit (R,.s, Standardabweichung der Topographiewerte) von wenigeetala 1 nm auf-
weisen, um den stérenden Einfluss der Substrat-Texturgetrhalten. AulRerdem dirfen die
Materialien fur Zellen nicht toxisch sein und sollten einbe@flache aufweisen, auf der Zellen
bzw. unter Umstanden benétigte wachstumsfordernde Reosgabil haften bleiben, wenn sie mit
dem SFM abgebildet werden. Zellkultur ohne spezifischedstamsférderndes Substrat ist zwar
bei manchen Zellsorten moglich, die mechanische Statsld&gher Praparate wurde mit dem SFM
von mehreren Arbeitsgruppen gezeigt (siehe Kapitel 1)eréihgs handelte es sich durchweg um
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spezielle, verhaltnismafig anspruchslose Zell-Liniea Kibroblasten oder epitheliale Zellen, die
einigermalf3en problemlos auf unbeschichtetem Substréariedén.

Fur Untersuchungen an Proteinaggregaten oder Membraamatégmen wird ein Substrat bendtigt,
das sehr glatt, stabil in Pufferldosungen und einfach héeflas ist. Weiterhin sollten seine Pola-
ritat und Oberflachenladungsdichte variierbar sein, umkgtéordernissen des jeweiligen Objekts
gerecht zu werden und stabile Adsorption oder sogar kotalemmobilisierung zu erlauben.

Als Ergebnis umfangreicher Tests erwiesen sich Polyvimylketon (PVPK) und Furan-Poly-
mere (FP) als geeignete Substanzen, die sich entsprechéparipren lie3en (Abb. 10). Diese
von Achim Linder entwickelten Materialien wurden im Rahnaieser Arbeit eingehend gete-
stet sowie deren Verarbeitung zu praktikablen und in deeijgyen SFM-Systemen montierbaren
Substratplattchen optimiert.

2.2 Rauhigkeit verschiedener Substrate im Vergleich

Zu Vergleichszwecken wurde die mittlere Rauhigkeit,{R verschiedener potenzieller Substrate
far Zellkultur und Protein-Immobilisierung bestimmt (sablelle). Der gemessene Wert fur die
atomar glatte Oberflache von Glimmer, dem Standard-Sulfstraie Adsorption zum Zwecke
der Untersuchung mit dem SFM im submolekularen Auflosungstig, ist erwartungsgemal am
kleinsten. Bei den potenziellen Zellkultursubstratenegpezielle wachstumsférdernde Beschich-
tung ist gereinigtes Glas am gunstigsten, spezielle ZibllkiKunststoffplattchen sind deutlich
rauher, geringfugig ginstigere Werte als die der hier diufgéen ThermanoxPlattchen zeigen
allerdings diverse Typen von Zellkulturschalen aus Pghpst Aluminium als Zellkultursub-
strat ist hier aufgefthrt, da im Rahmen dieser Arbeit Vedfjisdaten (Dicke von Lamellipodi-
en auf Aluminium mit dem SFM) fur eine Untersuchung von Zglibstrat-Kontakten mittels
Oberflachenplasmonresonanz-Mikroskopie erhoben wui@ebél et al., 1999).

Die Kultivierung anspruchsvollerer Zellsorten (insbedere Primarkulturen hochspezialisierter
Gewebe) erfordert haufig eine spezielle Beschichtung, idie unter Umstéanden ungiinstig auf
die kraftmikroskopische Abbildung auswirken kann. Exeanigich hierfir wurden Oligodendro-

zyten des Goldfischs untersucht (s. 2.3.1), die Laminin alss®&at benétigen und die auf unbe-
schichtetem Substrat entweder Uberhaupt nicht oder nurssélecht haften bzw. wachsen (mit
Ausnahme des getesteten relativ rauhen Aluminiums). Daslaal Polypeptidketten aufgebaute
Glykoprotein Laminin ist ein Hauptbestandteil von Basaimheanen (Beck et al., 1990). Es besitzt
vielfaltige Funktionen, die durch Wechselwirkung mit arefeKomponenten der Basalmembran
vermittelt werden (Chen et al., 2000). Als Zelladhasioki&fafordert Laminin Neuritenwachstum

und beeinflusst Wanderung, Wachstum, Morphologie und Adh&®sn verschiedenen Zellsorten,
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| Substrat | Rauhigkeit R, ,,,/nm (500 x 500 nm?) |
Glas (Deckglaschen) 0,2-0,9
Glas mit Polylysin-Laminin-Beschichtung >2,2
Thermanox Kunststoff-Deckglaser (fur 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.,1)98leben der Bereitstellung einer Sub-
stratstruktur fiir Zellen spielt Laminin auch eine Rolle Wachstumsfaktor (Ubersicht in Timpl,
1996; Aumaillet und Gayraud, 1998).

Auf dem Standardsubstrat fir Oligodendrozyten-Kultumeginlich mit Polylysin und Laminin
beschichteten Deckglaschen, wurden Rauhigkeitswertemiodestens 2,2 nm gefunden (typi-
sches Hohenprofil Abb. 11 A). Die weiche und adhasive Koesis{positiv geladenes Polylysin!)
der Polylysin-Laminin-Beschichtung bewirkt oft ,versclarie” Bilder. Einen gré3eren Bildaus-
schnitt von beschichtetem Glas zeigt Abb. 12 B. Die mittRagihigkeit betragt hier 2,6 nm inner-
halb des eingezeichneten Rahmens und 3,8 nm auf der Gesdaifla

Zum Vergleich zeigt Abb. 11 B ein Hohenprofil der Oberflache Belymer-Substrats Polyvinyl-
phenylketon mit Laminin-Beschichtung. Nach der Beschingtmit Laminin und grindlichem
Spulen zeigten beide Polymer-Substrate (PVPK und FP) sidephile Flache an der Stelle, wo
sich der Tropfen mit der Proteinldsung befand. Die mittleeaihigkeit des Substrats nach Be-
schichtung mit Laminin stieg bei PVPK von 0,3 nm auf 0.6 nm# Am und bei FP von 0,16
nm auf 0,4 nm, alle Werte beziehen sich auf eine Flache506nx 500 nm?. Frisch prapariertes
Furfurylalkohol-Phenylendiamin-Polymer zeigte bei Masg an Luft eine R,, von etwa 0,15
nm, was auch dem Mittel fur die tbrigen Furanpolymere, séwehMessung an Luft als auch
in wassriger Losung, entspricht. Mit Brenzkatechin modifies FP zeigte eine etwas hthere
Rauhigkeit (0,2 - 0,5 nm).
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Abbildung 11: Reprasentative Linienprofile der Oberflachen von mit Pgight.aminin beschichtetem
Glas und nur mit Laminin beschichtetem PVPK, gemessen in. BBSOberflachenrauhigkeit R, des
gesamten Bildes (500 x 500 djnbetrug @) 2,2 nm auf mit Polylysin-Laminin beschichtetem Glas und
(B) 0,64 nm auf mit Laminin beschichtetem PVPK.

2.3 Polymersubstrate fir die Kultivierung und Abbildung von Zellen
2.3.1 Tests mit Goldfisch-Oligodendrozyten

Bei den hier untersuchten Goldfisch-Gliazellen, bei deriemdripheren Bereiche der Lamelli-
podien gerade mal 20 - 30 nm dick sind, wird in besonderem MiB&lotwendigkeit deutlich,
die Zellen auf einem sehr glatten und gleichzeitig wachstindernden Substrat zu kultivieren.
Nur dann ist es moglich, die Topographie der Zelle von detturedes Substrats zu unterschei-
den, die Rauhigkeit des Standard-Zellkultursubstrat$fsch-Oligodendrozyten ist viel zu hoch
(Abb. 11 und 12). Im Gegensatz zu anspruchsloseren Zalsarachsen Fisch-Oligodendrozyten
aber nur sehr schlecht auf vollig unbeschichtetem Glas.Haigung auf der proteinfreien ,iner-
ten" Oberflache erwies sich besonders am SFM als mechareschnstabil. Im Gbrigen ist die
mechanische Stabilitat auch auf beschichtetem Glas (@i88ysin/Laminin) nicht ausreichend.
Dies gilt besonders fiur lebende Zellen, teilweise aber diicfixierte Zellkultur-Praparate, und
aulert sich darin, dass die Zellen durch die Lateralkréfeebei der Rasterung im Kontaktmodus
auftreten, verschoben bzw. vom Substrat gerissen werderseDEffekt war noch ausgepragter
bei ausschliel3licher Beschichtung von Glas mit Laminin, diemKontamination der in Losung
Uber pH 6 negativ geladenen Sensorspitze mit dem positadgaken Polylysin und damit eine
herabgesetzte Auflésung zu vermeiden. Allerdings wirkylgein bei der Standardbeschichtung
als ,Kleber* zwischen Glas und Laminin, so dass ohne Polyglgas Lebendpraparat noch insta-
biler adhéariert. Es konnte gezeigt werden, dass die Laf@schichtung von wachsenden Zellen
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Abbildung 12:Goldfisch-Oligodendrozyt, kultiviert auf StandardsuastBlas-Polylysin-Laminin, fixiert
mit Glutaraldehyd und in PBS gerasteft: Detail eines Wachstumskegels. Es sind nur grobere Sterktur
des Zytoskeletts von der Textur des Substrats zu untedmids: Oberflachenstruktur des Substrats. Die
Rauhigkeit ®,,,,s = 3,8 nm) ist aufgrund der Polylysin-Laminin-Beschichtung aufgl grof3er Protein-
aggregate vergleichsweise hoch (sauberes Glas; < 1 nm). Der Bildausschnitt (Rahmeh00 x 500
nn?) zeigt einen ,glatteren” Teilbereich des Substrats ohmz ggoRRe Proteinaggregat®,{,,, = 2,6 nm).
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zur Seite geschoben wird. Nach Rickzug oder Entfernung eéaiuslaufer blieb eine Spur, bei
Ruckzug flachiger Strukturen wie Lamellipodien eine Art giamorane” aus aggregiertem Lami-
nin zurtck (Abb. 13). Chen et al. (1998) berichten tUber dieSFéM-Untersuchungen gefundene
vergleichsweise schwache Adsorption von Laminin auf Glenim physiologischen Puffern und
dessen Tendenz zur Aggregation in PBS-Puffer. Fest adstathiamininmolekile zeigten in phy-
siologischen Puffern immerhin noch eine betrachtlicheamblekulare Flexibilitat (Chen et al.,
1998 und 2000). Aus diesen Griunden ist eine stabilere Atisargon Laminin als spezifisches
Zellkultursubstrat unerlasslich.

B 4095 nm

20475 nim

0 nm s
O pm 35 pm Tum 0 rm 2047 5 nm 4095 nm

Abbildung 13:Mit Laminin beschichtetes Deckglas als Zellkultursuktsfednne Polylysin). Laminin ad-
sorbiert nur sehr instabil ohne Polylysin als Kleber. Zugezogene Auslaufer einer lebenden Gliazelle
hinterlassen eine Spulj, eine nach einiger Zeit sich abkugelnde Gliazelle hiassi am Rand eine ,End-
moréne" aus aggregiertem LaminiB)(

Auf PVPK-Laminin-Substrat hafteten die kultivierten Zail wahrend der Messungen deutlich
stabiler. Wie bereits aus den Linienprofilen und Rauhigkettrten (s. Abb. 11 B) ersichtlich ist,
wird durch die stabilere Adsorption auf dem Substrat diedéez zur Aggregation von Laminin
deutlich herabgesetzt. PVPK erfillt also sowohl die Notsigkeit einer geringen Oberflachen-
rauhigkeit als auch das Erfordernis einer (mechaniscbjlstaAdsorption wachstumsférdernder
Substanzen. Die Oberflache von festem PVPK ist glatt undl stalwassriger Losung. Ahnlich
wie Polylysin kann es als Chelator von Metallionen agier&®as wachstumsfordernde Protein
Laminin adsorbiert direkt an die Polymeroberflache, woleindittlere Oberflachenrauhigkeit in
einem tolerierbaren Ausmal3 erhdht wird (Abb. 11 B).

Glia-Zellkulturen, die auf den beiden mit Laminin beschéten Polymersubstraten (PVPK, FP-
Normalrezeptur) kultiviert worden waren, zeigten dasajieiWachstumsverhalten bzw. Erschei-
nungsbild wie Kontroll-Kulturen auf dem tblichen Glas-{gsin-Laminin-Substrat. Die Zellen
wuchsen vorzugsweise auf der mit Laminin beschichtetelild@he des Plattchens. lhre Aus-
laufer waren am Rand der kreisférmigen, beschichteterhEl&onzentrisch orientiert und bilde-
ten zunachst einen scharfen Rand zur unbewachsenen, bidbesten Flache aul3erhalb davon.
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Auf einer frisch préaparierten, unbeschichteten PVPK-@éehne war Uberhaupt keine Adhéasion
bzw. kein Wachstum von Zellen zu beobachten. Erst nachenniggen bis Wochen in Kultur
breiteten sich die Zellen auch auf den zunachst unbesetéhBereichen der PVPK-Oberflache
aus. Nach gewisser Zeit konnen durchaus von der Zelle SeneriProteine oder Komponenten
des Zellkulturmediums an das Substrat adsorbiert habemgdestreckte Zellen mit langen Aus-
laufern und membrandsen Ausstulpungen (Lamellipodiga)yon Bastmeyer et al. (1989, 1991,
1994) als Oligodendrozyten identifiziert worden waren, deur mit dem SFM abgebildet. PVPK
ist wegen seiner Transparenz besonders gut fur die Ablglgan Zellen geeignet, da es dadurch
die lichtmikroskopische Kontrolle der Positionierung &msors und die Beobachtung des Abbil-
dungsvorganges erleichtert.

Auf PVPK war es mdglich, die Topograpie peripherer Lameltiign von fixierten Zellen abzu-

bilden (Abb. 14 A). Der Rand des Lamellipodiums ist sehr gumnvSubstrat zu unterscheiden
(Abb. 14 B). Die Lamellipodien weisen eine minimale Hohe etwa 20 nm auf und konnten oh-
ne dominierenden Einfluld der Substrat-Textur abgebildedere(Abb. 15). Die dabei aufgelosten
Strukturen zeigen ein komplexes Netzwerk zytoskelet@@lemente. Der Rand des Lamellipodi-
ums wird von nur wenigen Filamenten aufgespannt.

Die Abbildung von mechanisch empfindlichen lebenden Okgattozyten, insbesondere ihrer La-
mellipodien, war auch auf PVPK schwierig, ohne dass ihre bramen beschadigt wurden oder sie
veranlasst wurden, ihre Lamellipodien zurtickzuziehen siod abzukugeln. Allerdings wurden
sie nicht so leicht vom Substrat heruntergerissen wie obienrfbeschichtetes und beschichtetes
Glas beschrieben.

Nach ,harter Fixierung“ der Lamellipodien von Fisch-Olagndrozyten konnte ein tiberwiegender
Teil der Zelle durch intensives Spulen entfernt werden wnkeblieben adhasive Membranflecken
auf dem Substrat in einem unregelmafligen Muster, das abéfrdiisse des Lamellipodiums er-
kennen liel3 (Abb. 16 A). Diese Flecken konnten sehr gut van dergleichsweise sauberen und
glatten Substrat unterschieden werden (Abb. 16 B). Es hasidk dabei moglicherweise um die
von Giebel et al. (1999) naher untersuchten ,Close CoritadésFokalkontakte bei dieser Zell-
sorte offenbar nicht vorkommen. Die Tatsache, dass dieszké&h eine hohere Dicke aufweisen,
als man es flur eine normale biologische Membran erwartenlev(kbb. 16 B), legt nahe, dass
sie aus einem Membranfleck mit daran gebundenen intra@edtulStrukturen und/oder Protein als
~Spacer” zwischen Substrat und Membran bestehen. Ein Hindarauf, dass zusatzliches, von
den Zellen sezerniertes Material in den Bereichen vorhargdedie zuvor von ihnen bedeckt wa-
ren, ist die deutlich erh6hte Rauhigkeit solcher Bereioh®ergleich zu der Substratflache, die nur
mit Medium in Kontakt stand. Der kleinste Abstand Zelle-Swat im Bereich der Lamellipodien
(Close Contacts) wurde bei diesem Zelltyp mittels Obergagtasmonresonanzmikroskopie zu
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Abbildung 14: (vorherige Seite) Goldfisch-Oligodendrozyten, kultivieuf mit Laminin beschichtetem
PVPK, fixiert mit Glutaraldehyd und in PBS gerastert. Dieggestreckten Zellen bilden lange Auslaufer
und grofe membrandse Ausstllpungen. Diese flachen Laod#dip kbnnen klar von der Textur des
Substrats unterschieden werdén.Ubersichtsaufnahme mit Auslaufern zweier ZellBn.Zoomaufnahme
eines Teils eines Auslaufers. Es sind zytokelettale Sirektund Organellen zu erkennen, die Zelle erhebt
sich in diesem Bereich um bis zu im (iber das Substrat. Am Rand ist der Ubergangsbereich zmeine
Lamellipodium mit filigraneren Zytoskelettstrukturen zikennen.
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Abbildung 15:Reprasentative Hohenprofile am Rand des Auslaufers auslaik. Wahrend der Auslau-
fer im Bereich von Filamenten mehrere 100 nm hochAgt betragt die Dicke des peripheren Lamellipodi-
ums in den Bereichen ohne sichtbare Zytoskelettstrukteten 20 - 30 nmB, C).
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Abbildung 16:A: Osmotisch aufgebrochener Teil eines Goldfisch-Oligodenden auf PVPK-Laminin.
Die obere Membran wurde osmotisch nach ,harter Fixierung3lutaraldehyd entfernt. Der Pfeil markiert
Fragmente der auf dem Substrat haftenden Membran einedlipodizims, in den Ubrigen Bereichen sind
nach dem Spiilen noch Zytoskelettstrukturen und Organedidnlieben.B: Detailaufnahme eines solchen
Membranfragments und reprasentatives Hohenprofil. Recis im Bild ist noch ein Teil des Zytoskeletts
sichtbar. Die Hohenprofile dieser Strukturen legen nahes dée adhasiven Flecken aus der Zellmembran
plus sezernierten Substanzen zwischen Membran und Sulbnsth@der intrazellular anhaftenden Kompo-
nenten bestehen.
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25 £+ 10 nm bestimmt (Giebel et al., 1999), was mit den hier gemessEiddenprofilen durchaus
in Einklang steht. Eine andere Art adhasiver Membranbbkegidie sogenannten Fokalkontakte,
wurden bereits bei Hihnerembryo-Fibroblasten mittels Sl Fluoreszenzmikroskopie charak-
terisiert (Dunlap et al., 1996): Plasmalemma und Subsatih ebenfalls einen gewissen Abstand
zueinander und die Struktur des Fokalkontaktes reichtasnaytoplasma hinein.

