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1 Einleitung

Ein erwachsener Mensch besteht aus ungefdhr 100 Billionen Zellen [1] und aus mehreren
hundert verschiedenen Zellarten. Sie schliefsen sich zu den unterschiedlichsten Geweben
und Organen des Korpers zusammen und bestimmen deren Funktion und Form. Durch
ein kontrolliertes Zusammenspiel gewihrleisten sie den Erhalt lebenswichtiger Funktio-
nen des Organismus. Essentiell fiir dieses Zusammenspiel sind vor allem Verbindungen
zwischen den Zellen. Sie ermoglichen die Kommunikation der Zellen untereinander, den
Austausch von Signalen und Molekiilen, sie steuern das Verhalten und die Genexpressi-
onsmuster der Zelle und beeinflussen so, wie der Organismus wichst, sich entwickelt und
sich selbst repariert. Zelladhasionsverbindungen halten die Zellen iiber Molekiilverbin-
dungen zusammen und verleihen dem Gewebe so Festigkeit und mechanische Stabilitit.
Defekte der Zell-Zell-Verbindungen beeinflussen das gesamte Zusammenspiel der Zellen
und sind Ursache vieler Krankheiten |2, 3.

Um die genaue Funktion der Zell-Zell-Verbindungen verstehen zu konnen, muss man
auch die Bindungsmechanismen der einzelnen Molekiile, die an der Verbindung be-
teiligt sind, untersuchen. Solche spezifischen, intermolekularen Bindungen beruhen auf
schwachen Wechselwirkungen, wie der Van-der-Waals-Kraft, Jonenbindungen oder Was-
serstoffbriickenbindungen. Die auftretenden Krifte liegen im Bereich von einigen Zehn
Pico-Newton und kénnen somit nur mit einem sehr sensitiven Kraftsensor gemessen wer-
den. Aufgrund der Grobe der Molekiile von nur einigen Nanometern ist zusétzlich eine
extrem genaue Positionierung des Kraftsensors gefordert. Das Rasterkraftmikroskop er-
fiillt diese Voraussetzungen und ermoglicht mit der dynamischen Kraftspektroskopie die
Bindungskinetik von Einzelmolekiilkomplexen zu untersuchen, wobei auch Messungen
in Fliissigkeit moglich sind.

Bei dieser Methode werden zunichst die zu untersuchenden Molekiile an dem Kraft-
sensor und auf der Substratoberfliche immobilisiert. Der Kraftsensor, ein Federbalken
mit einer sehr feinen Spitze, wird mit Hilfe eines Piezostellelements kontrolliert an die
Oberfliche angendhert und wieder entfernt. Kommt es wiahrend der Kontaktzeit mit

der Oberfliche zur Bildung eines Molekiilkomplexes, so wird dieser Komplex beim Zu-



1 FEinleitung

riickfahren des Kraftsensors durch die steigende Zugkraft immer weiter gestreckt, bis er
wieder dissoziiert. Uber die Verbiegung des Federbalkens lisst sich die Dissoziationskraft
der Molekiile bestimmen. Durch Variation der Riickziehgeschwindigkeit wird die Abhén-
gigkeit der Dissoziationskrifteverteilungen von derselben deutlich. Dadurch kénnen die
Wechselwirkungslénge sowie die Dissoziationsratenkonstante und die Lebensdauer des

Komplexes bestimmt werden.

In dieser Arbeit wird mit Hilfe von Einzelmolekiil-Kraftspektroskopie die Bindungskine-
tik von Desmoglein 2 Homokomplexen untersucht. Sie entstand in Kooperation mit der
Arbeitsgruppe von PD Dr. Hendrik Milting am Erich und Hanna Klessmann-Institut
fiir kardiovaskulare Forschung und Entwicklung des Herz- und Diabeteszentrums NRW
(HDZ NRW) in Bad Oeynhausen. Die untersuchten Desmoglein 2 Molekiile wurden von
Anna Gértner am HDZ NRW exprimiert und aufgereinigt.

Desmoglein 2 ist ein Transmembranprotein und ein Bestandteil der Desmosomen, ei-
ner Zelladhiisionsverbindung. Uber die Transmembranproteine wird das Cytoskelett der
Zelle mit dem der Nachbarzelle verbunden. Es wurden verschiedene Mutationen von Des-
moglein 2 bei Patienten entdeckt, bei denen Arrhythmogene Rechtsventrikulare Kardio-
myopathie (ARVC) diagnostiziert wurde. ARVC ist eine Herzmuskelerkrankung, bei der
es zu lebensbedrohlichen Herzrhythmusstérungen oder Herzversagen kommt. Die genau-
en Mechanismen der Erkrankung sind noch nicht vollstindig verstanden, aber bei sehr
vielen Patienten liegt eine Mutation von Komponenten der Zelladhédsionsverbindungen
vor. Ziel dieser Arbeit ist es nun das Bindungsverhalten von Wildtyp Desmoglein 2 mit
dem der Punktmutation p.Arg46 Gln zu vergleichen, welche mit ARVC assoziiert wird.
Mit diesem Vergleich sollen weitere Erkenntnisse {iber den Einfluss der Mutation auf das

Bindungsverhalten und ihre Rolle bei der Entstehung von ARVC gewonnen werden.