2.3.2 Abbildung verschiedener Typen lebender Zellen auf Fgmersubstraten

Mechanisch stabilere Zelltypen wie Fibroblasten und Epitimzellen aus Fisch sowie Maus-
3T3-Zellen (Abb. 17) konnten ohne besonderen Schaden adelleberflache lebend abgebildet
werden. Dies gilt auch fur Fibroblasten, die gelegentlicbden Glia-Primérkulturen (s. oben) vor-
kommen (ohne Abbildung). Die Zellen hafteten stabil auf demschichteten PVPK-Substrat und
es waren jeweils mehrere Scans auf denselben Bereicheicimdgie vergleichsweise anspruchs-
losen 3T3-Zellen wuchsen zwar im Gegensatz zu den tbrigpanTyon Anfang an sowohl auf
beschichtetem als auch auf unbeschichtetem PVPK mit gleidithte, hafteten aber stabiler auf
Laminin-beschichtetem PVPK (nach dem Spulen und wahrentfdssung!).

Lebende Zellen zeigten bisweilen eine auffallige Reaktiach wiederholtem Rastern derselben
Region von Epitheliomzellen, Oligodendrozyten oder éswedt) von Fibroblasten wurden die La-
mellipodien oder sogar grof3e Teile der Zelle (Abb. 18) zkgézogen, Lamellipodien verschwan-
den manchmal komplett, was bereits flir andere Zelltypeatresen worden war (Schoenenber-
ger and Hoh, 1994). Die Zelle bewegt sich im Zeitmal3stab dén@&hme (eine héhere Rasterungs-
rate fuhrt zu einer noch schnelleren Degeneration der Yeldéeser Effekt wurde auch bei der
kleinstmdglichen Auflagekraft, die noch einen Kontrasteliee, beobachtet. Andererseits legen
solche Aufnahmen nahe, dass die naturliche Motilitat leleeZellen auf dem PVPK-Laminin-
Substrat erhalten bleibt.

Fur hoher aufgeldste Zoomaufnahmen in Details der Zelleserigumindest bei motilen Zellty-

pen mild fixierte Praparate herangezogen werden, um Bewegutter Zelle auszuschliel3en. Bei
sessileren Typen, wie zum Beispiel Fibroblasten, gelings @uch bei lebenden Zellen. Aller-
dings ist hier ein linearisierter Scanner sehr nitzlichi{AlD), da die Piezodrift bei schrittweiser
drastischer Verkleinerung des Rasterungsbereichs s@n3treffsicherheit fir den gewlnschten
Scanbereich stark herabsetzt. Ein anderer Effekt, der Reistern lebender Zellen auftritt, ist
die Abbildung des unter der Zellmembran liegenden Zytagketurch Verformung der flexiblen

Membran (Abb. 19, vgl. Henderson et al., 1992; Haydon et18l96; Braet et al., 1998). Dies

kann bei zu hoher Auflagekraft zu einem Durchbruch durch deenldran fuhren (Henderson et
al., 1992), wie es moglicherweise der deutliche Artefakfibb. 19 B zeigt (unten und unterstes
Linienprofil).
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Abbildung 17: Bilder verschiedener auf Laminin-beschichtetem PVPKikigitter Typen von Zellen.
Die Zellen wurden lebend in dem jeweiligen Zellkulturmediwabgebildet. A: Goldfisch EPC-Zelllinie
(Epitheliom-Zellen, ECACC). Die Réander zweier Zellen leitdgerade den fur diesen epithelialen Zelltyp
typischen konfluenten MonolayeB: Goldfisch CAR-Zelllinie (Fibroblasten, ECACCYE: Rand einer
Maus-3T3-Zelle (Typ Fibroblast, ECACC).
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Abbildung 18: A, C, D: Lebende EPC-Epitheliomzelle, aufgenommen im Abstéandenetava 20 min,
B: reprasentatives Hohenprofil aus A. Rasterungsgeschvkieitig0 bis 50~ . Fiir eine Aufnahme wurden
etwa 10 min benétigt. Die im ZeitmaRstab der Aufnahme zu aelotende Bewegung der Zelle stellt eine
Reaktion auf die mechanische Reizung durch die Sensceqjstiz
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Abbildung 19:Konfluent gewachsene Kultur von Goldfisch CAR-Zellen, lebahgebildetA-D: Zoom-
Serie einer unter der Zelloberflache liegenden Zytoslattattur, Bilder jeweils mit charakteristischen Ho-
henprofilen. Aufgenommen mit einem linearisierten ScaffgpoMetrix).
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2.4 Polymersubstrate fir die Adsorption von Proteinen und Membranprapa-
rationen

Purpurmembran (Abb. 20 A-D) wurde als Testpréaparat gewahlt, da die Stnuldles kristallinen
Bakteriorhodopsins gut untersucht ist und die Korrugaioklein genug sind, um eine Heraus-
forderung fur die zu testenden FP-Substrate zu sein. Dibat®iadsorbierter Purpurmembran-
Fragmente auf Phenylendiamin-modifiziertem und auf Bratedhin-modifiziertem FP war ver-
gleichbar zu derjenigen auf der Kontrolle (Glimmer). Dasrgiaete zweidimensionale Gitter von
Bakteriorhodpsin konnte mit submolekularer Auflésung &liiget werden, die Auflosung war ver-
gleichbar oder besser als auf Glimmer mit derselben Appar&ragmente auf nicht vollstandig
durchgehértetem Harz erwiesen sich als stabiler gegeradégdlkrafte der rasternden Sensorspit-
ze als auf Glimmer, wohingegen die Adsorption auf gut duettdgtetem Harz nicht so gut war
wie auf Glimmer. Dies lag wahrscheinlich an der bei gut dgetiértetem Harz hydrophoberen
Oberflache und der reduzierten Anzahl kovalenter Binduzgesrem Polymer.

Adsorptionsdichte und Stabilitat von MembranfragmentériNa,K-ATPase (Abb. 20 E) auf Furan-
Polymer waren vergleichbar zur Adsorption auf Glimmer (Wpeal., 1992).

Collagen: Nach Inkubation einer frisch praparierten Glimmerflaamepllagenlésung bei 4C
waren im kraftmikroskopischen Bild ausgedehnte filamentSgukturen erkennbar (Abb. 21),
ahnlich den von Chernoff und Chernoff (1992) beschrieb&digyomer-Fasern (letztere waren al-
lerdings nicht in gleicher Weise geordnet). Die hier gefemeh Strukturen wiesen dagegen eine
Vorzugsrichtung auf. Die Adsorption des Proteins an Glimmar also nicht so stark, um ein
geordnetes Arrangement der Oligomere auf der Oberflacherhindern. Auch war das Colla-
gen leicht mit der Sensorspitze vom Substrat zu wischen.(2blD, E). Dagegen war im Falle
von Brenzkatechin-FP unter den gleichen Bedingungen lasnartige geordnete Adsorption zu
beobachten (Abb. 22 A). Méglicherweise sind die Wechs&lwigen zwischen dem Protein und
dem Polymer starker, so dass es zu einer ungeordneten Aidsdtpm. Brenzkatechin-FP zeigte
auch mit anderen Proteinen und Membranprotein-Prapagtisehr gute Immobilisierungseigen-
schaften. Die bei adsorbiertem Kollagen gemessenen Katiargen (Abb. 21 C, 22 A) stimmen
gut mit der Dicke der Tripelhelix des Collagen-MonomersgTytberein, die 1, 5 nm betragt (die
Lange der Monomere betragt 300 nm; Gallop und Seifter, 19@3¢i Raumtemperatur auf Glim-
mer adsorbiertes Collagen (Typ ) liegt ebenfalls deutlingeordneter vor (Monomere ineinander
verwoben und verknéuelt, vgl. Lin et al., 1999) als béC4angelagertes (Abb. 21). Dies kann als
Hinweis darauf verstanden werden, dass eine Veranderuri§imetik der Adsorption fur die Art
der Assoziation der Monomere untereinander tatsachlitisétn sein kann.

Die hier beschriebene geordnete Adsorption von Collagéiiammer dhnelt im Gbrigen etwas
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Abbildung 20: Membranpraparationen auf Furanpolymer-Substrat (FRjeldllet in Puffer. A: Na-
tive Purpurmembran-Fragmente, auf Brenzkatechin-FPriagst Die Fragmentdichte war vergleichbar
mit Kontrollen auf Glimmer unter den gleichen Bedingungschéttiertes Bild aus den Topographiedaten).
B: Molekular aufgeléste Abbildung der Oberflache eines Pungunbran-Fragments auf Brenzkatechin-
FP. Sensorsignalbild, nach Fourier-Filterung. Typisaleése war bei Aufnahmen mit deffopoMetrix-
Discoverer ein derart hoher Rauschpegel auf dem Sensorsignal, dassbauoptimierten Regelungspa-
rametern fast keine Information im Topographiebild (Pra#n) erhalten wurde. In solchen Féllen wurde
die Regelung zurlickgestellt und im constant height-ModeeassenC, D: Aufnahme einer Purpurmem-
bran, adsorbiert auf Phenylendiamin-FP (TopographiebildD: Molekular aufgeldstes Topographiebild
(ungefiltert). Diese Aufnahme mit dem modifiziert@opoMetrix-Discoverer entstand unter sehr vibrati-
onsarmen Bedingungen bei Nacht wahrend der Urlaub€zeiembranfragmente mit Na,K-ATPase, auf
Brenzkatechin-FP adsorbiert. (Messungen: C, D: A. LinRest: U. Weiland).

den Befunden von Paige et al. (2001). Dort wurde Collagep (J¥ei Raumtemperatur angela-
gert, getrocknet und an Luft abgebildet. In Ubersichtsalifnen waren nur Teilbereiche mit ge-
ordneten Strukturen belegt und mit ungeordnet adsorhigvtaterial Gberlagert, ansonsten wurde
vollig ungeordnete Adsorption gefunden. Allerdings deenieauch bei Paige et al. (2001) Hohen-
profile auf adsorbierte Monomere bzw. Oligomere. DiesedzNerk collagentsen Geriistmateri-
als* wies in den geordneten Teilbereichen ebenfalls eimo@ieitat der GroRenordnung 300 nm
auf und wurde als Fruhstadium der Assoziation von FLS-HKéori(Fibrous Long Spacing Col-
lagen) interpretiert. Die Ansatze enthielten fur die Biidwon FLS-Fibrillen nétiges,;-Saure-
Glykoprotein, das aber, wie hier (Abb. 21) gezeigt wirdeotbar in dem frihen Stadium, bei der
Bildung des ,Netzwerks collagentsen Gertstmaterialghek®olle spielt.

Immunoglobulin M: Offenbar waren die IgM-Molekule so stabil an das Substiabebiert, dass
kraftmikroskopische Abbildung im Kontaktmodus in wasserigosung bei Raumtemperatur mog-
lich war (Abb. 22 B). H6henwerte und Durchmesser auf halobmaler Hohe der einzelnen Parti-
kel (Linienprofil in Abb. 22 B) stimmen gut mit den Werten flineelne IgM-Molektile Uberein,
die in einer Untersuchung im oszillierenden Modus von Sulereet al. (1998) gefunden worden
waren Az = 3,3 nm, Az = 35,2 nm). Die submolekulare Struktur ist in diesen Aufnahmen mit
demTopoMetrix Discoverer nicht aufgeldst. Submolekulare Auflésung bei IgM gelingttiefen
Temperaturen mit Kryo-SFM (s. Arbeiten von Han et al., 1995a0, 1999).
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Abbildung 21: Collagen (Typ 1), aus einer Lésung in PBS bei@ auf Glimmer adsorbiert und in PBS
abgebildet. A: Ubersichtsaufnahme der geordnet adsorbierten Oligomsesh (schattiertes Bild aus To-
pographiedaten)B: Topographiebild undC: charakteristisches Linienprofil daraus (in Rasterunpauicg,
die Periodizitat senkrecht zur Ausrichtung der Oligomeefa betragt dagegen etwa 250 -300 nBh)E: bei
Erhdhung der Auflagekraft I&sst sich das adsorbierte Caflagm Substrat wischen.
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Abbildung 22:Proteinpraparationen auf Furanpolymer-Substrat, altgthin Puffer.A: Collagen (Typ 1),
aus einer Losung in PBS bei°€ auf Brenzkatechin-FP adsorbiert und in PBS abgebildeersithtsbild
(schattiert, aus Topographiedaten) und reprasentatiééehprofil eines héher aufgeldésten Topographie-
bilds. B: IgM auf Harnstoff-FP. Die Abmessungen der adsorbierteikedsind in den zugehérigen Lini-
enprofilen zu sehen.
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2.5 Diskussion

Die Verwendung von Polymersubstraten fur rasterkraftoikopische Untersuchungen erdffnet
ein breites Spektrum von Mdéglichkeiten, die spezifischerioAterungen der Immobilisierung
verschiedener biologischer Untersuchungsobjekte zlienflEs konnte gezeigt werden, dass die
untersuchten Polymersubstrate im (Sub-)Nanometer-Mhbf§gatt sind und dass sie so beschich-
tet oder modifiziert werden kdnnen, dass ein mechanischleta®ubstrat fir die Kultivierung
von Zellen entsteht bzw. die Immobilisierung von Membramarationen und isolierten Proteinen
maoglich wird. Mit einer niedrigen mittleren Oberflachennakeit (R.,,.s) von 0.3 - 0.6 nm (PVPK
ohne/mit Lamininbeschichtung) und 0.13 - 0.16 nm (Furalyfer) ist eine wichtige Grundlage
geschaffen, um rasterkraftmikroskopische Untersuchuagé Zelloberflachen und an Membran-
praparationen durchfihren zu kdnnen. Die dabei erreicht#sung ist hoch genug, um eine
Visualisierung von Proteinen bzw. Proteinkomplexen invegt Membranen zu bewerkstelligen.
Es wurde gezeigt, dass auf dem Standard-Praparat Purplbmaerdie Ubliche submolekulare
Auflésung erreicht wird.

Im Gegensatz zu Glas mit einer Polylysin-Laminin-Besctinl, die tGblicherweise fur Primarkul-
turen der empfindlichen Fisch-Oligodendrozyten verwendt, ist das lediglich mit Laminin be-
schichtetePVPK-Substrat im Hinblick auf kraftmikroskopische Untersunan mechanisch sta-
bil. Der Verzicht auf Polylysin bedeutet aul3erdem eine leiblee Verminderung maglicher Kon-
taminationen der Sensorspitze. Hier erdffnet sich auchridiere empfindliche Zellsorten, die auf
unbeschichtetem Glas oder sonstigen, kommerziell vediggbZellkultursubstraten nicht wach-
sen, die Mdglichkeit, ein sowohl auf die Erfordenisse ddikziétur als auch auf die kraftmikrosko-
pische Untersuchung der Zellen abgestimmtes Substraistetten. Auf Laminin-beschichtetem
Furan-Polymer (Normalrezeptur) zeigten Goldfisch-Oligodendrozytemélés normale Morpho-
logie und Wachstumsverhalten. Die Abbildung am SFM wurdiéglech dadurch erschwert, dass
aufgrund der dunklen Farbe des Polymerfiims die Visualisigrund gezielte Abbildung ausge-
wahlter Zellen erschwert wurde. Aus diesem Grunde solkseal Substrat bei Zellen nur Ver-
wendung finden, wenn eine besonders glatte Oberflache erfictdist oder die visuelle Auswahl
(z. B. bei einer dicht gewachsenem Kultur) nicht so wesemikt.

Die Furan-Polymere bieten mit ihren variierbaren Eigenschaften eine echterAéttive zu Glim-
mer, falls die experimentellen Bedingungen weniger potater positiv geladene Oberflachen
erfordern. Aul3erdem sind die Nachteile von Glimmer wie dasl@n in wassriger Losung, sich
ablésende und umherschwimmende Glimmerflocken sowie rfdal&dglichkeiten der chemi-
schen Modifizierung der Oberflache nicht vorhanden. Bei dgnihg von Modifikationen des
Furan-Polymers ist allerdings zu beachten, dass Ko-Monemeter Umstanden die Rauhigkeit
des Substrats beeinflussen kbnnen. So besitzt insbesatakei@renzkatechin-modifizierte FP
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zwar hervorragende Adsorptionseigenschaften, weistaherleicht erhéhte R, (0,2 - 0,5 nm)
auf, so dass dieses Material eher fiir die Adsorption voneggifiProteinen oder Membranpra-
parationen geeignet ist und ansonsten als mit Protein loédetes Zellkultursubstrat eingesetzt
werden kann. Bei der Adsorption der zwar ausgedehnten,iabBurchmesser vergleichsweise
dinnen Collagen-Molekile, ist dessen Rauhigkeit beispigise bereits an der Obergrenze. Fir
Untersuchungen an einzelnen Proteinmolekiilen sind dierandModifikationen geeigneter.

Die hier beschriebenen Materialien sind preisgunstig ua&dbtrate aus ihnen mit einfachen Mit-
teln zu praparieren. Die Praparation der Furan-Polymeégdlesdings aufwandiger als die Vorbe-
reitung von Glimmer als Substrat und erfordert etwas Ubdagjie Polymerfilme sehr diinn sein
mussen, um eine erh6hte Rauhigkeit aufgrund des Kondensatiodukts Wasser auszuschliel3en.

Als mdglicherweise praktikable Alternative zu der apparatfwandigen Herstellung glatter Gold-
oberflachen einerseits und den hier vorgestellten PolyBobstraten andererseits bieten sich funk-
tionalisierbare atomar glatte Oberflachen auf frisch deat®albleiter-Wafern an. Hier hat sich
beispielsweise Siliziumcarbid als geeignetes Materiaiesen, das bereits ohne Funktionalisie-
rung interessante Adsorptionseigenschaften aufwies i#ldr, unveroffentlichte Ergebnisse).
Daneben wurde auch die Herstellung bioreaktiver Monostérc auf Wasserstoff-passiviertem
Si(111) beschrieben (Wagner et al., 1997). In diesem Berisicdaher ebenfalls mit weiteren
Entwicklungen zu rechnen.

Winschenswert fur die Weiterentwicklung der beschriebdt@ymer-Substrate waren eingehen-
dere vergleichende Untersuchungen an modifizierten FRt&ibn hinsichtlich der erreichten
Oberflachenladungsdichten sowie der unterschiedlichemdloilisierungseigenschaften. Substan-
zen wie Collagen, die bei der Adsoption zu geordneter Assiozi neigen, kdnnen hierfir unter
Umstanden als Testsubstanzen eingesetzt werden.