Im folgenden Kapitel (Kapitel 2) werden die physikalischen Grundlagen der Kraftspek-
troskopie erldutert. Insbesondere wird auf die Kinetik von Molekiilkomplexen eingegan-
gen und der Zusammenhang von Thermodynamik und Bindungskraft erklart.

Das dritte Kapitel behandelt die einzelnen Aspekte der Zell-Zell-Verbindungen und zeigt
den Aufbau und die Funktionsweise der Desmosomen und von Desmoglein 2. Es werden
aukerdem das Krankheitsbild und die Ursachen von ARVC besprochen, insbesondere die
Rolle von Desmoglein 2.

Ein wichtiger Faktor zur erfolgreichen Messung der Bindungskrafte ist die Funktionalisie-

rung von Kraftsensor und Substratoberflache. Die einzelnen Priparationsschritte werden



im vierten Kapitel zusammen mit den verwendeten Materialien vorgestellt, ebenso wie
die Methode nach der die Messungen ausgewertet wurden.

Anschliefsend werden die Auswertung der Messdaten und die Ergebnisse dargestellt und
diskutiert. Zum Schluss erfolgt eine Zusammenfassung sowie ein Ausblick auf mogliche

weitere Experimente zur Fortfiihrung der Forschung.



2 Physikalische Grundlagen

In diesem Kapitel werden die physikalischen Grundlagen dieser Arbeit erldutert. Es wird
zundchst das Rasterkraftmikroskop vorgestellt und seine Funktionsweise sowie die auf-
tretende Wechselwirkungskréfte erklirt. Darauf aufbauend wird das Prinzip der Kraft-
spektroskopie und die Kalibration des Cantilevers erlautert. Aufserdem werden die theo-
retischen Grundlagen der Kinetik von Einzelmolekiilbindungen und die Theorie von Bell,
Evans und Ritchie besprochen, welche die Grundlage der dynamischen Kraftspektrosko-
pie bildet.

2.1 Rasterkraftmikroskospie

Das Rasterkraftmikroskop (engl.: Atomic Force Microscope AFM) gehort zu den Ras-
tersondenmikroskopen. Es wurde 1986 erstmals von Gerd Binnig, Calvin Quate und
Christopher Gerber vorgestellt und beruht auf einer Weiterentwicklung des Rastertun-
nelmikroskops (engl.: Scanning Tunneling Microscope STM) [4, 5].

Alle Rastersondenmikroskope basieren darauf, dass eine sehr feine Sonde eine Oberfliche
abrastert, wihrend die Wechselwirkung zwischen Sonde und Oberfliche gemessen wird.
Die Sonde liefert somit Punkt fiir Punkt Informationen iiber die Beschaffenheit der Ober-
flache, welche dann in ein dreidimensionales Bild umgewandelt werden. Fiir jede Art von
Rastersondenmikroskop ist eine andere Wechselwirkung charakteristisch. Beim Raster-
tunnelmikroskop (STM) wird ein sehr kleiner Tunnelstrom gemessen, was den Einsatz
der STM auf leitende Oberflichen limitiert. Beim Rasterkraftmikroskop wird die Sonde
iiber die Oberfliche gefithrt und misst sehr kleine Krifte (<1nN [6]). Diese beruhen auf
Wechselwirkungen wie der elektrostatischen Wechselwirkung, der Van-der-Waals Wech-
selwirkung, oder der Pauliabstoffung zwischen Sonde und Probenoberfliche, aber auch
auf Adhasions- und Bindungskréften. Somit kénnen auch nicht leitende Oberflichen oder
Proben in Fliissigkeit untersucht werden, wodurch das Rasterkraftmikroskop zur Unter-

suchung von Biomolekiilen in situ pradestiniert ist.



2.1 Rasterkraftmikroskospie

2.1.1 Aufbau

Die Messsonde eines Rasterkraftmikroskops ist eine sehr feine, meistens pyramidenfor-
mige Spitze, die an einem Federbalken, dem Cantilever befestigt ist. Typischerweise
betrigt der Spitzenradius 5-50 nm [6]. Der Cantilever, das Herzstiick des Mikroskops
wird durch die Wechselwirkungen zwischen seiner Spitze und der Probe ausgelenkt. Die-
se Auslenkung wird dann gemessen, um die Oberflichenstruktur wiederzugeben. Mit
dieser Technik sind laterale Auflésungen von bis zu 0, 1nm mdoglich [7]. Cantilever und
Spitze sind meist aus Silizium oder Siliziumnitrit, es sind jedoch viele verschiedenen
Formen, Beschichtungen und Grofen erhéltlich. Der grundlegende Aufbau eines Raster-

kraftmikroskops ist in Abbildung 2.1 dargestellt.

Laser

4-Quadranten
Photodetektor

Kraftsensor + Spitze

A

Datenaufnalune
>

.

Regelhung

Scanner

Abbildung 2.1: Grundlegender Aufbau eines Rasterkraftmikroskops [8].

Um die Oberfliche abbilden zu kénnen, miissen zwei Dinge gegeben sein: Zum einen ei-
ne kontrollierte Bewegung des Cantilevers beim Anndhern und Scannen der Oberfléche,
zum anderen die Detektion der Cantileversauslenkung. Fiir eine kontrollierte Bewegung
des Cantilevers wird ein piezoelektrischer Scanner eingesetzt. Dieser wird proportional

zu einer angelegten Spannung ausgelenkt und kann sehr genau gesteuert werden (im Sub-
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Angstrom-Bereich [9]). Wenn die Messspitze an die Probenoberfliche angenihert wird,
wird der Cantilever durch die auf ihn wirkenden Krifte ausgelenkt. Diese Verbiegung
wird meistens durch ein Lichtzeigersystem detektiert [10]. Dabei wird ein Laserstrahl
auf die Riickseite des Cantilevers fokussiert, dort reflektiert und iiber einen Spiegel auf
eine 4-Quadrantenphotodiode gelenkt. Die Photodiode wandelt das Licht durch den Pho-
toelektrischen Effekt in Strom um, welche als Riickkopplungssignal zur Steuerung der

vertikalen Cantileverbewegung genutzt wird.

Innerhalb der einzelnen Quadranten flieltt abhéngig von der Position des Laserspots
ein Strom, welcher durch Strom-Spannungs-Wandler in eine Spannung umgewandelt
wird. Das Summensignal Usymme, das die Summe der Spannungen aller vier Quadranten
darstellt, wird zu Anfang jeder Messung durch Positionierung des Laserspots maximiert.
Es gilt:

USumme = UA + UB + UC’ + UD- (21)

Durch die Verbiegung des Cantilevers dndert sich der Winkel des reflektierten Strahls,
was eine Verschiebung des Laserspots und somit der Spannung in den Quadranten mit
sich zieht. Man kann nun sowohl die vertikale Auslenkung, als auch die laterale Aus-
lenkung des Cantilevers aus der Spannungsinderung bestimmen (siehe Abb. 2.2). Die
vertikale Auslenkung entspricht dem Deflection-Signal Upefiection (Gleichung 2.2). Die

laterale Auslenkung wird mit dem Lateral-Signal Upgierar gemessen (Gleichung 2.3).

UDeflection = UA + UB - (UC' + UD)v (22)

ULaterat = Ua +Uc — (Up + Up). (2.3)

Bei der Kalibration des Cantilevers am Anfang der Messung wird der Spot so positio-
niert, dass er mittig zwischen den oberen und unteren sowie den rechten und linken

Quadranten ist. Damit gilt Upefiection = 0 und Urgserar = 0.
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4-Quadranten Photodiode
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Abbildung 2.2: Die vertikale und laterale Verbiegung des Cantilevers kann {iber die
Lichtzeigermethode gemessen werden [8].

2.1.2 Wechselwirkungskrafte

Die Wechselwirkungskrifte, die bei Anniherung des Cantilevers zwischen Spitze und
Oberfliche wirken sind abhingig von dufteren Faktoren, wie dem umgebenden Medium,
der Entfernung zwischen Oberfliche und Spitze und den verwendeten Materialien. Es
gibt repulsive und attraktive Wechselwirkungen, die jeweils eine unterschiedliche Reich-
weite haben. Man unterscheidet generell zwischen kurzreichweitigen Kréften (im Bereich

bis 1nm) und langreichweitigen Kriften (> 1nm) [11].

Die Pauli-Abstofiung ist die Wechselwirkung mit der kleinsten Reichweite. Sie be-
ruht auf dem Pauli-Prinzip, welches besagt, dass Elektronen, die in allen Quantenzahlen
iibereinstimmen nicht am selben Ort sein konnen. Beim Kontakt des Kraftsensors mit
der Oberfliche kommt es aber nun zu einer Uberlappung der Elektronenorbitale der
Spitze mit denen der Probe und die Spitze erfihrt eine starke repulsive Kraft. Diese

reicht jedoch nur ca. 0, Inm weit [11].

Die Kapillarkraft ist die dominierende adhésive Kraft bei Messungen an Luft [12].
Sie entsteht durch Kondensation von Wasserdampf zu einem diinnen Fliissigkeitsfilm

auf Spitze und Probenoberfliche. Wird die Spitze an die Probe angenihert, kommt es
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zu einer Meniskusbildung. Dadurch wird die Spitze mit 10 — 100nN angezogen [12|. Bei

Messungen in Fliissigkeit tritt diese Wechselwirkung nicht auf.