Gerade das Beispiel des Collagens zeigt aber auch, dassljdregestellung ein unterschiedli-
cher Grad an Immobilisierung wiinschenswert sein kannrisof@an etwa an Effekten wie der auf
Glimmer gefundenen geordneten Selbstassoziation isierest. Die noch weiter zu entwickeln-
den Mdéglichkeiten der gezielten Einstellung von Oberflaghgenschaften des Substratmaterials
sind deshalb von grof3em Interesse.
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3 Sucroseporin

3.1 Einleitung und Zielsetzung

Gramnegative Bakterien besitzen zuséatzlich zur Zytopéasembran eine duRere Membran, die
asymmetrisch aus Lipopolysacchariden (aul3en) und Phiygiglem (innen) aufgebaut ist. Aul3er-
dem enthalt diese Membran eine Reihe porenbildender Reotélieraus lassen sich bereits zwei
hauptséachliche Funktionen der AuRenmembran erkennerdichéemerseits der Schutz der Zelle
vor schadlichen Einflissen (AuRenmembran zusammen mitggid®glykanschicht im periplas-
matischen Raum) sowie andererseits die Aufnahme von kidWshrungsmolekilen und lonen
durch wassergeflllte Kanéle (Schirmer, 1998; Forst etl&98; Dumas et al., 2000). Die so-
genannten Porine stellen den hauptséchlichen Anteil dgeirkomponente der Aulienmembran.
Wahrend der Transport von Zuckermolekilen, lonen etc. dleZytoplasmamembran aktiv er-
folgt und damit deren Konzentration im Periplasma niedegaten wird, erfolgt der Transport
Uber die AulRenmembran rein passiv. Man unterscheidet mifisgbe und spezifische Porine.
Porinartige Molekdle finden sich im tbrigen auch in Mitoctoan und Chloroplasten.

Die unspezifischen Porine stellen die ,,GrundausstattungBewerkstelligung einer ausreichen-
den Permeabilitéat unter Normalbedingungen dar. Unter staahslimitierenden Bedingungen ist
u. U. eine Erhdhung der Permeabilitat fur bestimmte Sulastarerforderlich, die aber nicht mit
einer Verminderung der schiitzenden Funktion der AuRenmemahlso etwa einer generellen Er-
hoéhung der Ausschlussgro3e, einhergehen darf. Daher werder diesen Bedingungen Porine
exprimiert, die eine héhere Permeabilitat fur bestimmtbstanzen besitzen. Diese hdhere Per-
meabilitat kann durch spezifische Bindungsstellen ertewenden, die entlang der Innenwand des
Kanals angeordnet sind (Forst et al., 1998).

Beispiele fur solche spezifischen Porine sind einmal dad/féitose und Maltooligosaccharide
spezifische Maltoporin, das zusammen mit einem Transgsieisyvom ABC-Typ (ATP Binding
Cassette) und einem periplasmatischen Bindeprotein volkRegulon kodiert wird. Des weite-
ren wurde inSalmonella typhimuriumundEscherichia coli (spater auch iklebsiella pneumoniae)

ein Saccharose-Aufnahmesystem entdeckt, das es den elté@glicht, auf Saccharose als ein-
ziger Kohlenstoffquelle zu wachsen. Das auf einem Plasiegkehde scr-Regulon kodiert fir
einen Saccharose-spezifischen Transportkomplex vom Rp$Phosphoenoltransferase-System)
in der Zytoplasmamembran und ein Porin, ScrY, das flur Saoskaund Maltooligosaccharide
spezifisch ist. Ein periplasmatisches Bindeprotein idtthekannt (Schmid et al., 1991; Hardesty
et al., 1991; Schilein et al., 1995; Forst et al., 1993; Fetrat., 1998).

Die unspezifischen Porine sind Homotrimere aus 16-stréngigtiparallele-Barrels, wobei die
einzelnen Strange auf der extrazellularen Seite durcheBehl(Loops) verschiedener Lange und
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auf der periplasmatischen Seite Uberwiegend Uber kurzendldelschleifen verbunden sind. Der
dritte externe Loop faltet sich ins Innere des Barrels urréivgt damit das Lumen des Kanals im
Bereich der Membranmitte.

Im Gegensatz hierzu weisen Maltoporin und Sucroseporinté@h§e auf. Die Struktur von Su-
croseporin wurde réntgenkristallographisch mit einer dsiiing von 2,4 A bestimmt (Forst et al.,
1998), dies bezieht sich auf die Aminosaurenreste 71 bisdi83lie Pore bilden. Das im Quer-
schnitt nierenférmiges-Barrel selbst misst etwa 50 A x 28 A und hat eine Hohe von 25 dein
Nahe des Zentrums des Trimers und 50 A an der Peripherie dfeer§r Die externen Loops
(Loops 4 bis 9, Abb. 23 B) neigen sich teilweise Uber das gesaene Vestibll der drei Monome-
re, Loop 1 faltet sich nach innen zu der Konstriktionsstetid bildet Wasserstoffbriicken zu Loop
3. Loop 2 fullt eine Lucke oberhalb des Loops 3 eines benatd&onomers und tragt damit zur
Stabilisierung des Trimers bei, das ansonsten Uber polach¥&lwirkungen am oberen und unte-
ren Rand des Barrels und mittels hydrophober Wechselwgbnnlazwischen zusammengehalten
wird. Die hydrophobe Kontaktzone mit den Membranlipidestbht aus aliphatischen Resten
und ist bis zu 33 A breit. Sie wird wie bei anderen Porinen vaeizZKranzen aus amphiphilen
aromatischen Resten im Ubergangsbereich von der apolargmolaren Zone der Membran be-
grenzt (s. auch Abb. 29). Eine Reihe aromatischer Reste marindes Kanals von Maltoporin
und Sucroseporin wird als Kette von Bindungsstellen (bzsv,Rutschbahn) fir Zuckermolek-
le angenommen, deren Pyranosylringe mit den aromatisciigeRwechselwirken, wahrend mit
benachbarten ionisierbaren Resten H-Briicken gebildetemdkonnen (,greasy slide* und ,ioniz-
able track®). Kokristallisation mit Saccharose ergab sdascroseporin zwei distinkte spezifische
Saccharosebindestellen im Innern des Kanals besitzt.

Sequenzhomologie zu Maltoporin besteht fiir 411 Reste, elieridinalen 72 Reste finden keine
Entsprechung bei Maltoporin. Die N-terminalen 70 ResteStanktur konnten réntgenkristallo-
graphisch nicht gelost werden. Aus der Sequenz erkenntedach fur die Reste 1-42 ein Muster
von wiederkehrenden Heptaden, aus dem sich bereits eisdiiekendes paralleles Coiled Coil
als Tertiarstruktur vermuten lief3 (Lupas, zit. nach Fotsdlg 1998; Lupas, 1996). Dieses wird
aus drein-Helices mit je zwolf Windungen gebildet, eine Helix von gad Monomer. Die Lange
dieser Struktur wurde von den Autoren auf 65 A, der Durcheressf 23 A geschétzt (Abb. 23A).
Mit Hilfe von Circulardichroismus-Spektroskopie und arteicher Zentrifugation konnte diese
Annahme bezlglich der Tertiarstruktur bestéatigt werdean@s et al., 2000). Dieselben Auto-
ren fanden eine Saccharose-Affinitat des isolierten N4teaten Peptids (Gleichgewichtsdialyse)
und fuhrten funktionelle Tests mit einem Fusionsproteis diesem Peptid und Maltoporin durch
(Transport in Proteoliposomen). Dabei zeigte sich einbeggerte Translokation langerer Malto-
oligosaccharide, ganz im Gegensatz zu Wildtyp-Maltopaiufderdem héhere Dissoziationsraten
derselben. Insgesamt stltzen diese Ergebnisse ein Mddslllem N-Terminus den funktionellen
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Ersatz eines spezifischen periplasmatischen Bindepsoteiweist (Forst et al., 1998): Die tUber
die Bindungsstellen in der Pore ins Periplasma gelangeddekermolekiile binden an die Coiled-
Coil-Struktur und gelangen uber diese ,verlangerte Zutkschbahn“ schneller und zielgerich-
teter vom Kanal in der Auienmembran zum Translokationsssys der Zytoplasmamembran.

Abbildung 23:A: Modell des Sucroseporintrimers aus Réntgenstrukturdaieeiner Skizze der putativen
Coiled-Coil-Struktur des N-Terminus (unten). Extrazklie Seite oben, periplasmatische unten (Eckhard
Hofmann). B: Monomer ohne N-Terminus mit zwei gebundenen Saccharoségileh. Extrazellulare
Loops: L4-L9, Stern: N-Terminus (AG Welte).

Die Zielsetzung des vorliegenden Projekts bestand zunmemder zweidimensionalen Rekon-
stitution von Sucroseporin mit Lipid. Dies war die Voraugseg fur die Durchfihrung raster-
kraftmikroskopischer Untersuchungen der zum extrazakud Medium und zum Periplasma hin
exponierten Seiten des Proteins. Die Tatsache, dass raérdiéethode eine Abbildung von Ein-
zelmolekilen mit submolekularer Auflésung in quasi nativergebung maéglich ist, das Trimer
also gleichzeitig in einer Lipidphase eingebettet ist unsloasten mit einem Elektrolyten in Kon-
takt steht, ermoglicht es im Prinzip, Doméanen der elektexdgonierten Oberflachen abzubilden
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und nach ihrer Topographie und Flexibilitat zu untersceeidnsbesondere war der Versuch eines
Nachweises des als sehr flexibel anzunehmenden N-Termamukhteresse. Eine dicht gepackte
Rekonstitution des Proteins bei geringem Lipidanteil éstv&ch aufgrund der dann héheren me-
chanischen Stabilitat von auf einem Substrat adsorbi&fsikelfragmenten als Vorteil fur kraft-
mikroskopische Untersuchungen. Zweidimensionale Klistdion des dicht gepackten Proteins
wurde angestrebt, um mit Hilfe von Mittelungsverfahrendahdherer statistischer Zuverlassig-
keit und Auflésung zu erhalten.

3.2 Rekonstitution von Sucroseporin mit Lipiden und zweidmensionale Kri-
stallisation

Das gereinigte Sucroseporin ist Uber lange Zeit (WocheMuisate) stabil und kann daher oh-
ne weiteres einem 72-stiindigen Rekonstitutionsexpetiongerworfen werden. Ein quantitativ
nennenswerter Abbau des interessierenden N-Terminudiageinung konnte bei dem gereinigten
Protein nicht gefunden werden. Neben der Bande des Wilstgpemers (ca. 53 kD) kann im Gel
(Abb. 24) eine nur schwache Bande des mdglichen N-termn@lidauprodukts knapp unterhalb
davon festgestellt werden (vielleicht auch bedingt durchenTemperatur und Denaturierung bei
SDS-PAGE!). Lediglich bei fast zwei Jahre altem ScrY wasdiBande etwas deutlicher, dartiber
hinaus sind dann auch Abbauprodukte des Barrels selbstrdske Ein schnellerer N-terminaler
Abbau bei Lagerung in Detergenz-Losung wurde anhand nexmtirierender Gelelektrophorese
und Massenspektroskopie bislang nur fur das Detergenz dybdaltosid beschrieben, nicht je-
doch fur das hier verwendeteOctylglucosid (Michels, 1999).

Abbildung 24: SDS-PAGE: ScrY nach Reinigung, bei°€ gelagert. A, B: ScrY, 3 Monate alt,
C:. ScrY, 22 Monate altD: 5 Monate alt. Kein nennenswerter Abbau des N-Terminus nagetung
bzw. Gelelektrophorese feststellbar (nur schwache Bafmgrzu erwartender Masse von ca. 46 kD).
M: Marker [kDa].
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Die Stabilitat der N-terminalefertiarstruktur (Coiled-Coil) hingegen ist, verglichen mit dem
Barrel-Trimer, deutlich geringer, diese denaturiert lisrbei 44°C (Dumas et al., 2000). Die
maximale Temperatur von 3T bei der Rekonstitution lag allerdings noch deutlich degun

Unter den Bedingungen fur die Rekonstitution wurden im Yapuffer die Konzentration der
zweiwertigen lonen ([MgGl zwischen 2 und 80 mM) sowie der pH (zwischen 6 und 8) variiert
Beste Ergebnisse ergaben sich bei einem pH 6 und hoher f}ggel 50 bis 80 mM. Zweimaliges
Durchlaufen der Temperaturstufen 20 — 37 °C — 20°C und damit zweimaliges Durchschrei-
ten der Phasenumwandlung des Lipids von fliissig nach qistaikn (Jap et al., 1992) wahrend
der 72-stindigen Rekonstitution erbrachte gegenibemeamsprechenden einphasigen Tempe-
raturprofil keine Vorteile. Ein signifikanter Unterschiedilden Ergebnissen der Dialyse in der
optimierten Durchflussapparatur gegentber den in einemichdgkleinen Flissigkeitsvolumen
(mit gleicher Pufferaustauschrate) eingetauchten DéaBugttons war nicht festzustellen.

Unter diesen Bedingungen ergibt sich bei Variation des Erasrhaltnisses Lipid zu Protein
(LPR) ein deutlicher Ubergang von groRen Vesikeln mit eiri@anchmesser von mehrergm
bei LPR = 0,1 zu kleineren Vesikeln (wenige 100 nm bigrh Durchmesser) bei LPR > 0,15
(Abb. 25). Uber einem LPR von 0,3 sieht man alle Zeichen vandiiberschuss, namlich kleine
Lipidvesikel, mehrschalige Vesikel (,Onion-Struktur‘otenz Hasler, pers. Mitt.) sowie ,mil-
chiges” Erscheinungsbild derselben im ElektronenmikopsiBei hoherem LPR ist auRerdem die
mechanische Stabilitat der Praparationen bei SFM-Messudegutlich geringer. Wie gezeigt wur-
de (s. unten), handelt es sich bei den grof3en Vesikeln umpmood bidirektional rekonstituiertes
Sucroseporin, bei den kleineren finden sich unidirektigmesitallin rekonstituierte Anteile. N&a-
heres zum Einbau des Proteins bei den beiden Typen von \fesikde unter 3.3.2. Bei kleinem
LPR beginnen offenbar Protein-Protein-Wechselwirkurdjerinteraktionen des Proteins mit dem
Lipid zu Gberwiegen. Auch die Fluiditat des Lipids spieleheine Rolle, mischt man bei einem
Gesamt-LPR von 0,15 - 0,2 das Lipid DMPC zu gleichen Teiletrdain fluideren POPC, so erhéalt
man einen vergleichsweise hohen Anteil unidirektional &atY gepackter und teils kristalliner
Vesikelfragmente (kristalline Areale mit bis zu ca. 40B50n maximaler Ausdehnung, in Aus-
nahmefallen bis 700 nm). Bei geringerem POPC-Anteil (1042f@r Lipidmasse) erhalt man auch
bei diesem LPR noch einen héheren Anteil amorph-bidirelien Einbaus und manchmal auch
einen hoheren Anteil groRerer Vesikel. Bei verschwindemdépidanteil kommt es zu schwer
definierbaren Proteinaggregaten und nur sehr wenigenekiélesikeln durch Restlipid von der
Proteinreinigung. Rekonstituiertes ScrY lag praktiscihclgehend in Form gewohnlicher Vesi-
kel vor, rohrenférmige Vesikel oder mehrschichtige Stapelen nicht zu beobachten. Lediglich
in den Fraktionen mit besonders gro3en Vesikeln warers (@@ppellagige) Fragmente enthalten,
deren vesikularer Ursprung auch im Elektronenmikroskapmtimmer eindeutig nachgewiesen
werden konnte (wahrscheinlich aber kollabierte grol3ekétksi
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Abbildung 25: Elektronenmikroskopische Aufnahmen (Negativkontrastig mit Uranylacetat):
A: LPR = 0,1; Lipid: DMPC/POPC (1:1): groRRe Vesikel, Ubersicht 200008: LPR = 0,2; Li-
pid: DMPC/POPC (1:1): tberwiegend kleinere Vesikel, Ulnéits20000x. C: LPR = 0,15; Lipid:
DMPC/POPC (8:2): amorph gepackte Fragmente, 50000x. PR = 1, 0; Lipid: DMPC, ,Zwiebelscha-
lenstruktur®, zuviel Lipid, Ubersicht 7000x.
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3.3 Abbildung von Sucroseporin am Rasterkraftmikroskop
3.3.1 Abbildungsbedingungen

Die Adsorption von rekonstituiertem Sucroseporin in Foon meist einlagigen Vesikelframenten
auf frisch gespaltenem Glimmer hat sich als ausreichernil $fia hochauflésende kraftmikrosko-
pische Untersuchungen erwiesen, eine aufwandigere Inlisiebung war bei diesen Préaparaten
also nicht notwendig. Die Messungen erfolgten bei einemRamperatur, die nicht tber 28
lag, was sich gunstig auf den Erhaltungszustand der Pr&paber mehrere Stunden auswirk-
te. Diese GroRRenordnung ist angesichts einer Phasenurtumgstemperatur von 23C fir das
hauptséachlich verwendete Lipid DMPC auch sinnvoll. Dietuif des thermostatisierbaren La-
bors musste allerdings wahrend der Messung jeweils abgkstiverden, um stérende Vibratio-
nen zu vermeiden.

Ein Messpuffer (in seiner Zusammensetzung angelehnt amdreigs- und Dialysepuffer, Kon-
zentration zweiwertiger lonen allerdings verringert) 280 mM LiCl, 2 mM MgCL, 20 mM
Tris/HCI/pH 7,6 liefert meist guten Kontrast auf der extlaren Seite des rekonstituierten Pro-
teins. Der Kontrast auf der periplasmatischen Seite waneasend, die Abbildungsbedingungen
fur diese Seite wurden aber noch nicht optimiert. Geringenenstéarken lieferten meist keinen
ausreichenden Kontrast fur hochaufldsende Abbildung, dleefen Konzentrationen war zersto-
rungsfreie Abbildung der extrazellularen Seite nicht methwandfrei gewahrleistet (Variation von
[LiCl] zwischen 100 und 300 mM). Es wurden auch Messpuffarmedrigerem pH-Wert getestet
(siehe auch 3.3.5, Abb. 40).

Als Sensoren haben sich die oxidgescharften Siliziungsfitzen an 20@um langen Rechteck-
Federbalken (Olympug; = 0,05 %) bewahrt. Die Auflagekraft (Federkraft durch Auslenkung
des Sensorbalkens) wurde wahrend des Experiments durdistedlen des Sollwerts auf einem
minimalen Niveau gehalten, das gerade noch hochauflosémigrast lieferte. Eine Abschéatzung
der Auflagekraft anhand von Kraftdistanzkurven (extragéte Seite, Bsp. Abb. 30) bei Annahme
eines Abstands Sensor-Objekt der Grol3enordnung 1 nm fstézengfreie Abbildung (Miller et
al., 1999) ergab Werte von weniger als 200 pN, was auch etwgedeils experimentell einge-
stellten optimalen Differenz des Sollwerts zum PhotodimDéferenzsignal des freien Balkens
entspricht.