Van-der-Waals-Krifte wirken zwischen allen Teilchen iiber eine Entfernung von bis
zu 100 nm [11]. Sie beruhen auf der Wechselwirkung zwischen permanenten und indu-
zierten Dipolen. Man unterscheidet zwischen der Dipol-Dipol-Wechselwirkung zwischen
zwei permanenten Dipolen, der Wechselwirkung zwischen einem induzierten und einem
permanenten Dipol sowie der Dispersionskraft, welche auf der Wechselwirkung zwischen
zwei induzierten Dipolen beruht. Letztere entsteht aus zeitlichen Schwankungen der La-
dungsverteilung in den Molekiilen, welche ein Dipolmoment erzeugt. Fiir alle Arten der
Van-der-Waals-Kraft gilt eine r~%-Abh#ngigkeit, wobei 7 Abstand der beiden Teilchen
und C' eine Konstante ist (siche 2.4).

V(r)= ¢ (2.4)

ré’

Elektrostatische Wechselwirkungen basieren auf der Coulombkraft, die zwischen

zwei Ladungen ()7 und ()» wirkt. Sie ist gegeben durch:

oo L Q0

dreeg 12

(2.5)

wobei r der Abstand und ¢y und ¢, die Dielektrizitdtskonstate im Vakuum und im Me-
dium sind. Elektrostastische Kréfte haben eine Reichweite von mehreren 100 nm [11]
und sind stark von dem umgebenden Medium abhéingig. Aufgrund der hoheren Dielek-
trizitdtskonstante von Wasser gegeniiber Luft, ist die elektrostatische Wechselwirkung
in Wasser durch die €,-Abhéngigkeit wesentlich geringer. Die Wechselwirkung wird au-
fserdem durch die Ionenkonzentration und den pH-Wert der Losung beeinflusst. Die
Tonenkonzentration bestimmt die Reichweite des elektrischen Feldes und der pH-Wert
beeinflusst den Ladungszustand der Oberflichen [12].

Wenn die Spitze nah genug an der Oberfliche ist, konnen sich Bindungen zwischen den
Molekiilen an Cantilever und Oberfliche ausbilden. Dabei kommen dann die Erken-
nenden Krifte und Bindungskréfte ins Spiel. Spezifisches Erkennen und Binden
von Biomolekiilen ist eine wesentliche Grundlage fiir regulatorische Prozesse in biolo-
gischen Systemen (Zellen und Organismen). Das sogenannte Schliissel-Schloss-Prinzip

wurde erstmals von Emil Fischer anhand von Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen be-
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schrieben [13]. Molekiile binden mittels schwacher, nicht-kovalenter Wechselwirkungen
wie der Van-der-Waals-Kraft oder Wasserstoftbriickenbindungen. Wasserstoftbriicken-
bindungen sind elektrostatischer Natur, und entstehen wenn zwei funktionelle Gruppen
(Donor und Akzeptor) iiber Wassestoffmolekiile in Verbindung treten. Ein Unterschied
der Elektronegativitat fiihrt zu zwei Teilladungen und wenn die beiden Molekiile so
ausgerichtet sind, dass das freie Elektronenpaar des Akzeptors in die Richtung des Was-

serstoffatoms zeigt, bildet sich eine Wasserstoffbriickenbindung.

2.1.3 Messung der Topographie

Das Abrastern der Oberfliche kann nun in verschiedenen Messmodi geschehen. Diese
unterscheiden sich vor allem durch die Art der Wechselwirkung mit der Probenoberfla-
che. Im Kontaktmodus ist der Cantilever in dauerndem Kontakt mit der Oberflache und
erfahrt repulsive Kréfte. Es wird nun entweder die Kraft (constant force mode) oder
die Position des z-Piezos (constant height mode) konstant gehalten. Im Nicht-Kontakt-
Modus, auch dynamischer Modus genannt, wird der Cantilever in seiner Resonanzfre-
quenz angeregt und nah an die Oberfliche herangefahren. Wenn nun eine Kraft wirkt,
andert sich die Resonanzfrequenz und somit auch die Amplitude und die Phase zwischen
Ausgangs- und Eingangssignal. Diese Frequenzverschiebung wird dann wieder als Regel-
groke fiir die Abstandsregelung des Cantilevers zur Oberfliche verwendet. Auflerdem
gibt es noch den Intermittierenden Modus, bzw. englisch Tapping Mode. Hier wird der
Cantilever zur Schwingen angeregt und hat eine sehr kurze Kontaktzeit im us-Bereich
mit der Oberfliche [14]. Die Spitze ,tippt* also auf die Oberfliche und bildet sie so ab.
Dieses Verfahren ist besonders zum Abbilden von sensiblen Molekiilen geeignet, da es
schonender als der Kontaktmodus ist.