Alle nachfolgend gezeigten Messungen wurden mit dutimode/Nanoscope I(Digital Instru-
ments) in wassrigem Elektrolyt aufgenommen.
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3.3.2 Orientierung des rekonstituierten Proteins

Den oben beschriebenen beiden Typen von Vesikeln entggreclder kraftmikroskopischen Ab-
bildung zwei hinsichtlich ihrer Morphologie zu untersaende Oberflachenstrukturen. Die auf-
geplatzten und einschichtig adsorbierten Vesikelfragmerisen auf der Vesikel-Innenseite ent-
weder eine amorph erscheinende Oberflache mit maximalen¢aronen von deutlich tber 1 nm
oder aber gleichméRigere Korrugationen der Gré3enord@iihgm auf, letztere aus - bisweilen
mehr oder weniger kristallin geordneten - Protrusioneremlédbstand zueinander in der GroRRen-
ordnung 5 nm liegt. Die amorphe Oberflachenstruktur kommtlilyehend bei den beschriebenen
sehr grofR3en Vesikeln vor, mittlere bis kleinere Vesikel Deschmessers Lm und kleiner haben
ofter die gleichmaRigere Morphologie aufzuweisen. Ablz&@t diese beiden Typen in der Uber-
sicht. Beim glatteren Typus ist bereits in dieser Aufnahmst&lline Ordnung zu erkennen. Die
maximalen Korrugationen sind aus den Hohenschnitten Abker&ichtlich.

Die kleineren Vesikel platzen meist nicht schon bei der Aggon auf, sondern oft erst nach me-
chanischer Belastung durch die Rasterbewegungen der Spitge. Kommt es zu zweilagiger
Adsorption von Vesikelfragmenten, die nur selten zu bebtearcist, so liefert die Abbildung der
Oberflache der oberen Lage, also der Aul3enseite der Vesikedt einen nur schwachen Kontrast.
Aul3erdem ist zweilagige Adsorption mechanisch vergleuehse instabil.

Die HOhe einlagig adsorbierter Vesikelfragmente (AbstdadMaxima im Histogramm der To-
pographiewerte als Mittelwert) ist mit etwa 5,5 nm beim aph@n Typ etwas geringer als beim
glatteren mit 6,2 nm (Abb. 28). Das Histogramm zeigt jedoskizMaxima auf der Oberflache
der amorphen Membranen, deren Abstand ungefahr dieserénit entspricht.

Eine Erklarungsmaoglichkeit fir das bei amorphen Membrar&annbare Auftreten zweier deut-
lich unterschiedlich hoher Bereiche rekonstituiertenm®ware ein Einbaatwa gleicher Mengen
(vgl. auch H6henhistogramm Abb. 28 B) intakten Porins bawcl oben erwé&hnten Abbau am N-
Terminus verkirzten Proteins. Dies kann aber schon audigtanam Elektrophoresegel halbquan-
titativ erkennbar viel geringeren Menge eines maglicheaiprodukts nahezu ausgeschlossen
werden. Eine andere Moglichkeit bestiinde in einem Lipidsiddeuss, der zur Separation von rei-
nen Lipiddomé&nen (niedrige Bereiche) fihren konnte. - sdhriebene Morphologie tritt aber
gerade bei niedrigem LPR auf! Der H6henunterschied ist abeh erklarbar, wenn man einen
bidirektionalen Einbau von ScrY bei diesem Typ von Vesikatmimmt (Abb. 29). Die deutlich
unterscheidbaren Bereiche unterschiedlicher Hohe si@agensatz zum anderen Typus namlich
in ihrer Ausdehnung mindestens so breit bzw. ausgedehisteleasich aus der Rontgenstruktur
ergebende Durchmesser des Trimers von etwa 8 nm. Unter diseahme betragt der anzuneh-
mende Hohenunterschied im Modell etwa 1,2 nm (relativ staxponierter Loop 8 extrazellular -
starre Barrelwand periplasmatisch), wenn man die membrahdpannenden hydrophoben Zonen
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Abbildung 26: (vorherige Seite) Adsorption von rekonstituiertem Suepmsin auf Glimmer. A: \oll-
stéandig geplatztes und einlagig adsorbiertes grol3es a&le¢ik > 1um) mit bidirektional amorph
rekonstituiertem Porin{lPR = 0,2; Lipid: DMPC/POPC (9:1); Messpuffer: 250 mM LIiCl, 2 mM
MgCly, 20 mM Tris/HCI pH 7,6). Fehlersignalbild (Cantileveraargkung). B: Kleinere Vesikel
(d < 1pm) mit unidirektional orientiertem Porin(PR = 0, 15; Lipid: nur DMPC; Messpuffer: 250 mM
LiCl, 2 mM MgCly, 20 mM Tris/HCI pH 7,6), nur teilweise unter Einwirkung deer$Sorspitze geplatzt,
davon nur ein kleiner Teil zweilagig adsorbiert, intaktesiel nicht vollstandig kollabiert. Fehlersignalbild.
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Abbildung 27: Hohenschnitte (Rasterungszeilen) Messungen vgl. Abb.,28.B.: auf bidirektional re-
konstituiertem ScrY mit maximalen Korrugationen von c& dm. B: auf unidirektional rekonstituiertem
ScrY. Fragmenthdhe und typische Korrugationen von maxgaa0,5 nm auf dem Fragment.
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Abbildung 28: (vorherige Seite) Héhenbestimmung adsorbierter Vesigifiente mit rekonstituiertem
ScrY: A: Bidirektional rekonstituiertes ScrY, Histogramm der Hiherte (innerhalb des eingezeichne-
ten Rahmens) von Vesikelfragment und SubstfaPR = 0,2, Lipid: DMPC/POPC (9:1), Messpuffer:
250 mM LiCl, 2 mM MgCh, 20 mM Tris/HCI pH 7,6). B: Verteilung der Hohenwerte auf bidirektional
rekonstituiertem ScrY, dasselbe Praparat wieCAUnidirektional rekonstituiertes Porin, Histogramm der
Hohenwerte von Vesikelfragment und SubstiaP®R = 0, 15; Lipid: DMPC/POPC (1:1); Mg-haltiger Ad-
sorptionspuffer, Messpuffer: 250 mM LiCl, 10 mM MES pH 6).rRKLierhalt man bei Messsung in pH 7,7
leicht (0,1 bis 0,2 nm) hohere Werte, also im Bereich des ausidistogramm abschétzbaren Fehlers.

entsprechend aneinanderlegt (Abb. 29). Bei kompletteoD&ition aller Loops hatte man immer
noch eine Hohendifferenz3{Barrel extrazellular 3-Barrel periplasmatisch) von ca. 0,75 nm.
Dies setzt jeweils voraus, dass die Sensorspitze den rstdembereich der periplasmatischen
Seite erreicht und nicht von dem als sehr flexibel anzunedereiN-Terminus daran gehindert
wird. Auch die gemessene Hohe der Vesikelmembranen patsstigdiesem Modell zusammen:

Abbildung 29: Modell bidirektionaler Rekonstitution von ScrY anhand &émntgenstruktur des Trimers.
Hier wurden die membrandurchspannenden hydrophoben @tlesfi beider Molekiile aneinandergelegt.
Aromatische Reste griin; hydrophobe Zone (etwa 3 nm hoch)Hitderlegt; p: periplasmatische, e: extra-
zellulare Seite. (Quelle: Wolfram Welte, verandert).

das Barrel ist etwa 5 nm hoch, Werte dieser GroRenordnunggetoher durch externe Loops)
erhalt man in den niedrigeren (im Modell mit periplasmdiescSeite nach oben exponierten) Be-
reichen. Die umgekehrt in der Membran orientierten Trimi&gen dagegen gut einen nm hdher
Uber dem Substrat, im Modell ist die extrazellulare Seitgoekert. Bei unidirektionalem Einbau
misst man typischerweise ebenfalls Werte von deutlich Glmen, was ebenfalls nahelegt, dass die
extrazellulare Seite nach oben orientiert ist; hier musslich noch der zwischen dem Substrat
und dem gut 5 nm hohen Trimer unterzubringende N-Terminuschksichtigt werden. Dass bi-
direktionaler Einbau zu gro3eren Vesikeln fuhrt ist unetitar verstandlich, wenn man bedenkt,
dass bei unidirektionalem Einbau eventuell mit einer duliehGeometrie des Proteins bedingten
Krimmung des Bilayers zu rechnen ist.

Eine andere Méglichkeit der Charakterisierung von unteestiich orientiertem rekonstituiertem
ScrY besteht in der Aufnahme von Kraftdistanzkurven. Inreleétenen Fall eines flach kollabier-
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ten bzw. zweischichtig adsorbierten Vesikels mit tiberereyunidirektional orientiertem Porin ist
eine gezielte Ansteuerung der jeweiligen Seiten gut mi@hdb. 30). Die Oberflache der unteren
Membran (Vesikelinnenseite, Abb. 30 B) zeigt das in den stichAbschnitten naher charkterisier-
te typische Muster extrazellulér orientierten SucrosegorEin Vergleich der Kraftdistanzkurven

A B

Exztending Extending

Force [100 pN]

=
(%]
=
=
-y
&

2 2 3 3 40 45 50 0 5 0 15 20 25 30 3» 40 45 &0

2-Scan [nhm] 2-Sean [nm]

150

100

=]

a

M nW

Abbildung 30: Kraftdistanzkurven bei Annaherung von Sensorbasis ungaPas auf rekonstituiertem
ScrY (vollsténdig kollabiertes VesikelLPR = 0,2; Lipid: DMPC; Messpuffer: 250 mM LiCIl, 2 mM
MgCly, 10 mM Tris/HCI pH 7,6). A: Periplasmatisch orientierte Seite der oberen Membrahtgc im
darunter gezeigten Fehlerbild, oben rechis)extrazellular orientierte untere Membran (Topographikbi
identifiziert extrazellulare Seite eindeutig). Pfeile kiaren jeweils den Bereich langreichweitiger (absto-
Render) Wechselwirkungen vor dem Kontaktpunkt (ab da rifleklie Auslenkung des Balkens die lineare
Piezobewegung).

auf periplasmatischer und extrazellularer Seite zeigt deutlich unterschiedliche Tiefe langreich-
weitiger Wechselwirkungen vor dem eigentlichen Kontakidibei Annaherung von Sensorbasis
und Objekt. Elektrostatische Effekte sind die wahrscheiste Erklarung hierfir, ein Hinweis
auf unterschiedliche Oberflachenladungsdichte der besaégien (Butt, 1991b und 1992; s. auch
Kap. G&M 1.1). Ein entsprechender Unterschied zwischeraggtlularer und periplasmatischer
Seite wurde auch bei dem Porin OmpF gefunden (Miller et@99) Eine hohere Verformbarkeit
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der Doppellage spielt eine untergeordnete Rolle angesddt gemessenen Grof3enordnung die-
ses Effekts einerseits und der Membrandicke andererggésSchichten liegen dicht aufeinander,
die Hohendifferenzen (oben-unten, unten-Substrat) sciteiden sich nur um wenige Angstrom
(6,2 bis 6,6 nm bzw. 6,2 nm). Verformbarkeit von Strukturdirevallenfalls vom N-Terminus zu
erwarten, dessen Deformation (ausgestreckte Lange: Tan®), einen gewissen Beitrag zu dem
Effekt leisten konnte. Eine entsprechend eindeutige Zuand von Kraftdistanzkurven zu einem
bestimmten Bereich auf dem Fragment ist bei dem bidirektickonstituierten Typus schwieriger
(aufgrund der niedrigen Treffsicherheit angesichts &égrPiezodrift).

3.3.3 Charakterisierung amorph rekonstituierten Sucros@orins

Eine Zuordnung der gefundenen Protrusionen submolekulzn@&3ienordnung zur Struktur des
ScrY-Trimers ist in den hoheren und konstrastreichereeiBeen der abgebildeten amorphen Ve-
sikelfragmente moglich. Bereits die Rohdaten (Abb. 27 A @BdB) lassen vereinzelte Triaden
von Protrusionen als Grundstruktur erkennen.

Vor der Mittelung von abgebildeten Einzelpartikeln istieene Selektion der ungeordnet verteil-
ten Partikel und translationales sowie rotationales Atignt vonnéten. Abb. 31 zeigt das Ergeb-
nis eines Trainingslaufs automatischer Partikelselekiech Lata et al. (1995), vgl. Kapitel G&M
7.2.2.1. Die gefundene Rate korrekter Zuordnung der in cenihgsphase vorgegebenen Partikel
von 91,5 % entspricht den in der Literatur (Lata et al., 139%)egebenen Werten. Das Mittel nach
referenzfreiem AlignmentX = 50) zeigt die Triade von Protrusionen mit einem Durchmesser
von etwa 10 nm. Ein Vorteil dieser Selektionsmethode istAdieeendbarkeit der in einem Trai-
ningslauf gefundenen Unterscheidungskriterien auf g@Batensatze einheitlicher statistischer
Eigenschaften (Messreihen aus SFM-Bildern derselberkiBtrmit gleicher Pixelauflésung) so-
wie die bevorzugte Selektierung vereinzelter Partikek stérende Aggregate aus dem Alignment
ausschlief3t. Im vorliegenden Fall ware z. B. eine AuswahlToaden im falschen Raster der in
Aggregaten dichtgepackten Protrusionen ein Problem. remsleits ist diese Methode hier jedoch
insofern problematisch, da die Grundstruktur jeweilsriéee Bereiche dichter Packung bildet und
somit ein grol3er Teil echter Partikel nicht selektiert wikkie Methode ware also erst bei streng
alternierendem Einbau der Molekile, wie er bei Rekonstituvon anderen Proteinen bisweilen
vorkommt, optimal anwendbar.

Deshalb wurde ein weiteres Verfahren angewendet, das fauénzgestutzter Suche mit Hilfe ei-
nes rotationalen Mittels der Grundstruktur als Refererszdra(Kap. G&M 7.2.2.2). Ein Vergleich
beider Selektionsverfahren am Beispiel derselben SFM&uie istin Abb. 32 zu sehen. Es zeigt
sich, dass bei dieser Aufnahme hoherer Pixelauflosungvngr 19 Partikel mit der statistischen
Selektions-Methode ausgesucht werden, wahrend die nefgestiitzte Such& = 85 Partikel
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Abbildung 31: Automatische Partikelselektion: Test der Unterscheidfunktionen anhand der Zuord-
nung der vorgegebenen Partikel der Trainingsphasearte: Bereiche der drei versch. Kategorien (Par-
tikel, PRT; Rauschen, NSE; Schrott, JNK) im Discriminana&pB: Koeffizienten der Unterscheidungs-
funktionen, C: Angaben Uber Anteil der korrekt zugeordneten Partikel Aus Rohdaten (vgl. Abb. 28B,
zp, = 9,0 A) selektierte Partikelserie nach Entfernung verbliebéfehlzuordnungenN = 50, E: Zwi-
schenergebnisse (Mittel) nach drei Iterationsschritedarenzfreien Alignments;: Das dritte Mittel (Wer-
tebereich: 11,3 A) mit Standardabweichungskarte (Wergstie 1,7 - 3,7 A) und VarianzkartéjaRstab
D-F: vgl. Kantenlange Bildfenster: 14,3 nmG, H: Mittel und SD-Karte vergrol3ert, Bildfenstergréi3e:
14,3 nm.

bringt, bei dichter Packung also geeigneter ist. Ein Vacbleler selektierten Partikel bzw. der
erhaltenen Mittel mit der ersten Methode zeigt, dass digewahlten Triaden Uberwiegend im
richtigen Raster liegen. Das Mittel Abb. 32 G/H hat etwa éd#@terale Auflésung VOPZ% — % A1
(DPR, FRC) bisgi3 A-1 (SSNR), axial findet man im Bereich der Protrusionen typsgkerte fur
die Standardabweichung von 1,5 bis 2 A.

Die Tatsache, dass die in der amorphen Membran gefundeimemedmbBereiche aus Triaden von
einzelnen Protrusionen des Abstands von ca. 5-6 nm bestettedass der Durchmesser dieser
Triaden mit gut 10 nm etwas Uber dem Durchmesser des ScnYersiliegt (bedingt durch die Fal-
tung von Topographie und Sensorgeometrie bei der Abbildsif@&M Kap. 1.1), legt nahe, dass
diese Grundeinheit tatséchlich das Porintrimer darstBiié Hohendifferenzen zwischen Protru-
sion und Zentrum der Triade von 4 bis 5 A im Mittel entsprectien gemessenen Korrugationen
auf unidirektional eingebautem ScrY (Hohenprofil Abb. 27 B)jt Ausnahme von Messungen mit
geringerer Auflagekraft (3.3.5). Der Befund mehr oder wenggordneter Protrusionen derselben
Abstande in den noch néaher zu charakterisierenden Ablglkelutypischer unidirektional gepack-
ter Vesikelfragmente (3.3.5) sowie der Vergleich mit AFMt@Een an Porin OmpF (Schabert und
Engel, 1994) zeigen, dass der gemessene Kontrast hier ehiadls von den erhéhten peripheren
Barrelwanden der drei Monomere bzw. den dort exponiertaasxilularen Loops herrihrt.

Bidirektionaler Einbau ermdéglicht andererseits einerfaginen Zugang zu der periplasmatischen
Seite, die bei unidirektional mit ScrY gepackten Vesikalifigaund mangelnder Stabilitat zweila-
giger Adsorption bedeutend schwieriger zugénglich ise Kintrastreichere Abbildung der extra-
zellularen Seite in derselben Messung ermdglicht jeweiReadem eine Uberpriifung der Qualitat
der Abbildung bzw. des Sensors. Damit waren erste hoheekisig Messungen der periplasma-
tischen Seite moglich. Die zwischen den erhéhten Bereitiegenden putativen periplasmatisch
orientierten Zonen des dicht gepackten rekonstituierteteihs sind tUberdies erkennbar kontinu-
ierlich mit groReren und teilweise anndhernd kristallifBareichen dieser Orientierung. Diese
werden im nachsten Abschnitt nédher beschrieben.
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Abbildung 32: Vergleich Partikelselektion mit Hilfe von Discriminant Alysis bzw. Kreuzkorrelations-
funktion mit rotationalem Mittel.A: Aufnahme eines Fragments mit bidirektional rekonstiteier ScrY
(LPR = 0,2; Lipid: DMPC/POPC (9:1); Messpuffer: 250 mM LiCIl, 2 mM Mg&£120 mM Tris/HCI
pH 7,6, 2, = 4,9 A). B: zwischenergebnisse (Mittel) von 4 Iterationen referegiefn Alignments der
mit Discriminant Analysis ermittelten Partikelseri@; viertes Mittel (Wertebereich: 10,7 A) mit Standard-
abweichungskarte (Wertebereich: 0,8 - 3,7 A) und VariartekaV = 19. D: Gefilterte Kreuzkorrelati-
onsfunktion mit markierten Korrelationsmaxima (schwalPaenkte). E: Rotationales Mittel als Referenz,
F: Zwischenergebnisse von 4 Iterationen referenzfreiennivignts der mittels Korrelationsfunktion selek-
tierten PartikelG: viertes Mittel (Wertebereich: 8,3 A) mit Standardabweithskarte (Wertebereich: 1,4 -
4,0 A) und VarianzkarteN = 85, Mal3stab A-G: Kantenldnge Bildfenster B, C, E-G: 12,7 ni, |: kon-
turiertes Mittel (Hohen-Inkrement: 0.5 A) und SD-Karteg@fRert, BildfenstergroRe: 12,7 nm.

3.3.4 Charakterisierung der periplasmatischen Seite

Bereits bei niedriger Auflésung sind hier distinkte Struktuerkennbar (Abb. 33), die trotz ge-
ringeren Kontrasts von den oben beschriebenen extraéettientierten Trimeren unterscheidbar
sind. Diese und die beiden weiteren Messungen an demseiépargt (Abb. 34 und 35) erfolgten

jeweils mit einer Auflagekraft, die einen ausreichenden Hi@st sowohl fir die Charakterisie-

rung der periplasmatisch als auch der extrazellular degen Trimere lieferte (s. oben). Dies,

sowie die lonenstarke des Messpuffers, sind also noch Kemigsbedingungen, die nicht fur die

Abbildung der periplasmatischen Seite optimiert sind.(agch Kraftdistanzkurven Abb. 30).

Abb. 34 zeigt das Ergebnis der Mittelung einer Messung bkeelgr Auflésung. Translationales
Alignment und Mittelung (Abb. 34 B-D) lassen deutlicher amnahernd regelmalliges Gitter er-
kennen. Die Partikel haben im Gitter Abstande von etwa 10 memander, was mit dem oben be-
stimmten Radius des umgekehrt eingebauten Trimers Ulséiremt. Die Standardabweichungs-
karte zeigt minimale Werte im Zentrum des Partikels. Erstreferenzfreies rotationales und
translationales Alignment der so gewonnenen Bildaussiehuin die Partikel (Rohdaten) enthullt
eine distinktere Struktur der Einzelpartikel (unter Veidueag der Voreingenommenheit referenz-
gestutzten Alignments), der ,Kristall“ enthalt also ustgniedlich um die Trimerenachse rotierte
Molekule. Die erhaltene sternartige Struktur ist bereg@isamderen Porinen (OmpF, Schabert und
Engel, 1994; Schabert et al., 1995) mit dem SFM gefunden evorthd konnte dort eindeutig
den aneinanderliegenden Wanden der drei faRférmigen Mereffi-Barrels) auf der periplas-
matischen Seite zugeordnet werden. Es handelt sich alseeaorstdrren Kernbereich der mit dem
SFM zuganglichen periplasmatischen Seite des ScrY, diePdnen sind deutlich sichtbar. Die
mittleren mit dem SFM-Sensor gemessenen Hohendifferemzgsthen erhéhtem Zentrum des
Trimers und Pore betragen im Mittel 3 - 4 A.

Bei noch hoher aufgeloster Messung eines Teilbereichs.(Bbperkennt man bereits nach nur
translationalem Alignment die sternartige periplasntatisxponierte Struktur des Trimers, hier
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Abbildung 33:Einschichtig adsorbiertes Vesikelfragment mit bidirektilem Einbau von ScrY(PR =
0,2; Lipid: DMPC/POPC (9:1); Messpuffer: 250 mM LIiCl, 2 mM Mg&120 mM Tris/HCI pH 7,6;
z, = 15,4 A). Neben alternierendem Einbau im Abstand von wenigen &rén sind auch gréRere uni-
direktionale Bereiche der GréRRenordnung iber 100 nm ebdanA: Ubersichtsaufnahme8: Ausschnitt
daraus (gleiche Messung, nur vergréf3ert/interpoliert).
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Abbildung 34:Messung Praparat Abb. 38 PR = 0, 2; Lipid: DMPC/POPC (9:1); Messpuffer: 250 mM
LiCl, 2 mM MgCly, 20 mM Tris/HCI pH 7,6;z, = 5,0 A). A: Ausschnitt SFM-RohdaterB: Gefilterte
Kreuzkorrelationsfunktion mit markierten Korrelationarima (schwarze Punktel;: ReferenzD: Mittel
nach translationalem Alignment, SD-Karte und Varianzkal = 97, E, F:Mittel (Wertebereich: 3,8 A)
und SD-Karte (Wertebereich: 2,0 - 3,6 A) vergroRert, Kalitege Bildfenster E, F: 20 npnG: Mittel nach
jeweiligen Iterationsschritten referenzfreien AlignrtssrH: 4. Mittel daraus (Wertebereich: 4,7 A) mit
SD-Karte (Wertebereich: 1,9 - 3,2 A) und Varianzkaittg<: Mittel konturiert (Hoheninkrement: 0,5 A)
und SD-Karte, vergroRert, Kantenlange I, K: 12,5 mal3stab A-D, G, H: vgl. Kantenlange C, D: 20 nm,
G, H:12,5 nm.
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Abbildung 35:Messung Praparat Abb. 38 PR = 0, 2; Lipid: DMPC/POPC (9:1); Messpuffer: 250 mM
LiCl, 2 mM MgCly, 20 mM Tris/HCI pH 7,6;z, = 4,0 A). A: Ausschnitt SFM-RohdaterB: Gefilterte
Kreuzkorrelationsfunktion mit markierten Korrelationaxima (schwarze Punktel;: Referenz und Aus-
schnitt Rohdaten mit einheitlich orientierten Partikdn Mittel nach translationalem Alignment, SD-Karte
und VarianzkarteN = 82, E, F: Mittel (Wertebereich: 4,1 A) und SD-Karte (Wertebereich8 13,2 A)
vergroRRert, Kantenlange Bildfenster E, F: 20,2, i@n Mittel nach jeweiligen lterationsschritten referenz-
freien Alignments,H: 4. Mittel daraus (Wertebereich: 4,3 A) mit SD-Karte (Wessdich: 1,9 - 3,0 A)
und Varianzkartel, K: Mittel konturiert (Héheninkrement: 0,5 A) und SD-Karte rgeRert, Kantenlange
I, K: 12,9 nm MalR3stab A-D,G,H: vgl. Kantenldnge ¢ D: 20,2 nm, G, H: 12,9 nm.
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nehmen die Monomere also eine bervorzugte Orientierung Bieferenzfreie rotationale und
translationale Verfeinerung resultiert hier in einem gedeer Abb. 34 deutlicher asymmetrischen
Mittel. Eine solche Lésung ist stabil, das heil3t sie wurdeckdgehend jeweils bei mehreren un-
abhangigen Durchgangen des Alignment-Programms erhddéemgt also nicht von der zufallig
erzielten ersten Approximation des Mittels ab (vgl. Kap.3&.2.3.2).

Die laterale Auflosung betragt hier etws; o-; L A~! (DPR, FRC, SSNR, Abb. 34) bzw;

3—12; 5—10 A-1 (Abb. 35), und ist gegeniiber den Werten derselben Messfigitdie extrazellulare
Seite deutlich schlechter. Die axiale Auflésung ist gegeniiten Werten fur die extrazellulare
Seite (Abschnitt 3.3.3) bei gleichen experimentellen Bgdngen mit 2,2 - 2,6 A im Bereich der
eigentlich als vergleichsweise starr anzunehmenden Bémee ebenfalls ungtinstiger. (Alle vor-
stehenden Werte sind fur die nach referenzfreiem rotdtimaaslationalen Alignment erzielten
Mittel bestimmt worden.) Dies deutet auf eine insgesamendlynschéarfe von Teilstrukturen bei
der Messung hin, als dies auf der extrazellularen SeiteaéiskE Auch die Asymmetrie in Raste-
rungsrichtung (Abb. 35 1) kénnte durch Uberlagerung demrstaGrundstruktur mit einer bei der
Abbildung bevorzugt in Rasterungsrichtung verformteimzpiell aber vollig flexiblen Struktur,
erklart werden. (Diese bleibt auch im verfeinerten Mittefgaund einheitlicher Ausrichtung des
starren Kernbereichs erhalten). Die erkennbaren Hohenelifzen liegen allerdings knapp unter
der Standardabweichung und sind damit nicht signifikafenédlls die Verbreiterung der Struk-
tur in Rasterungsrichtung sowie die Stabilitat dieser In@sun referenzfreien Alignment kbnnen
unter Beriicksichtigung der lateralen Auflésung als Effékeesolchen Uberlagerung gedeutet
werden. Das deutliche Minimum der Standardabweichungrdeslationalen Mittels von 2,1 A
(Abb. 34) und 1,8 A (Abb. 35) im Zentrum des Trimers, wo dasl&biCoil verankert ist, kénn-
te ebenfalls als Bestatigung der Annahme geringerer Auilpswfgrund der flexiblen Struktur
des N-Terminus angesehen werden. Allerdings wére ein tispndes Bild auch nach rotationa-
lem Alignment zu erwarten gewessen, hier missen jedochmdrdgré3erer Datensatze statistisch
besser abgesicherte Werte erhoben werden.
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Abbildung 36:Abbildung der oberen Membran zweischichtig adsorbieresikélfragmente mit minima-
ler Kraft (LPR = 0,5; Lipid: DMPC/POPC (9:1); Messpuffer: 250 mM LiCl, 2 mM Mg£120 mM
Tris/HCI pH 7,6; x, = 18 A, Zeilenfrequenz: 2,5 Hz bei 923 nm Zeilenlanged: Ubersicht (Fehlersi-
gnalbild). Pfeile: ,Abheben” des Sensors von der Oberfladireh Betrieb nahe des Photodiodensignals
des freien Cantilevers (minimale Auflagekraftiy: Topographiebild, H6henprofile: 1) Profil entlang ei-
ner Symmetrieachse des trigonalen Gitters. Das zugehbBgeFT-Spektrum zeigt eine Periodizitat von
9,8 nm. 2), 3) Profile in SFM-Rasterungsrichtung mit Abmeggm der in Rasterungsrichtung (von links
nach rechts) ,gekdmmten” Struktur. Die Hohenwerte lieg&samt deutlich unter dem Durchmesser des
N-Terminus.

Die Informationen aus den beschriebenen Messungen, diipeine Abbildung des starren Kerns
der periplasmatischen Seite des Barrel-Trimers liefassdn also bereits darauf schlie3en, dass
der flexible N-Terminus bei der Messung von der SensorsgilzeSeite geschoben bzw. ,hin-
und hergekdmmt® wird. Es ist daher von grof3em Interesseshe@eAuswirkungen eine Variation
bzw. Verringerung der Auflagekraft zeigt. Dies geschierltivMemdigerweise bei gleichzeitigem
Verlust an Auflosung, da dabei ein geringerer Teil langnemlkiger elektrostatischer Wechsel-
wirkungen kompensiert wird und folgedessen der Abstandg@eMolekul groRer wird (vgl. Dis-
kussion der Kraftdistanzkurven Abb. 30 und Kap. G&M 1.1).eB&o ist zu erwarten, dass u. U.
der starre Bereich tberhaupt nicht mehr von der Sensoesgteeicht” wird. In Abb. 36, aufge-
nommen bei minimaler Kraft mit einem Sollwert nahe dem Pdistdendifferenzsignal des freien
Cantilevers, erkennt man auf einem Fragment der oberen kéen@ines vollstandig kollabierten
Vesikels ein regelmaRiges (trigonales) Gitter. (Bei Bksimhtigung einer Ubersichtsaufnahme
sowie angesichts des hohen LPR kann es sich hier auch um agmEnt eines mehrschaligen
Vesikels, oben erwahnte ,,Onion-Struktur®, handeln). Dét&Babstand der regelméafigen Korru-
gationen von knapp 10 nm entspricht dem anzunehmendenrfbgta ScrY-Trimeren im Gitter.
Die kristallin angeordneten Erh6hungen erscheinen zufrd@eitlich in Rasterungsrichtung ,ge-
kammt“. Die Pixelgro3e bei dieser Aufnahme liegt in der Gnd®dnung des Durchmessers des
putativen N-terminalen Coiled-Coil, in Ubereinstimmuranut sind die orientierten Streifen im
Bild meist eine bis zwei Zeilen breit. Deren Lange liegt im @&6Renordnung 6 - 8 nm, was
im Rahmen der Auflésung mit der angenommenen Lange des Nil@sribereinstimmt. Die in
beiden Richtungen gemessenen Werte der maximalen Hofexedifen von ca. 5 - 7 A zeigen,
dass diese keineswegs dem gesamten Durchmesser des Caoileshtsprechen. Dies gilt auch
unter Beriicksichtigung des gemessenen Fehlersignaldmeit &mplitude von maximal 2 A im
Bereich der relevanten Korrugationen. Es liegt daher dieahhme nahe, dass hier tatséchlich bei
minimaler Kraft lediglich der N-Terminus touchiert bzwvpegt wurde, wéhrend der Kernbereich
der Barrelwdnde mit der Sensorspitze nicht erreicht wurdlleb. 37 zeigt denselben Effekt bei
dreifach hoherer Pixelauflésung, deutlich erkennbar aaneirinschichtigen Membranfragment
aufgenommen, das am Rand auch die andere Orientierungradgbauten Proteins enthalt. Hier
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Abbildung 37:Simultane Aufnahme von Hin- und Ruckrasterung auf penpkssch orientiertem (,hied-
rigeren”) Bereich eines mit ScrY dicht gepackten Membragrfinents, das einschichtig adsorbiert ist und
Bereiche beider Orientierungen aufweistH{R = 0, 2; Lipid: DMPC/POPC (9:1); Messpuffer: 250 mM
LiCl, 2 mM MgCl,, 20 mM Tris/HCI pH 7,6;z, = 6,2 A). A: Rasterungsrichtung von links nach rechts,
B: Rasterungsrichtung von rechts nach links, Pfeil: Verningg Auflagekraft; roter Keil: Lage des Hohen-
profils C.
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wurde aul3erdem simultan die Riuckbewegung des Scannemnaufgnen. Die Gitterabstande
entsprechen Abb. 36, das Hohenprofil zeigt maximale Kotragan von 1,8 nm, was dem ge-
schatzten Durchmesser des Coiled Coil ndher kommt, sowibakannten Hohendifferenzen von
ca. 1 nm von den Minima der periplasmatisch orientierteneZzum Mittel der extrazellulér ori-
entierten Bereiche. Die simultanen Aufnahmen untersdiclesr Scanrichtung unterscheiden sich
deutlich, was als Folge der ,gekammten* flexiblen Struktuideuten ist: die Wechselwirkungen
Sensor-Objekt sind als Folge der ,Verformung“ auf dem Higweerisch bedingt anders als auf
dem Rickweg (also nicht nur streng spiegelbildlich zueilean Eine Verringerung der Auflage-
kraft verkleinert etwas die Diskrepanz zwischen Hin- unaiésterung und zeigt die einzelnen
Partikel deutlicher unterscheidbar. Bei hoherer Kraftlest Kontaktbereich der Sensorspitze mit
der Struktur dagegen wohl gro3er, was einen durchgeheransenteppich” zur Folge hat. Die-
ser ,Trace-Retrace-Effekt‘ konnte Uber mehrere Messumgederselben Stelle beobachtet wer-
den. Eine weitere Erhdhung der Auflagekraft im Sinne derdlitag hoheren (submolekularen)
Kontrasts ergabe ein Bild entsprechend Abb. 33, also dasg¥Wevinden” des flexiblen Teils der
Struktur, wie es sich bei der Riuckrasterung (Abb. 37 B) beandeutet.

3.3.5 Charakterisierung der extrazellularen Seite

Bei der kraftmikroskopischen Abbildung der extrazellel&rSeite sind zwei Formen zu unter-
scheiden. Eine besteht nur aus mehr oder weniger gleigear®rotrusionen, die die Lage der
Trimerenachse nicht immer unmittelbar erkennen lasstadlire aus einer eher ringartig zusam-
mengeneigt erscheinenden Form des Trimers. Abb. 38 zaeigtgpische unidirektional mit ScrY
gepackte Membran, die einen kleinen kristallinen Bezirtth&h. Dort ist vorwiegend erstere Vari-
ante zu sehen. Die ringférmige Variante tritt bisweilen aegiBn von Messungen an extrazellular
exponiertem ScrY auf, bevor die Auflagekraft optimiert bmmnimiert worden ist. In Abb. 39
erkennt man diese daher jeweils bevorzugt im oberen TeBdeer.

Abb. 40 zeigt Uberwiegend die mehr ringférmige Varianteiirem nicht ideal kristallinen Bezirk,

der aber Tendenzen zu kristalliner Ordnung, allerdingsistdar unterschiedlich um die Trimeren-
achse rotierter Porine, aufweist. Das Mittel wurde nacimalrBgem Durchlaufen translationalen
Kreuzkorrelationsalignments mit jeweiliger Verwendurgsdjebildeten Mittels als Referenz fir
die néchste Iteration und anschlieRendem referenzfreigmment gewonnen. Die Mittel nach

den ersten beiden translationalen Iterationsschrittdib (A0 G, C;) zeigen die nicht einheitli-

che azimutale Orientierung der drei Protrusionen der Tieéndas Mittel entspricht fast einem
rotationalen Mittel. Das dreifache translationale Aligemherhéhte die Anzahl der korrekt aus
der dichten Packung selektierten Partikel, so dass dierei® Bildfenster anschlieRend ohne
manuelles Screening referenzfreiem, rotationalem Alignthunterzogen werden konnten. Die

113



PROJEKTE UNDERGEBNISSE 3 Sucroseporin, Abbildung am SFM

150 4.0 nm

2.0 nM
100
0.0 nm
50
Scan size 311L.5 nm
Scan rate 6.489 Hz
0 Ii-lun];ernnl‘ samrles |_5|12 .
Mage Data eight
0 50 100 150 NM Data scale 4.000 nM

Abbildung 38:Unidirektional rekonstituiertes ScrY, extrazellulareit&exponiert. LPR = 0, 25; Lipid:
DMPC; Messpuffer: 250 mM LiCIl, 2 mM MgGl 10 mM Tris/HCI pH 7,6).

Aufnahme erfolgte bei pH 6, was insofern von Belang ist, aa@berflachenladungsdichte von
Siliziumnitrid-Spitzen pH-abhéngig ist (s. 3.4.1). Die flagekraft wurde ebenso minimiert wie
bei den tbrigen Messungen. Die Hohendifferenz von denid&iatnen zum Trimerzentrum betragt
hier etwa 3,5 A,

Naheren Aufschluss Uber die Beziehungen der beiden aufxtiazellularen Seite abgebildeten
Varianten liefern Messungen wie Abb. 41, wo in demselben Bramfragment in unmittelbar
benachbarten Domanen einer kristallin mit ScrY gepacktembran beide Formen abgebildet
wurden. Die beiden Bereiche kdnnen als unidirektionaleelular exponiert betrachtet werden,
da die fur bidirektionalen Einbau beobachtete und auch demdiientsprechende typische Stufe
von uber 1 nm fehlt und beide Varianten sich deutlich von demobeschriebenen periplasmati-
schen Seite unterscheiden. Es handelt sich in Abb. 41 umintBehechtig adsorbierte Membran
eines fir dieses LPR typischen, relativ kleinen und unidio@al mit ScrY bepackten Vesikels.