Mit dem Rasterkraftmikroskop kénnen aufserdem auch Bindungs- und Adhésionskifte

gemessen werden, die Methode dazu wird im folgenden Abschnitt erlautert.

2.2 Kraftspektroskopie

Bei den Anfingen der Rastersondenmikroskopie lag der Fokus auf dem Abbilden von
Oberflichen. Mit der Erfindung des AFMs taten sich neue Moglichkeiten zur Untersu-
chung von Biomolekiilen auf [15]. Messungen in wéssriger Losung erlauben eine in situ
Untersuchung und der intermittierende Modus garantiert ein schonendes Abbilden [12].

Die Kraftspektroskopie benutzt nun das Rasterkraftmikroskop, um Bewegungen und
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Kréfte zwischen einzelnen Molekiilen in Echtzeit zu messen [16]. Dazu wird der Canti-

lever als Feder gesehen, fiir die nach dem Hook’schen Gesetz gilt:

AF = —kAz, (2.6)

wobei AF' die Kraft auf die Feder ist, k die Federkonstante und Az die Auslenkung.
Es werden die zu untersuchenden Molekiile an der Oberfliche und dem Kraftsensor im-
mobilisiert und dieser wird kontrolliert an die Oberfliche herangefahren. Ist es zu einer
Bindung zwischen den Molekiilen gekommen, wirkt beim Zuriickziehen des Cantilevers
eine stetig steigende Zugkraft auf den Komplex, bis es zur Dissoziation kommt [17].
Diese Bindungskrifte kénnen mit einer Kraftauflosung im Bereich von Pico-Newton ge-
messen werden und sind nur durch das thermische Rauschen des Federbalkens begrenzt
[12]. Die Kraft wird iiber die Auslenkung des Cantilevers mit Hilfe der Lichtzeigerme-
thode bestimmt (siehe Abb. 2.2), die Position des Cantilevers wird iiber die am z-Piezo
angelegte Spannung oder einem Differentialtransformator (engl.: Linear Variable Diffe-
rential Transformer (LVDT)) gemessen. In einer Kraft-Distanz-Kurve werden Kraft und
Position des Kraftsensors visualisiert (mehr dazu in Abschnitt 2.2.1). Durch Variation
der Zuggeschwindigkeit lassen sich weitere Informationen {iber die Kinetik der Bindung

berechnen, mehr dazu in Abschnitt 2.3.

Ein wichtiger Punkt bei der Kraftspektroskopie ist die Funktionalisierung von Spitze
und Substratoberfliche, auf die die zu untersuchenden Biomolekiile immobilisiert wer-
den. Dabei ist vor allem darauf zu achten, dass die zu untersuchende Bindung schwi-
cher ist, als die Bindungen zwischen Molekiil und Messspitze bzw. Oberfliche, damit
die zu untersuchende Bindung zuerst reifst. In der Natur beruhen viele Prozesse auf
nicht-kovalenten Wechselwirkungen, also werden die Molekiile mittels kovalenten Bin-
dungen immobilisiert. Oft werden noch Polyethylenglycol(PEG)-Crosslinker zwischen
Spitze/Oberfliche und Molekiil geschaltet. Diese sind lange Molkiilketten und vergrofern
den Aktionsradius des Molekiils um einen Bindungspartner zu finden. Vor allem jedoch
ermoglicht der PEG-Linker eine eindeutige Unterscheidung eines spezifischen Dissoziati-
onsereignisses von anderen, unspezifischen Ereignissen. Dies ist moglich, da er wahrend
des Zuriickfahrens gestreckt wird, was sich in einem charakteristischen Aussehen der

Kraft-Distanz-Kurve zeigt.
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2.2.1 Aufnahme einer Kraft-Distanz-Kurve

Eine Kraft-Distanz-Kurve gibt die Verbiegung des Cantilevers gegeniiber der Piezopo-
sition im Verlauf eines Zyklus aus Anndherung und Entfernung wieder. Die Verbiegung
des Kraftsensors ist ein Mafs fiir die auf ihn wirkende Wechselwirkungskraft. Repulsive
Krafte bewirken eine Auslenkung des Sensors nach oben, attraktive Krifte lenken ihn
nach unten aus. Im Folgenden werden die einzelnen Schritte einer Kraft-Distanz-Kurve
anhand von Abbildung 2.3 erlautert.

F [pN]

o
(3

SN

(1)

p

Iﬁj _’/CT-: g
| ® !
e — =
2 3 a8

Abbildung 2.3: Verschiedene Phasen einer Kraft-Distanz-Kurve [7]. Oben: Die auf den
Cantilever wirkende Kraft in Abhéngigkeit des Abstandes zur Oberfla-
che. Unten: Die Auslenkung des Cantilevers an den verschiedenen Stellen
des Zyklus. Die einzelnen Schritte werden im Text erldutert.