Translationales Korrelationsalignment mit einer Referele eine Triade von nahe beieinanderlie-
genden Protrusionen im Zentrum enthalt, ergab bei der Mrttezweier Untergruppen (SPIDER:
Funktion WV P ,patch averages") aus den in Abb. 41 A umrahniBereichen deutliche Unter-
schiede. Der linke Bereich ergibt ein mit der Referenz kstesites Mittel (Abb. 41 P, wahrend
im rechten Mittel (Abb. 41 B) sich dies mit Bildern der ringartigen Form tberlagert. i§gp ist
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Abbildung 39: Extrazellular exponiertes ScrY, im Lauf der Messungen wugsveils die Auflagekraft
minimiert, daher ist die ringartige Form vorwiegend zu Begder Messung (oben im Bild) sichtbah:
LPR = 0,2; Lipid: DMPC/POPC (1:1); Messpuffer: 250 mM LiCl, 2 mM Mg&120 mM Tris/HCI pH
7,6).B: LPR = 0, 15; Lipid: DMPC; Messpuffer: 250 mM LiCl, 2 mM MgGl 20 mM Tris/HCI pH 7,6).
Graukeil A: 4,2 nm,B: 15 nm.
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Abbildung 40:Extrazellular exponiertes ScrY: vorwiegend ringférmigarieinte, aufgenommen bei pH 6
(LPR = 0,15; Lipid: DMPC/POPC (1:1); M&"-haltiger Adsorptionspuffer, Messpuffer: 250 mM LiCl,
10 mM MES;z, = 5,8 A). A: Rohdaten,B: Korrelationsfunktion mit markierten Korrelationsmaxima
(schwarze Punkte)C: Referenz flr erste translationale Korrelation, Mittelmaen beiden ersten Iteratio-
nen als Referenz flr zweite und dritte Iteratidx. Mittel nach den Iterationen referenzfreien Alignments.
E: Das letzte Mittel (Wertebereich 4,9 A) mit Standarabweigskarte (Wertebereich: 1,2 - 2,4 A) und
Varianzkarte.N = 72. F: Mittel vergroRert und konturiert (Inkrement Héhenwertes 8), G: zugehérige
SD-Karte, vergrof3ertMal3stab A-E: vgl. Kantenlange der Bilder £his E: 13,9 nmjF, G: Kantenlénge:
13,9 nm. Aufldsungsabschatzung des Mittgls: <A1,

hier die ,Voreingenommenheit* des Alignmentprozessesseiendung einer Referenz (s. Kapi-
tel G&M 7.2.3.2), die Referenz tendiert dazu, das Mittel BAB1 D,) zu dominieren, obwohl in
diesem Bereich tatsachlich eine zweite Variante in der £iddvorliegt. Homogene Teilbereiche
wurden daher jeweils mit Referenzen aus demselben Bererchliert und gemittelt (Abb. 41 E/N,
K/P). Die selben Rohdatenfenster wurden aul3erdem refieeen, rotationalem und translatio-
nalem Alignment unterworfen (Abb. 41 F, G, H, |, L, M, R-W), wlas Ergebnis ohne Verwendung
einer Referenz zu Uberprifen und durch rotationales Aligminau verfeinern. Die Homogenitat
der gemittelten Serien von Rohdatenfenstern wurde je\iibaspruft.

Es stellt sich hier die Frage, welche Konstellation von Rigitbnen im linken Bereich einem Tri-
mer entspricht. Die in Abb. 41 F, G, R und Abb. 42 E, F, G zengi@riade entsprache sehr gut
den Strukturdaten, wenn man davon ausginge, dass der arstbictach oben ragende der relativ
starren Loops (Loop 8) an der peripheren Wand des Barrelsntled zu dem erhaltenen Kontrast
beitragt. In Abb. 41 R ist ein gleichseitiges Dreieck zwiscliie Protrusionen gelegt, dessen Sei-
tenlange dem Abstand der au3ersten Atome dieses Loopsrvem élonomer zum néchsten von
41,5 A entspricht (kleineres Dreieck, das gréRere entispien Abstanden der AuRenseite benach-
barter Barrels, vgl. Abb. 43). Dazwischen lage dann der veseath Loops begrenzte gemeinsame
Vorhof der drei Poren des Trimers. Im Ubrigen passt dieseaAme sehr gut zu kraftmikrosko-
pischen Daten bzw. deren Interpretation von der extrdze#in Seite des ahnlichen Porins OmpF
(z. B. Miller und Engel, 1999). Mehrere Griinde sprechen igeliese Annahme: Erstens liegt
diese Triade nicht im richtigen Raster mit den deutlichkeenbaren Trimeren auf der rechten Sei-
te, es misste also eine nicht sauber abgebildete Verwerfuisghen zwei kristallinen Bereichen
angenommen werden. Die Rohdaten sprechen aber dafir,idkes®ine Triade von scheinbar
enger zusammenstehenden Protrusionen (Abb. 41 H, |, T)reimell reprasentieren, denn diese
Partikel bilden eine durchgehende Reihe entlang einer tneachse des Kristalls Uber beide
Bereiche, wie in Abb. 41 C gezeigt ist. Zweitens musste deleinRontgenstruktur noch weiter
nach oben ragende Loop 5 hier stabil zur Seite gebogen unid diasichtbar sein.

Abb. 42 zeigt eine Aufnahme desselben Praparats bei hdReauflosung.
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Abbildung 41: Extrazellular exponiertes ScrYL{PR = 0,2; Lipid: DMPC/POPC (4:6); Messpuffer:
250 mM LiCl, 20 mM Tris/HCl pH 7,63, = 5,14 A). A: RohdatenB: Translationale Korrelationsfunkti-
on (zu D) mit markierten Korrelationsmaxima (schwarze RenkC: Rohdaten mit markiertem Ubergang
von der einen From zur anderen (Pfeil) entlang einer Symeaeinse des trigonalen GitterB.: Dy, Do:
Translationale Korrelationsmittelung, Mittel der beidenA umrahmten Bereiche bei Korrelation von A
mit einer Referenz (@Q). E: Translationale Korrelationsmittelung, Mittel mit Stanalweichungs- und
Varianzkarte sowie Referenz des Bereichs links= 85. F: Referenzfreies Alignment der in E selektier-
ten Rohdaten, vier Iterationsmittefy: letztes Mittel daraus mit SD- und V-Karted, I: Entsprechendes
referenzfreies Alignment mit alternativer Annahme bzgimerenachseK: Translationale Korrelations-
mittelung, Mittel mit Standarabweichungs- und Variant&aowie Referenz des Bereichs rechifs= 97.

L, M: Referenzfreies Alignment der in K selektierten Rohdatenhs Iterationsmittel, letztes Mittel daraus
mit SD- und V-Karte. Maf3stab A-M: vgl. Kantenlange E: 20,6 nm, F: 12,9 nid, O: Mittel (Wertebereich:
3,1 A) und SD-Karte (Wertebereich: 0,8 - 1,6 A) aus E, vergrt®, Q: Mittel (Wertebereich: 3,1 A) und
SD-Karte (Wertebereich: 0,9 - 1,7 A) aus K, vergroRétaRstab N-Q: Kantenlange der Bilder: 20,6 nm.
R: Mittel G (Wertebereich: 2,9 A) vergroRert und konturiertKiement Héhenwerte: 0,2 A$: zugehdérige
SD-Karte (Wertebereich: 0,8 - 1,3 AJ: Mittel | (Wertebereich: 2,9 A) vergroRert und konturiertZ),

U: zugehorige SD-Karte (Wertebereich: 0,8 - 1,4 X).Mittel M (Wertebereich: 2,7 A) vergroRert und
konturiert (0,2 A),W: zugehdrige SD-Karte (Wertebereich: 0,8 - 1,5 KaRstab R-W: Kantenlénge der
Bilder: 12,9 nm. Dreiecke R, T, V: klein: Abstand L5-L5, mittel: L8-L8, grof3: periphere Bdwand
benachbarter Monomere, vgl. Abb. 43.

Eine Besonderheit dieser beiden Messungen bestand dass,im Rasterungsrichtung aufgrund
des nicht optimal montierten Praparats eine ansteigendg&&on insgesamt etwa 4 nm auf ei-
ner Rasterlinienlange von 260 nm (3 nm auf 200 nm bei Messuoig A2) gefahren wurde. Bei
einer Zeilenfrequenz von 5 Hz und einer Abtastrate der Ap@l@italwandlung von 62,5 kHz
pro Kanal ist es durchaus mdglich, dass der z-Piezo hiet ojgtimal nachgeregelt wurde und
damit der Hohenrampe eine leichte Rampe ansteigender A&ufiaiy in Rasterungsrichtung ent-
spricht. Der digital implementierte Regelkreis merkt dithenanderung hier erst etwa ein halbes
A spater, das Regelungssignal erreicht den Scanner etsehaa 1 A. Entsprechend erkennt man
im Fehlersignal (Auslenkung des Cantilevers) Abb. 44 digamt erhohte maximale Spikes auf
der rechten Seite, was bedeutet, dass dort in dem jeweifigifenster vor Wirksamwerden der
Nachregelung des Piezohubs gréf3ere Fluktuationen aarftrBas Fehlerbild zeigt, dass rechts un-
ten (im Bereich der ringférmigen Variante) deutlicherelkturkorrelierte Fluktuationen vorliegen,
was gegen hoheres Rauschen als Ursache spricht. Bei Anre@aheralurchgehend gleichartigen
periodischen Struktur bzw. angesichts der Tatsache zwesirdwa gleich hoher Korrugationen im
Topographiesignal Uber die gesamte Rasterungslange keskrdftinduzierte dynamische Effek-
te widerspiegeln. Der langsame Anstieg der Auflagekrafjraud mangelnder Regelungsgute ist
hier nicht aufgezeichnet, nur Fluktuation um ein MittelnBieraus abzuleitender kraftabhangiger
Effekt als Erklarung der beiden Abbildungsvarianten wiather implizieren, dass der sehr viel
flexiblere Loop 5 eher links einen Beitrag zum Kontrast liefeiisste. Tatséachlich Iasst sich ein
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Abbildung 42: (vorherige Seite)Dasselbe Praparat wie Abb. 4, = 4,06 A). A: Rohdaten links,

B: Translationale Korrelationsfunktion (zu A, C) mit markim Korrelationsmaxima (schwarze Punkte).
C: Referenz zu A, BD: Mittel (Wertebereich: 3,4 A) aus A, B, C mit Standardabweintyskarte (Werte-
bereich: 0,8 - 1,7 A) und VarianzkarteV = 53. E: D, maskiert. F: geradzahliges und ungeradzahliges
Mittel aus D fur Abschéatzung der Auflosun@: Referenzfreies Alignment der vorselektierten Rohdaten,
letztes Mittel daraus (Wertebereich: 3,4 A) mit SD-Karteeftibereich: 0,7 - 1,5 A) und Varianzkarte.

H: Rohdaten rechtd; Translationale Korrelationsfunktion mit markierten Kaelationsmaxima (zu H, K).

K: Referenz zu H, IL: Mittel (Wertebereich: 3,2 A) aus H, I, K mit Standarabweinbs- (Wertebereich:
0,7 - 1,6 A) und VarianzkartelV. = 60. M: L, maskiert.N: geradzahliges und ungeradzahliges Mittel aus
M. O: Referenzfreies Alignment der vorselektierten Rohdatetztés Mittel daraus (Wertebereich: 3,1 A)
mit SD-Karte (Wertebereich: 0,8 - 1,6 A) und VarianzkarMafRstab A-O: vgl. Kantenldnge C-F, K-N:
20,3 nm, G, O: 12,6 nm.

Iﬂ'5l ChA
4{.53

£5.29

P27% CA

Le

Abbildung 43: Abstande zwischen den exponiertesten extrazellulareps.benachbarter Monomere in-
nerhalb des Trimers (Rontgenstruktur): starrer Loop 8 anpedeperen Wand des Barrels (41,5 A) und
flexibler Loop 5 (25,3 A). Die Sterne markieren den oberendRder peripheren Wand des Barrels (Ab-
stand der G371, 314: 62,7 A). Die grau hinterlegte Flache hat eine Kantenlarme8b A. Erzeugt mit O
(K. Diederichs).
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Uert distance 0.185 nM Uert distance 0.296 nn

Abbildung 44:Fehlersignal (Auslenkung des Cantilevers trotz Regelurfig@nstante Auflagekraft), Bild
und eine Zeile daraus zur Messung Abb. 42.

Dreieck mit den Abmessungen des Abstands der obersten Ademgntspannten“ Loops 5 von
25,3 A (Rontgenstruktur, vgl. Abb. 43) passend zwischerPda@rusionen der enger zusammen-
stehenden Triade legen (Abb. 41 T, kleinstes Dreieck). Rmmessene Lage des Loops 5 links
muss allerdings nicht exakt dieser Ruhelage (Rontgersiiudntsprechen. Dass die Loops 5 bei
steigender Auflagekraft irgendwann nach unten bzw. zueSgtrickt werden, ist aufgrund der
Werte des Temperaturkoeffizienten sehr wahrscheinliclv(AB). Dann musste der wenig kiirzere
Loop 8 (und evtl. Loop 9) zum Vorschein kommen, die bedeuteawiger flexibel sind, und einen
wesentlichen Teil des Kontrasts verursachen (,rechteavi#el’) oder aber Loop 5 wird stabil zur
Seite bzw. gegen diese starreren Loops gedriickt, was disenfen Bild einer verdrehten Triade
fuhren konnte.

Im Molekulmodell Abb. 45 ist der Temperaturkoeffizient (Faktor*) als Mal3 fir die Flexibilitat
farbkodiert dargestellt. - Bei der Modellierung von Romtgeukturdaten wird die Verminderung
der Beugungsamplituden durch thermische Bewegung deelagz Atome i und statische Un-
ordnung innerhalb und zwischen den Einheitszellen duncsbreKorrekturfaktor beriicksichtigt:
T = exp [—Bﬁ“;f] (isotroper Fallg: Winkel des Reflexes): Wellenlange). Der Temperatur-
koeffizient B; = 872 (u?) hangt hierbei von dem mittleren Abweichungsquadtéi des Atoms
bezlglich seiner Ruhelage ab (Buerger, 1977; Creighto83)L9 Am flexibelsten ist der expo-
nierte Loop 5 (Maximalwert fuiB;: 82 A?), gefolgt von dem kiirzeren Loop 4 (57)und den
peripheren Loops Nr. 9 (56%und Nr. 8 (45 &). Im Modell Abb. 45 B und C sind zwei mogliche
Positionen des Loops 5 dargestellt, die durch Auslenkungnunein Scharnier am Rand dgs
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Abbildung 45: Flexible extrazellulare Loops: Molekiilmodell, Temperateffizient (B-Faktor) farbko-
diert (Mittelwert: 29 &): Wertebereich 6 A (blau) bis 100 & (orange). Loop 5 (82 A hat den héchsten
Wert (jew. Maximalwert innerhalb des Loops), Loop 4 (57)Alen zweithéchsten. Peripherer Loop 8:
45 A2, Loop 9: 56 R.

A: ScrY-Trimer,B: Monomer, Loops 1-9C: Monomer, Loop 5 nach Auslenkung um ein ,Scharnier” am
Rand des starrefi-Barrels (Pfeil). Mit Rasmol erzeugt (K. Diederichs).
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Barrels aus der ,Ruhelage” (Rongenstruktur Abb. 45 B) eeimalvurden. Viele andere Positionen
sind ebenfalls denkbar. Tats&chlich sieht man die Prainesi des Trimers auf der rechten Seite
.auf Licke stehend” gegenluber denen auf der linken Seitedtyma 60 ,verdreht”, was grob
dem Winkel zwischen den Loops 4/5 einerseits und dem paephgarrel-Rand, also Loops 8/9,
entspricht). Auch lasst sich der Abstand der Loops 8 im Trimealieses Bild legen (Abb. 41V,
kleineres Dreieck). Bei den beiden scheinbar untersdblesh kristallinen Doméanen handelt es
sich also wohl nur um kraftabhangige Varianten der Abbifglemes Einkristalls, wobei jeweils
unterschiedliche Strukturen (Loops) zum Kontrast beéradies wird auch durch oben genannte
Messungen gestttzt, wo die Auflagekraft nicht in der scleneéicanrichtung, sondern in y variiert
wurde (Abb. 39). Das Auftreten der beiden Varianten in deese Messung und auf demselben
Fragment bzw. Kristall lasst sonstige Unterschiede beiAlgdrnldungsbedingungen wie Spitzen-
geometrie, lonenstarke des Puffers etc. als Erklarunghasten.

Eine gewisse durchaus zu erwartende Richtungsabhantilgkeiermuteten kraftinduzierten Ver-
formung der Loops 5 (und evtl. 4) bei der rechten Variantgtzgich in der Asymmetrie der ab-
gebildeten bzw. gemittelten Trimere, die auch nach ratafier Verfeinerung erhalten bleibt. Die
Protrusion links unten sieht denen der anderen Variantelgleier konnte der Loop 5 noch eini-
germal3en aufrecht stehen (,gegend den Strich gebirsitt)kbar wéare auch, dass die Trimere
der rechten Seite generell leicht gekippt sind.

Die maximalen Hohendifferenzen der Protrusionen (jewails Zentrum) liegen bei nur 2,6 A
(Abb. 41 R), 1,2 A (Abb. 41 T), 1,0 - 1,9 A (Abb. 41 V) und damitmig tiber der Standardabwei-
chung in diesen Bereichen. Die Parameter des Pl-Reglesnvegtimimal eingestellt, mangelnde
Regelungsgute als Grund fir vergleichsweise niedrige &\&ateidet also aus. Die gemessenen
kleinen Korrugationen zeigen eher, dass hier bei geringéiagekraft wohl nur die exponiertesten
Loops zum Kontrast beitragen, wohingegen bei Aufnahmeindsitional eingebauten Sucrosepo-
rins in Ubereinstimmung mit dem Modell auch die auf der esatailaren Seite peripher erhéhten
wande des Barrels noch von der Sensorspitze erreicht weliittien. Bei oben gezeigten Mes-
sungen (3.3.3, 3.3.4) war die Auflagekraft namlich immedongrol3, dass eine Abbildung der
niedriger liegenden periplasmatischen Seite bei prakngidliger Verdrangung des N-Terminus
maoglich war.

Der Gitterabstand, der aus dem Abstand der Maxima der Koetedlationsfunktion bestimmt wur-
de, betragt jeweil§,9 + 0,1 nm.