1. Der Kraftsensor wird an die Oberfliche herangefahren. Da noch keine Krifte auf

ihn wirken, befindet er sich noch in seiner Ruheposition.

2. Kommt der Sensor in Kontakt mit der Oberflache, iiberwiegen die repulsiven Kréfte

und er wird nach oben ausgelenkt.

3. Der Kraftsensor driickt auf die Oberfliche und wird nach oben verbogen, bis eine
vorher festgesetzte Maximalkraft erreicht ist. Wahrend der Kontaktzeit haben die

immobilisierten Molekiile Zeit einen molekularen Komplex zu formen.
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2 Physikalische Grundlagen

4. Der Cantilever wird langsam von der Oberfliche zuriickgezogen. Die Auslenkung
verringert sich hierbei kontinuierlich, bis er erneut seine Ruheposition erreicht. Im
Falle einer unspezifischen Adhésion wird die Spitze in Kontakt mit der Oberflédche

gehalten und nach unten ausgelenkt.

5. Sobald die Adhé#sionskraft iiberschritten ist, springt der Cantilever in seine Ruhe-

position zuriick.

6. Ist es wihrend des Kontaktes zu einer Bindung gekommen, wird der PEG-Linker
jetzt bei weiterer Entfernung des Cantilevers von der Probenoberfliche gestreckt
und die Feder nach unten ausgelenkt. Durch die Dehnung des Linkermolekiils ent-

steht die typische, nicht-lineare, konkave Ausbildung der Kurve.

7. Schlieflich kommt es zur Dissoziation der Bindung. Der Cantilever springt hierbei

in seine Ruheposition zuriick (Snap Off).

Anhand der Form der Kraft-Distanz-Kurve kénnen viele Informationen iiber die un-
tersuchte Bindung gewonnen werden [18]. Elementar fiir die Analyse der Kurve und
zur Bestimmung der Kraft ist aber zunichst die Bestimmung der Federkonstante des

Cantilevers.

2.2.2 Bestimmung der Federkonstanten

Die Kraft, die auf den Cantilever wirkt, wird iiber das Hook’sche Gesetz iiber seine Aus-
lenkung bestimmt. Um Einzelmolekiilwechselwirkungen akkurat bestimmen zu kénnen,
ist eine genaue Kenntnis der physikalischen Eigenschaften der Spitze und des Cantilevers
erforderlich. Besonders wichtig ist hierbei die Federkonstante des Cantilevers [9]. Bei der
Herstellung der Kraftsensoren kommt es immer wieder zu Schwankungen im Herstel-
lungsprozess, was zu Variationen in ihrer Geometrie oder kleinen strukturellen Defekten
fiihrt. Die Federkonstante weicht oft signifikant von der nominalen Angabe ab, und zeigt
sogar innerhalb einer Charge deutlich Unterschiede [9, 19]. Die Herstellerangaben be-
riicksichtigen auch nicht den Einfluss der chemischen Funktionalisierung der Spitze vor
dem Experiment. Somit muss fiir jeden einzelnen Cantilever die Federkonstante experi-

mentell bestimmt werden.

Es gibt mindestens ein Dutzend verschiedene Methoden, um die Federkonstante des

Cantilevers zu bestimmen [20-23]. Die am einfachsten zugénglichste Methode ist wohl
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2.2 Kraftspektroskopie

die Berechnung der Federkonstante aus den geometrischen Dimensionen des Cantilevers,
wie Linge, Breite und Dicke. Diese Angaben werden aber oft nur den Herstellerangaben
entnommen und sind somit nicht immer genau genug. Auch wenn statt des einfachen,
rechteckigen Federbalkens ein V-formiger Cantilever verwendet wird, wird diese Metho-
de sehr ungenau, da die geometrischen Eigenschaften sich verdndern. Im iibrigen sind
Cantilever oft aus verschiedenen Materialien und diinn beschichtet, um z.B. die Refle-
xion des Lasers zu verbessern. Dadurch wird eine genaue mathematische Bestimmung

ihrer elastischen Eigenschaften schwierig [9].

In dieser Arbeit wird die Federkonstante nach der Thermal Noise Methode bestimmt,
darum wird nur diese hier explizit vorgestellt. Diese Methode wurde von J.L. Hutter
und J. Bechhoefer entwickelt, und wurde mehrfach abgewandelt und weiterentwickelt
|9, 20, 24, 25]. Die Federkonstante wird hierbei aus dem thermischen Rauschverhalten
des Cantilevers abgeleitet. Einer der grofen Vorteile ist, dass es ein nicht-destruktives
Verfahren ist, welches es erlaubt die Federkonstante des fertig funktionalisierten Canti-
levers zu bestimmen. Es sind aufserdem keine weiteren Gerite notwendig als zur Kraft-

spektroskopie.

Im thermischen Gleichgewicht mit seiner Umgebung, und weit weg von der Oberfla-
che hingt die Bewegung des Cantilevers nur von seinem thermischen Rauschen ab. Als
solches bezeichnet man die Auslenkungen des Cantilevers durch die Brownsche Moleku-
larbewegung des umgebenden Mediums. Unter der Annahme, dass der Cantilever eine
ideale Feder mit Federkonstante k ist, so kann er als harmonischer Oszillator betrachtet

werden, welcher durch die Hamiltonfunktion beschrieben wird:

1
H=-— 14— . 2.
- mwgq (2.7)

Hierbei sind ¢ und p die verallgemeinerte Ortskoordinate bzw. der verallgemeinerte Im-
puls, m ist die Masse des Cantilevers und wy ist Resonanzfrequenz des Oszillators. Das
Aquipartitionstheorem besagt, dass die thermische Energie pro Freiheitsgrad kzT/2 be-

tragt. Damit gilt fiir den harmonischen Oszillator

1 1
<§mw§q2> = ékBT. (2.8)
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2 Physikalische Grundlagen

Driickt man die Resonanzfrequenz nun durch k£ und m aus

wo = \/g (2.9)

kT
(¢?)

so folgt fiir die Federkonstante
k=

(2.10)

(q?) ist die mittlere quadratische Auslenkung und entspricht der Rauschleistungsdichte.
Diese entspricht der Fliche unter dem Resonanzpeak im thermischen Energiespektrum
des Cantilevers. Um sie zu berechnen, muss man die quadrierte Fouriertransformierte

der Bewegungsgleichung bestimmen (Gleichung 2.11).

01=] i [

Der Resonanzpeak des thermischen Energiespektrums hat die Form einer Lorentzkurve

2 (2.11)

2A w
fw) =0+ T A w — w)? + w?’

(2.12)

wobei w und gy die breite des Peaks und den Offset darstellen und A die Amplitude.

{(¢?) kann durch einen Fit an den Peak bestimmt werden.

Die Auslenkung des Cantilevers wird iiber die Spannungsénderung der Quadrantendi-
ode ermittelt und zunfichst in Volt gemessen. Also hat das gemessene Energiespektrum
zunéichst die Einheit V?/Hz und muss nun in nm?/ H z umgerechnet werden. Man nimmt
hierzu eine Kraft-Distanz-Kurve auf hartem Untergrund (unpriapariertes Gold) auf und
bestimmt die Steigung der Geraden im Kontaktbereich. Diese hat die Einheit V/nm und
stellt invertiert die inverse optische Cantileversensitivitit (engl: invertical optical lever
sensitivity) InvOLS dar. Es gilt dann

Deflection|nm] = InvOLS [%} - Deflection|V]. (2.13)

Mit dieser Umrechnung ergibt sich fiir die Federkonstante

kT
k= . 2.14
(U?) InvOLS?x? (214)

(U?) ist die mittlere quadratische Auslenkung in Volt und x? ~ 1 ist ein Korrekturfak-
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2.3 Kinetik der Bindungen

tor, welcher die Auslenkung des Cantilevers durch Aufsetzen auf die Oberfliche mit der
Auslenkung durch freie Oszillation vergleicht. Durch die Bestimmung der Federkonstan-
ten konnen die, in den gemessenen Kraft-Distanz-Kurven auftretenden Kréfte bestimmt

werden. Die weitere Auswertung dieser Daten wird im folgenden Abschnitt besprochen.

2.3 Kinetik der Bindungen

Mit der Kraftspektroskopie werden zunichst nur die Dissoziationkréfte des Komplexes
bestimmt, es lassen sich jedoch noch weitaus mehr Aussagen iiber die Kinetik der Bin-
dung und die Reaktionsparameter herleiten. Die Abrisskréfte eines Molekiilkomplexes
unterliegen einer stochastischen Verteilung und héngen zudem diese von der Ziehge-
schwindigkeit ab. George Bell, Evan Evans und Ken Ritchie [26, 27| erkannten, dass die
Dissoziation einer Bindung unter einer duferen Kraft mit dem thermisch aktivierten Zer-
fall eines metastabilen Zustands verglichen werden kann, und mittels der Kramer’schen
Reaktionsratentheorie |26, 28, 29| beschrieben werden kann. Sie haben durch die Ent-
wicklung ihrer Theorie viel zum Verstindnis der Zusammenhénge beigetragen.

Im Folgenden wird nun zunéchst die Reaktionskinetik von Rezeptor-Ligand-Sytemen
im thermodynamischen Gleichgewicht beschrieben. Danach wird die Dissoziation unter
Einfluss einer dufseren Kraft, basierend auf der Theorie von Bell, Evans und Ritchie

erlautert.