Die Werte flr die Abschatzung der lateralen Auflosung detéMitach translationalem Alignment
(Abb. 42 und 46) zeigen, dass signifikante Information urekr von etw% A-1 vorliegt. Fir

die vermutlich weniger verformten Trimere auf der linkent&edes Kristalls sind die Werte etwas
besser (DPRy, - = A~!; FRC: L - L A~!; SSNR: .= A~1) als bei starkerer Verformung rechts
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= At Lo L AL L L A1), Der Kurvenverlauf bzw. das Auftreten teils mehrerer Sithn
punkte zeigt allerdings, dass man sich bei dieser gemesséar@artikelgrol3e groben Pixelauf-
l6sung sowie einer Stichprobengréf3e vBn= 53 bzw. N = 60 an der Grenze der Aussagekraft
dieser statistischen Auflosungskriterien bewegt. (Unsed.e 1987, gibt einen Erfahrungswert
von N = 100 fur die asymptotische Optimierung des erhaltenen Wertdd$rSSNR.) Ein etwas
klarerer Verlauf (ohne Abb.) ergibt sich bereits bei der Mexy Abb. 41 V = 85 bzw. N = 97,

= o 5 bzw. = & & - = A7 FFT: L AY). Bei dieser Aufnahme betragt der Pixelab-
stand allerdings 5,1 A gegentiber 4.1 A oben, daher sind dite\ille die Auflosung hier generell
schlechter. - Werte fur die laterale Auflésung in derselbed¥nordnung liefern auch die noch
vom Rauschen unterscheidbaren (wegen der Heterogeng&rastalls aber verschmierten) Re-
flexe hdchster Ordung im FFT-Spektrum. - Wie bereits in Kegi&M 7.2.4.2 erlautert, ist die in
SPIDER eingesetzte kritische FunktiéiRCy,.;; = ka’w besser mit den Schwellenwerten der
beiden anderen Auflosungskriterien kompatibel als diectibliweise angewandte vergleichsweise

optimistischeF' RC},.;; = \/% (Abb. 46).
[k,Ak]
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Abbildung 46: Auflosungsabschéatzung korrelationsgemittelter DafenB: Differentieller Phasenunter-
schied (DPR) und Fourierringkorrelationsfunktion (FRE@j) dnabhangigen Mittel Abb. 42, F, C: Spek-
trales Signal-Rausch-Verhéltnis (SSNR) der zum Mittel MIbE gehorigen Rohdatenfensté&, E: DPR
und FRC der unabh. Mittel Abb. 42,\NN, F: SSNR der zu Abb. 42 M gehorigen Rohdatenfenster. Die Or-
dinate (Raumfrequenz) ist in absoluten Einheiten skaliatr, = 4, 06 A, entspricht der Maximalwert von
0,5 etwa% A-1. Pfeile: Schnittpunkte mit den jew. Schwellenwerten /. Kiinktionen (gestrichelt). DPR:
A (kprir, Ak) = 45°, FRC: obere Kurve——2—, untere:%, SSNR:ay (kerit) = 4. Zugehorige

v/ Nk, Ak v/ Nk, Ak

Achsenabschnitte jeweils auch imA.

125



PROJEKTE UNDERGEBNISSE 3 Sucroseporin, Diskussion

3.4 Diskussion
3.4.1 Abbildung am SFM

Die Untersuchungen an rekonstituiertem Sucroseporinrhgbeeigt, dass sich mit abbildender
Kraftmikroskopie im Kontaktmodus sowohl die extrazelhaléls auch die periplasmatische Seite
des Trimers mit submolekularer Auflésung abbilden lasseri b&iden Seiten kdnnen bei Variati-
on der Abbildungsbedingungen Domanen unterschiedliclesilitlitat unterschieden werden.

Wie bereits in Abschnitt 3.3.5 dargelegt wurde, handelt@slsei den unterschiedlichen Varianten
der abgebildeteextrazellularen Seitam einen kraftabhangigen Effekt, der sowohl bei Variation
der Auflagekraft in der langsamen (y) als auch in der schmdélasterungsrichtung (x) auftritt.
Eine Betrachtung der unterschiedlichen Flexibilitdt derdbn exponierten Gruppen von Loops
L4/L5 versus L8/L9, die durch die deutlich kiirzeren L6, Lrgant sind (Abb. 23 B), lasst das
Ergebnis auch unmittelbar plausibel erscheinen. Zu distar ist weiterhin, warum bei pH 6 ge-
nerell bevorzugt die Loops in ihrer ,kollabierten* Form a&bidet wurden. Hier ist zu beachten,
dass die an der Oberflache oxidierten Siliziumnitrid-Sgpitanterhalb etwa pH 6 positiv und ober-
halb davon negativ geladen sind bzw. die Ladungsdiche voralgténgt (Butt, 1992; Lin et al.,
1993). Die elektrostatische Kraft bei Uberlagerung dektelschen Doppelschichten der in Kon-
takt zur Elektrolytlésung befindlichen geladenen Ober#gicfAbstoliung und damit gleichnamige
Ladung bei pH 7,6; vgl. Abb. 30) ist proportional zu den jewein Oberflachenladungsdichten.
Eine Verminderung der Ladungsdichte und damit eine gerengkektrostatische Abstol3ung der
globalen Oberflachen fiihrt bei gleicher Auflagekraft zu eirgeringeren Abstand zwischen der
aul3ersten Protrusion des Sensors und dem Objekt und davotilszu einer Veranderung der Geo-
metrie der Abbildung (Einfluss der Spitzengeometrie) athaaum Anwachsen kurzreichweitiger
Wechselwirkungen wie der van-der-Waals-Kraft etc. zwescProtrusion und Objekt (s. G&M,
Kap. 1.1).

Ahnliche Varianten der extrazellularen Seite wurden ben dRorin OmpF gemessen (Miiller und
Engel, 1999) und als pH- und potentialabhangige Offen- liz@schlossenzustidnde des Kanals
charakterisiert. Dabei stellt sich aber die Frage, ob deraltgenommene Kollaps der Loops in
den Vorhof direkt potentialinduziert ist, oder ob es sicthhiletztlich, wie oben skizziert, zumin-
dest teilweise um eine Folge der drastisch verandertenrest&tischen Wechselwirkungen des
Sensors mit dem Objekt handelt. Die ,kollabierte Konforimait bei OmpF kénnte also zum Teil
durch eine veranderte effektive Wechselwirkung Sensotelir verursacht sein, die aufgrund des
drastisch variierten elektostatischen Anteils entsidrin sie trat bei sehr niedrigem pH oder Er-
héhung des Membranpotentials auf.

Ein Vergleich mit den Daten der OmpF-Studie erscheint ardeits insofern problematisch, als
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die gemessenen Hohenédnderungen bei ScrY bei weitem nidnastisch waren wie die bei OmpF
gemessenen XK. Allerdings wurden bei ScrY bisher nur die Auswirkungengleichsweise sub-
tiler Variationen von Auflagekraft und pH untersucht. Hikmmmt, dass bei ScrY zwei nahezu
gleich exponierte, aber in ihrer Flexibilitat deutlich argchiedene Gruppen von externen Loops
fur den Kontrast verantwortlich sind und daher bei Verdtimgder flexibleren immer noch etwa
dieselbe maximale Hohe gemessen wird, allerdings mit deterslchied, dass bei héherer Kraft
der Sensor deutlich weiter in den Vorhof eindringt. Bei OnvpFd dagegen von einem poten-
tialinduzierten generellen Kollaps aller peripheren Leapdas Vestibll ausgegangen. Es wurde
allerdings gezeigt, dass sich experimentell bestimmt@dmphiewerte bei gro3er Variation von
pH und lonenstarke erheblich unterscheiden konnen (Muler Engel, 1997). Eine Stitze der
Annahme eines potentialinduzierten SchlieBmechanismu®impF ist jedoch das nachgewiese-
ne SchlieRen (verzégerte Desorption, Miller und Engel9)188ch plotzlicher Einstellung eines
starken Kationengradienten, also ohne Einwirkung der @epgze. Der Nachweis einer direkten
Korrelation des Schlieens und des Kollaps’ der externep&anit dem SFM ist aber aufgrund
oben genannter Effekte zumindest problematisch, fur détielimechanismus wurden im Gbri-
gen auch schon andere Strukturen in der Pore selbst digkiuée in Muller und Engel, 1999).
Es wird aul3erdem noch die geringe Auflagekraft von 100 pN féihge die deutlich unter den
fur erzwungene Konformationsanderungen einzelner Loep8acteriorhodopsin erforderlichen
200 pN (Mdller et al., 1995) liege, wahrend bei OmpF mehréigehe Loops am peripheren Rand
des Barrels (vgl. Cowan et al., 1992) zu verformen waren. 2umn sieht man aber schon bei
Vergleich der B-Faktoren der externen Loops von ScrY uimiareler, dass hier erhebliche Un-
terschiede bestehen kdonnen (Abb. 45), zum anderen lieferuflagekraft nur einen Teil der
effektiven Wechselwirkung (Mdller et al., 1999).

Die als sehr flexibel anzunehmende Coiled-Coil-Struktdidau periplasmatischen Seities Tri-
mers, die aus den N-Termini der ScrY- Monomere gebildet viirdrt nur bei sehr kleiner Auflage-
kraft zu einem Kontrast bei der kraftmikroskopischen Abbilg. Dabei zeigt sich eine deutliche,
reproduzierbar richtungsabhangige Verformung. Fir eiggsére Abschatzung der Abmessun
gen und der Flexibilitat dieser Struktur waren groeretallis geordnete Bereiche von Vorteil.
Sowohl anhand von Rohdaten als auch im gemittelten Bild mvé@lenn insbesondere auch die
richtungsabhangigen Wechselwirkungen der N-terminalem&ne mit der Sensorspitze klarer
darstellbar. Kommt es bei hoherer Auflagekraft zu einer Ahivig der starren periplasmatischen
Seite des Barrel-Trimers, kann zumindest die Standardabwagskarte aussagekraftige Informa-
tionen Uber den N-Terminus liefern (vgl. Muller et al., 1998d zwar umso mehr, je besser die
kristalline Ordnung der Trimere ist. Bei nur translatiaral Alignment war in dieser Arbeit ein
Minimum der SD-Karte im Zentrum des Trimers erkennbar. Dehl€&r aul3erhalb davon ist we-
gen der nicht ganz einheitlichen azimutalen OrientieruagTdimere aber wohl nicht allein dem
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N-Terminus zuzuschreiben. Hier kbnnen erst gute Kristalleerlassigere Information bringen.
Die Zuganglichkeit der periplasmatischen Seite war im ldi@$er Untersuchungen noch ein Pro-
blem, da bei unidirektional gepackten Vesikeln die extitalze Seite bevorzugt innen und damit
bei einlagiger Adsorption oben lag. Mechanisch stabileilagiy adsorbierte Vesikelfragmente
bzw. stabile zweischichtige Kristalle wie bei OmpF (Schabed Engel, 1994) waren unter dem
SFM bei rekonstituiertem ScrY aber nicht zu beobachten. IMibgrweise bilden die extrazellula-
ren Loops von ScrY keine entsprechenden Wechselwirkungemnander (Schabert et al., 1995).
Bei amorph-bidirektionalen Fragmenten sind beide Seitear gyleichermal3en zugéanglich, aber
eben nicht in kristalliner Form, zudem ist hier wegen gezneg Kontrasts der periplasmatisch
orientierten Trimere eine gezielte Partikelselektionr&ferenzfreies Alignment schwierig.
GrolRRere Bilayer mit rekonstituiertem Protein gleichma&BiQualitéat erleichtern die praktische
Optimierung der Abbildungsbedingungen, insbesonderéAdéagekraft, wahrend der Messung
bzw. dem schrittweisen Ubergang von der Ubersichtsabhgdiur hochaufgelésten Messung.
Dieser Prozess kann namlich nicht ganzlich zerstérunigsfi@gen, so dass die Moéglichkeit, auf
unmittelbar benachbarte brauchbare Areale ausweichebrmek, von gro3em Vorteil ist. Eine
unidirektionale Packung tber groR3ere Bereiche ermoghiacbh die Optimierung der Pufferbedin-
gungen fur die jeweilige Seite, der bisher verwendete Mé$spschuf lediglich Kompromissbe-
dingungen fiir die Abbildung beider Seiten. Die gemessenaiftdistanzkurven legen aber einen
héheren Anteil langreichweitiger Wechselwirkungen aufgkriplasmatischen Seite nahe, so dass
hier noch eine bessere Abschirmung der Oberflachenlad@mglerlich sein dirfte.

3.4.2 Rekonstitution

Ein bei der zweidimensionalen Rekonstitution von ScrY a@liffes Phanomen war die Tendenz
zu bidirektionalem Einbau. Unter Umstanden besteht hieiZeisammenhang mit der Tendenz
zur Bildung von Zwillingskristallen bei der 3D-Kristalbsion (Forst et al., 1998). Die quasi-
zylindrische Form des Monomers bietet eine Erklarung fiir denstand, dass die Wechselwir-
kungen der Molekile bei der Kristallisation nicht unbedirg einer bevorzugten Orientierung
der Polaritat der Trimer-Achsen zueinander fuhren. Immmekidnnen durch Variation des LPR
die Protein-Protein-Wechselwirkungen so weit beeinflusstden, dass der Anteil unidirektiona-
ler Rekonstitution héher wird. Bidirektionale Rekondtibm zeigte in keinem Fall irgendwelche
Tendenzen zu kristalliner Ordnung.

Daher und aufgrund der Erfordernisse aus der kraftmiknoiskben Untersuchung sollte eine wei-
tere Optimierung der Rekonstitution von ScrY gro3ere uwaldional gepackte Vesikelfragemente
mit moglichst grofRen kristallin geordneten Bereichen zusl Baben. Unidirektional-kristalline

Bereiche, durchaus beider Orientierungen in demselbekaleg/aren am ehesten bei einem LPR
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von 0,15 bis 0,2 und einem Verhaltnis DMPC:POPC von 1:1 zalsgh und konnten teils auf-
grund knapper Messzeit noch nicht eingehend am SFM untetrsverden. Auf der Grundlage
dieser bisher ermittelten optimalen Rekonstitutionshgdingen sind weitere Parameter zu vari-
ieren: so kdonnen durch Erhéhung der absoluten Proteinkdramsn im Rekonstitutionsansatz
unter Umstanden gréf3ere Vesikel erzielt werden (MittgjlunHasler). Die Geschwindigkeit der
Entfernung des Detergenz sollte ebenfalls noch optimiertlen. Dies geschieht entweder durch
Variation der Durchflussrate des Puffers in der Dialyseeqtpg hierzu mussten noch genauer
einstellbare Pumpen verwendet werden, oder, bei Verwangan Dialysebuttons, evtl. durch
zusatzliche MalRnahmen: Beispielsweise kann die Dialys#yendigkeit durch Einsatz eines
groReren Puffervolumens, das anfanglich Detergenzpafigralt und langsam mit Dialysepuf-
fer unterschichtet (Rate varriieren) oder durch zusdtesdRhren gemischt wird, variiert werden.
Eine andere Mdglichkeit ist Dialyse mit Buttons in einem/(ggéen Volumen Dialysepuffer ganz
ohne Durchfluss und Rihrer. Man kann zwar davon ausgehendaaBialysebedingungen in der
Durchflussapparatur besser kontrollierbar und damit syi@rbarer sind, Buttons haben jedoch
den Vorteil, dass kein Unterdruck wie bei Durchflusszelletsi&ht sowie nicht notwendigerweise
ein maximaler Konzentrationsgradient des Detergenz tledvidmbran vorliegt. Damit kann der
Ubergangszeitraum, in dem gemischte Mizellen und Bilagexistieren (Dolder et al., 1996; Has-
ler et al, 1998), beliebig verlangert werden. Die gangigesidlung der noch wenig verstandenen
Prozesse der Rekonstitution und zweidimensionalen Hlissthon besteht namlich darin, dass die
Schliisselereignisse in diesem Ubergangsbereich stattfiriirch graduelle Absenkung der De-
tergenzkonzentration kommt es bei Erreichen eines Wertkalezentration an freiem Detergenz
nahe dessen kritischer Mizellenkonzentration zur Agdgregader gemischten Lipid-Detergenz-
und Protein-Detergenz-Mizellen bzw. zu Protein-LipidduProtein-Protein-Wechselwirkungen.
Bei passender Balance dieser Wechselwirkungen erfolgEuidrau des Proteins in einen Lipid-
Bilayer (Jap et al., 1992). Das LPR muss dabei so grol3 sess aaorphe Aggregation von
Protein verhindert wird (der Lipid-Bilayer halt die Prateirolekile in einer Ebene), andererseits
darf es nicht so grof3 sein, dass die fur die Bildung von Kliisiatakten notigen Protein-Protein-
Wechselwirkungen unterbunden werden. Fr letztere igt diec Temperatur bedeutend, die so-
wohl die Starke hydrophober Wechselwirkungen der Protelakiile untereinander als auch deren
zweidimensionale Diffusionsrate im Bilayer beeinflusstiffbrandt, 1992). Zumindest eine Va-
riation von T,,. der Rekonstitution ist daher durchaus noch eine sinnvoliglddhkeit, diese
Vorgange zu beeinflussen. Die Vorstellung hingegen, mantetturch mehrphasige Temperatur-
profile wahrend der Rekonstitution und damméehrmaligeDurchlaufen der Phasenumwandlung
flissig-quasikristallin die Proteine aus der quasikiistah Phase des Lipids austreiben und so in
Bereichen geringerer Lipidkonzentration in eine dichtgeqte und zunehmend kristalline Packung
zwingen (Jap et al., 1992), hat sich eher nicht bestatidt &ugh Engel und Hetfti, zit. in Hasler et
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al., 1998). Fur eine bessere Beobachtung des Rekonstigptiozesses wéaren Probenentnahmen
wahrend des Experiments und deren Analyse am Elektroneaskip sinnvoll, hierzu misste die
verwendete Apparatur noch modifiziert werden. Ferner kimnibch andere divalente lonen im
Dialysepuffer getestet sowie der pH noch in weiteren Béaecvariiert werden (pH 5 bis pH 10),
aulRerdem ware auch der Einsatz anderer Detergenzien zgesrwa

3.4.3 Bildverarbeitung

Automatische Partikelselektion und referenzfreies rotaies und translationales Alignment ha-
ben sich als erfolgreiche Methoden fur eine erste Charigleéeung amorph oder nur ansatzweise
geordnet rekonstituierter und am AFM abgebildeter Scrvh&re erwiesen (vgl. auch Seelert et
al., 2000). Im vorliegenden Fall war dies fur Vergleich biymterscheidung der unter denselben
Bedingungen abgebildeten beiden Seiten des Proteins vdauBeng. Insbesondere die Abbil-
dung der periplasmatischen Seite war von ungunstigem BRpaasch-Verhaltnis, womit fiir einen
streng referenzgebundenen Algorithmus, auch bei Einsshltationalen Alignments, die Aus-
wahl einer bestimmten Referenz problematisch gewesen vi@inedie Partikelselektion wurden
hier zwar tUberwiegend Korrelationsverfahren herangaz¢gendestens mit rotationalem Mittel
eines Partikels als Referenz), das eigentliche Alignmentsélektierten Rohdaten erfolgte aber
referenzfrei.

Soweit bei guten Kristallen bereits translationale Katieihsmittelung ein befriedigendes Ergeb-
nis erbrachte, wurde dennoch auf die ansonsten ublictaiiteMerfeinerung mit dem erhaltenen
Mittel als jeweils neuer Referenz verzichtet (ebenso ang &ymmetrisierung der Mittel; s. G&M
Kap. 7.2.3.1). Die homogenen kristallinen Bereiche warmachrso klein, dass auch hier ein Ver-
gleich mit dem iterativen referenzfreien (translatior@htionalen) Algorithmus vorgezogen wur-
de, um den Einfluss der subjektiven Auswahl einer Referenibeuprifen. Ein Nachteil dieses
Algorithmus besteht zwar in dessen Abh&ngigkeit von dedliigén ersten Approximation des
Mittels. Ganz abgesehen davon, dass die in SPIDER impleeneEn®peration Gber zwei zufallige
anfangliche Approximationen mittelt und daher verhahmafig robust ist, kann die Stabilitat einer
Losung zusatzlich durch mehrere unabhangige Laufe Ubfénpeiiden. Diese kdnnen aufgrund
der zufalligen anfanglichen Approximationen durchaugeinterschiedliche Anzahl von lIterati-
onsschritten bis zur erfolgreichen Beendigung der Prazedardern (s. G&M Kap. 7.2.3.2). Die
hier prasentierten Ergebnisse referenzfreien Alignmemntgesen sich nach dieser Prifung alle als
stabil.

Die fur die laterale Auflésung nach translationaler Kortielasmittelung der relativ kleinen Kri-
stalle erreichten Werte (Abb. 46) lassen erwarten, dasgnderen Datensatzen dieser Guite und
ggf. mit Verfeinerung die Ubliche laterale Auflosung im Sabameterbereich (vgl. z. B. Mdller et
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al., 1999; Muller et al., 1999) ohne Probleme zu erreichém digfte. Dies gilt insbesondere bei
Berucksichtigung der Tatsache, dass die meisten vertffieten Arbeiten etwa fiir die FRC das
optimistischere Kriterium anwenden. Die Werte fur die Standabweichung als Mal3 der axialen
Auflésung entsprechen bereits dem in der Literatur zu findemtlveau. Bei héherem Anteil gro-
Berer kristalliner Fragmente sind kiinftig Messungen mahnkleinerem Pixelabstand méglich,
bei den bisherigen Aufnahmen war dieser Wert noch am obeaed Ressen, was gewohnlich als
hochaufldsend bezeichnet wird (zu kleine Arrays fir Iddddtfon und ,Hineinzoomen*). Verlust
an Auflésung durch Interpolationen im Laufe des Alignmeriearien dann besser kompensiert
werden (Kap. G&M 7.2.4.2).

Bei groR3eren Datensatzen kann kunftig die Analyse und Wabeidung verschiedener Zustéande
eines Molekuls mit Hilfe der in SPIDER verfigbaren Funkgarmultivariater statistischer Analy-
se und Klassifikation (Frank, 1996) automatisiert werdeshesondere bei Abbildungen raumlich
nicht so deutlich abgrenzbarer homogener Bezirke. Diegebegich sowohl auf die verschiede-
nen Zustande der extrazellularen Loops als auch auf Abtgien der periplasmatischen Seite mit
mehr oder weniger ausgepragtem Beitrag des N-Terminus zamtrast.

Fur die Analyse von SFM-Daten wurde das Bildverarbeitupsfesn SPIDER bisher in nur einer
anderen dokumentierten Arbeit eingesetzt (Zuber und BarRD00), namlich zur Korrelations-
mittelung von in SPIDER importierten TIFF-Bilddaten.

3.4.4 Ausblick

Fur weiterfihrende Untersuchungen an diesem Protein @ftrkikroskopischen Verfahren ware
vor allem ein Vergleich mit der Abbildung der Deletionsrmitavon Interesse, der 70 Amino-

sauren im Bereich des N-Terminus fehlen (Schulein et a@5L9Diese stand wahrend der expe-
rimentellen Phase dieser Arbeit nicht zur Verfigung. AdBer kdnnte eine Variante ohne den
N-Terminus auch in situ durch enzymatischen Verdau erzendtunmittelbar abgebildet wer-

den (Scheuring et al., 1999). Die zur Optimierung des Md#saufiir die periplasmatische Seite
ohnehin noch ndétigen empirischen Tests kdnnten um einézée@Bestimmung der Oberflachen-

ladungsdichten beider Seiten des rekonstituierten Pi®{&8utt, 1992) erweitert werden.

Eine Immobilisierung des mittlerweile rekombinant vetbagen Coiled-Coil-Peptids (Dumas et
al., 2000) auf den in Kapitel 2 beschriebenen Furanpolygwdastraten und die Analyse der Ab-
bildungen mit Hilfe von Einzelpartikelmittelungsverfamrkann detailliertere Informationen tber
dessen tatséchliche Abmessungen liefern.

Systematischere Untersuchungen bei Variation der Aufladelkn Kontaktmodus missen noch
zur nadheren Charakterisierung der Eigenschaften des iifes und der Flexibilitdt der extra-
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zellularen Loops vorgenommen werden. Messungen im cgatiden Modus (, Tapping Mode*)
konnten bei Variation der Amplitudendampfung ebenfallseai Beitrag dazu bringen. Entspre-
chende Untersuchungen wurden an dem Porin P100 aus Thdmerasophilus gemacht, dessen
N-Terminus allerdings viel gré3er ist als derjenige vonySgfornelius Zeth, pers. Mitt.); es wurde
dort ebenfalls je nach Amplitudendampfung (und damit Eieeigtrag) entweder die N-terminale
flexible Struktur oder aber die Geometrie der Pore selbselailotet. Eine Erweiterung dieses
Aspekts kraftabhangiger Verformung waren kraftspektopsiche Messungen (Rief et al., 1997)
an der Coiled-Coil-Struktur, zum Beispiel zur Bestimmureyg &tabilitdt derselben bzw. des ge-
samten Trimers, auch in Verbindung mit abbildender MesgWidler, Baumeister, Engel, 1999;
Oesterhelt et al., 2000).
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Anhang

1 Abklrzungen

CCF
DMPC
DPR
DLVO
ddH,0
ECACC
FCS
FFT
FP
FRC
G&M
LPR
PBS
P&E
POPC
PVPK

Rrms

ScryY
SD-Karte
SDS-PAGE
SFM

SPM
(S)SNR
Tirans
V-Karte

Lp

Kreuzkorrelationsfunktion
Dimyristoyl-Phosphatidylcholin

Differenzieller Phasenunterschied

Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek(-Theorie)
zweifach destilliertes Wasser

European Collection of Animal Cell Cultures (SalishGB)
Foetales Kélberserum

Fast Fourier Transform

Furan-Polymer

Fourier-Ringkorrelationsfunktion

Kapitel ,,Grundlagen und Methoden”
Lipid-Protein-Massenverhaltnis bei der Rekonsttuiti
Phosphatgepufferte Salzlésung

Kapitel ,Projekte und Ergebnisse”
Palmitoyl-Oleoyl-Phosphatidylcholin
Polyvinylphenylketon

RauhigkeitR,,s = \/ % >.(Z; — Z)? (Standardabweichung, ,root mean square*)
Sucroseporin (Wildtyp)

Standardabweichungs-Karte
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Geleteghorese

Scanning Force Microscopy, Rasterkraftmikroskopie

Scanning Probe Microscopy, Rastersondenmikroskopie

(Spektrales) Signal-Rausch-Verhéaltnis

Phasentbergangstemperatur (Lipide)

Varianz-Karte

Pixelgrol3e bei der Messung (Abstand der Messpunkte)
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2 Skripte fur SPIDER

2.1 Datenimport

;Dlconv.sys: Conversion of AFM-data (Ascii, DI-Nanoscopgto 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[\Bl. S 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-Scannerbcated June 2000: 7.653)?
ar

2

3

p1*(x33/65536)*x34

;subtract constant plane of image minimum value (to getipedile 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_pidk2, modified for AFM-images)

;(DI Nanoscope 4.3x,4.4x), data import incl., Uli Weilan@/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

; X561 - the number of the first micrograph file

; X562 - 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

; ndex55 - the output docment file from peak search

; ser**** _ the output serial files for automaticly select@articles
; sndcx55 - the output document file contained upperleft@ocnordinates for particles
; if pixel size different than ?,

; need to change x39, x92, and x27 only

; auBerdem x33, x34, x52, x67, x68, (x44, x31), x55: maskusdi
; und threshold fir at pk (<0.5 f. training part, <0.75 f. Naifauf)
md
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2 Skripte flir SPIDER

set mp

2

x33=54.99916

;x33 - z scale in \olts (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 sizeffilt.rad.=const: x31=0.075*@8.34)
;approxim.(particle size/2)+1)/interpolated x dimemsio

; or ((x92/2)+1)/x71 - corrected for better res.

x44=1

; compression of the mic for peak search, eher unnotig deBKkin!
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 Ib51 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 gettipedile values) and

;scale AFM raw data in nm: converted binary * hardscale[\BlL.S 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|
O rlg .

(30,30)

;b statt _1, falls decimate enabled!!
;de
5

fq np

6

_4

3)

x31

filter radius ~ (particle size/2)+1)/interpolated x dins@m
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@

Xx92,x92,x93

x81

if(x81.eq.0) goto Ib1l

sdE

ndc{***x55}

do b2 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

Xx21,x22

;window size is particle size
X99=x99+1

cp

9

_6@{****X99}

b2

doIb4 x41 =1, x81
cp
_6@{*x41}

2

x21=0
x22=0
do 1b21 x81=1,100
sh
2
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pk x11,x12

]

(1,0

if(x11.ne.0.0) goto Ib41
if(x12.eq.0.0) goto 1b31
Ib41

X21=x21+x11
X22=Xx22+x12
b21

Ib31

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}

b4

de

6

ud ice

ndc{***x55}

sde

sndc{***x55}

cp

1

topo{***x55}

;in nm scaliertes Bild abspeichern!
b1

;delete spider files
;de

;out{***x55}

;de

;ou{***x55}

Ib51

end
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2.3 Referenzfreies Alignment

;aliavg0: create continuous series of selected images (eafter manual screening of automatically preselected imagseries)

; aliavgl.sys:

;Uli Weiland 10/2000

fr

?input file template:?<1>
RR x91

?number of particles:?
do Ib1 x92=1,x91

ud ic,x92,x93

?selection doc file, input image number in first column:?<3>
cp

<1>x93

sle{****x92}

b1l

ud ice

<3>

RE

Apply reference-free alignment to the partiles series (AP SR),

;no PCA, RF/RF SN without mask; Uli Weiland 10/2000 (SPIDE#db b06.aps mod.)

RR x91

? Number of images of continuous series to be included imad@nt: ?

RR x20
? Expected size of the particle:?

RR x21
? Max radius for rotational alignment:?

; Prepare selection document file with particle numbers ISR
DOC CREATE

select

1

1-X91

ap sr
?template 2-D image file:?
select

x20

5,x21

*

apsrr
apdo***

; Find out how many apdo files were made and pick the last one.

DO LB12 1=1,9999
X71=X0

IQ FI,LX11
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 th
; document file produced by AP SR

do Ib1 x90=1,X91

ud ic,x90,x41,x42,x43

apdo{***X71}

rt sq
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; aliavg2.sys:

<4>x90
rtsg{****x90}
x41
X42,X43

b1l

; Calculate global averages
ASR

rtsq****

select

A

avg001

var001

; SD-Map

ar

var001

sde001
SQR((p1*(x91-1.0))/X91)

; Calculate the resolution
AS R
rtsq****
select
(0]
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
I'tSq****
select
2

(1.0)
ssnr001

RE

Apply reference-free alignment to the partles series (AP SR),

;AP SRwith reference pattern to center averagesno 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 ferSR
DOC CREATE

select

1

1-X91

ap sr
?template 2-D image file:?

select

x20

5,x21

?reference pattern to center the averages during iteg&tion
apsr***

apdo***

; Find out how many apdo files were made and pick the last one.

DO LB12 1=1,9999
X71=X0

1Q 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 th
; document file produced by AP SR
do Ib1 x90=1,X91

ud ic,x90,x41,x42,x43
apdo{***X71}

rtsq

<4>x90

rtsg{****x90}

x41

X42,X43

b1l

; 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
I'tSq****
select
(0]
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
FI1 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

; corravl.sys

; modified 10/2000 Uli Weiland (incl. pk dc/center of graviglc., variable HP filter radius)
; CORAV1.CAV 3/3/93 updated 9/98,12/98; last update 1/26&

; 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

Fl

?RAW FIELD (DIM’S .LE. WORKING DIM)?
X10=X1/2

X11=X2/2

X12=X21-X10+1

X13=X21-X11+1

Fl

?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>

P1C999

X20,X20

B

X12,X13

; Make copy of padded raw file for use

; in CC operation. PIC999 to be used in WV later.
CP

P1C999

3
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; Cross Correlate

CcC

2

3

?NAME OF CCF?

; restore HP filtration of CCF
fqnp

<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 |

<13>

<10>

1,2

4

1,1

0,0

<12>

RE

; avgrfl.sys: Averaging (AS R) and resolution assessment

;(using aligned control windows from WV), RF/RF SN withouasi
;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 ferSR

DOC CREATE
select

1

1-X91

; Calculate global averages

ASR
<]1>
select
A
avg001
var001

; SD-Map

ar

var001

sde001
SQR((p1*(x91-1.0))/X91)

; Calculate the resolution
ASR
<]1>
select

(@]
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 Auflésung

; rfmask.sys: Resolution assessment of aligned/averageauticle series

; RF/RF SN with smooth mask applied before (after @aliavgaygefl)
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; Uli Weiland 11/2000

FR
?aligned image series template:?<1>

;parameters for masking image series and averages

Fl 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

mas k****

select
2

(1.0)
ssnr002
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3 Material- und Chemikalienliste

Nachfolgend sind die in dieser Arbeit verwendeten Verbingauotaterialien und Chemikalien bzw.
deren Bezugsquellen aufgefuhrt. Standard-Labormaamigind hier nicht enthalten; Standard-
Chemikalien (Salze, Sauren, Laugen und Puffer der Qualitinalysi) wurden, soweit sie hier
nicht angegeben sind, von den Firmen Merck, Riedel-de HadrRoth bezogen. Bezugsquellen
und Hersteller von Geraten, Messapparaturen und dereargistlen sind im Teil ,Grundlagen

und Methoden” jeweils im Text angegeben. Losungen und Puiteden mit zweifach destil-
liertem Wasser (ddkD) aus der laboreigenen Quarz-Destille (Aquatron, Biblerghstellt, mit
Ausnahme der SFM-Messpuffer fr hochauflésende Messumljemit hochreinem Wasser an-

gesetzt wurden.

3.1 Verbrauchsmaterial

Deckglaschen

Deckglaser aus Kunststoff fur Zellkultur
Dialysemembran

Gewebekleber

Glimmer-Scheiben

Klebefilm
Laborfilm
Linsenpapier

Netzchen fur Elektronenmikroskopie

Polyetheretherketon-Folie

Pumpenschlauche (f. Peristaltik-Pumpen)

Stahlplattchen (Praparatunterlagen)

Sterilfilter (fir Medien und Puffer)

Zweikomponentenkleber

rund, Durchmesser 9 mm, Menzel
Thermanox, Miles
Spectra/Por MWCO 25000, Roth
Histoacryl blau, B. Braun Melsungen

F-20x20-1 (Dicke: 120n), R. Jahre GmbH (Wil-
helmshafen)

Tesafilm, Beiersdorf
Parafilm, American National Can (Chicago)
Kodak

mit Formvar befilmt und Kohlenstoff bedampft
(200-Mesh), Plano

(PEEK, teilkristallin) Lit&TLipp-Terler (Waidho-
fen, Osterreich)

Abimed (Largldf

passend zu denlig@veiSFM-Scannern, Digital
Instruments und TopoMetrix

Nalgene und Millipore

Uhu Plus Schnellfest, Uhu (Buhl)
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3 Material- und Chemikalienliste

3.2 Chemikalien

(Qualitat, soweit nichts anderes vermerkt [@to analysi)

Brenzkatechin (1,2-Dihydroxybenzol)

Collagen Typ |

Collagenase
Dimyristoyl-L-a-Phosphatidylcholin (DMPC)
Dispase

DL-Apfelséaure ¢ -Hydroxybernsteinséure)
Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM)

Ethanol

Ethanol

Foetales Kélberserum (FCS)
Formalinlésung
D-Fructose

2,5-Furandimethanol

2-Furanmethanol (Furfurylalkohol)
Genapol X80

Glutaraldehylésung

Ham'’s F-12-Zellkulturmedium

Harnstoff

99+ %, Aldrich

Sigma-Klassifikation: Typ lll, sdurel6slicdus Kalbs-
haut, Sigma

Biochrom/Seromed (Berlin)
Cl1l4.U}rans = 23 °C, Sigma

Boehringer (Mannheim)
Merck (Darmstadt)
Zellkulturmediu@ibco

technisch, unvergéllt, Chemikalienlager der Univer-
sitat Konstanz

hochrein (fur Spektroskopie), Uvasol, Merck (Darm-
stadt)

Gibco
37 %, Merck (Darmstadt)
Serva

The Sigma-Aldrich Library of Rare @ieals
(Milwaukee)

Aldrich

Detergenz, Fluka
Grade I, 25 %, Sigma
Gibco

Sigma

N-[2-Hydroxyethyl]-Piperazin-N’-[Ethansulfonsaurefl EPES) Sigma

Isopropyl«-D-Thiogalactopyranosid
Laminin
Lauryldimethylaminoxid (LDAO)

Leibovitz's L-15-Medium

Sigma
Gibco
Detergenz, Fluka

Gibco
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B-Morpholino-Ethansulfonsaure (MES) Sigma

Methanol fir Spektroskopie, Uvasol, Merck (Darmstadt)

Methylzellulose Sigma

NaEDTA Merck (Darmstadt)

Natriumdodecylsulfat (SDS) Serva

n-Octyl-G-D-glucopyranosid §-OG) Calbiochem

[B—Palmitoyl«y-Oleoyl-L-a-Phosphatidylcholin (POPC) C16:0/C18%,..ns = —2 °C, Sigma

1,3-Phenylendiamin Aldrich

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS) (pH 7,4 1 1 mM,RE, / 3 mM NgHPQO, / 155
mM NacCl) Gibco

Poly-L-Lysin Sigma

Polystyrol Pellets, Aldrich

Polyvinylphenylketon (PVPK) Pellets, Aldrich

Spulmittel M 14, Martin & Co. (Freiburg)

Toluolsulfonséure Baker (Deventer, Holland)

Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan research grade, ICN

Tris/HCI ultra pur, Serva

Wasser hochrein, A.C.S.-Reagenz, Aldrich
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