2.3.1 Kinetik im thermodynamischen Gleichgewicht

Rezeptor-Ligand-Systeme sind durch eine definierte Bindungsstelle am Rezeptormolekiil
(R) charakterisiert, an welche der Ligand (L) spezifisch binden kann. Die beiden kénnen
mit, einer Assoziationsratenkonstante k, zu einem Rezeptor-Ligand-Komplex assoziieren
(Gleichung 2.15) und mit der Dissoziationsratenkonstante k; wieder dissoziieren (Glei-
chung 2.16).

ka

[R] + [L] —— [RL], (2.15)
[RL] —— [R] + [L). (2.16)

[R], [I.] und [RL| sind die Konzentrationen der freien Rezeptoren und Liganden, bezie-

hungsweise Rezeptor-Ligand-Komplexe. Der Kehrwert der Dissoziationsratenkonstante

T = k—ld ist die mittlere Lebensdauer der Bindung. Im thermodynamischen Gleichge-

wicht bilden sich genauso viele Rezeptor-Ligand-Komplexe aus, wie gleichzeitig auch
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2 Physikalische Grundlagen

wieder dissoziieren. Es gilt k,|R|[L] = k4[RL] und man erhilt so die Dissoziations-
Gleichgewichtskonstante K p(Gleichung 2.17) und die Assoziations-Gleichgewichtskonstante
K4 (Gleichung 2.18):

_ ke _ [R][L]
k(R

Die Gleichgewichtskonstante K ist ein Mak fiir die Bindungsstirke eines Rezeptor-
Ligand-Sytems. Je grofer k, und je kleiner k,, desto grofer ist die Affinitdt der Bindung.
Grundsétzlich gehorchen biologische oder chemische Reaktionen den Gesetzen der Ther-
modynamik. Fiir biologische Reaktionen bei konstantem Druck p und konstanter Tem-
peratur T ist das thermodynamische Potential durch die freie Enthalpie G gegeben. Sie
stellt die Differenz aus den Gibbschen freien Enthalpien von End- und Anfangszustand
dar:

AG=AH —TAS =G —Ga, (2.19)

wobei AH die Reaktionsenthalpie und AS die Entropieinderung des Systems ist. Die

freie Enthalpie gibt an, in welche Richtung eine Reaktion abliduft. Bei AG < 0 lauft die

Reaktion von selbst, das heifst ohne weitere Energiezufuhr ab, mit AG = 0 befindet sie

sich im Gleichgewicht und mit AG > 0 kommt sie nur mit Energiezufuhr zustande.

Mit Einfiihrung der freien Standardenthalpie AG? ergibt sich fiir die freie Enthalpie:
R||L

AG = AG° — RTlnw = AG° — RTInKp, (2.20)

[RL]

mit der universellen Gaskonstante R = 8, 314%. Im thermodynamischen Gleichge-

wicht gilt AG = 0 und somit ergibt sich fiir die freie Standardenthalpie

AG® = RTInKp. (2.21)

Fiir Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen gilt AG < 0, das heifst die Assoziation lduft
selbsténdig ab und fiir die Dissoziation muss Energie zugefiihrt werden. Die Dissoziation
kann aufgrund thermischer Fluktuationen auch als thermisch aktiviertes Uberwinden ei-
ner endlich hohen Potentialbarriere betrachtet werden (siehe Abb. 2.4). Der Zusammen-

hang zwischen der Dissoziationsratenkonstante k; und der Hohe der Potentialbearriere
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2.3 Kinetik der Bindungen

AGH ist nach Arrhenius [30] wie folgt gegeben:

act

kg = Ce ¥sT. (2.22)

C stellt hierbei einen Proportionalitdtsfaktor dar, der durch Kramers [28] bestimmt

wurde.

A.

A |

kon

— /\
B 7K
8 |3
o)
o . .

AG

0 i
| IAG B

\

Reaktionskoordinate

Abbildung 2.4: Reaktionssystem mit zwei metastabilen Zustédnden die von einer Potenti-
albarriere getrennt werden. Diese kann durch thermische Fluktuationen
iiberwunden werden, worauf es entweder zu Komplexbildung oder Dis-
soziation kommt [31].

2.3.2 Theorie von Bell, Evans und Ritchie

Die Theorie von Bell, Evans und Ritchie beschreibt die Kinetik von Bindungen unter
Anliegen einer duferen Kraft [26, 27| und ist die Grundlage fiir die Auswertung, der in
dieser Arbeit verwendeten dynamischen Kraftspektroskopie. Eine konstante mechanische
Kraft f induziert die Dissosiation einer Bindung, indem sie die Potentialbarriere zwischen

gebundenem und und ungebundenem Zustand absenkt:

AGHf) = AGH — f - 5. (2.23)
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2 Physikalische Grundlagen

Hierbei ist 3 = ZTymez — Tmin der Abstand zwischen dem Minimum des metastabilen

Zustands und dem Maximum der Potentialbarriere (siche Abb. 2.5).

Potential

Reaktionskoordinate

Abbildung 2.5: Die Potentialbarriere zwischen zwei metastabilen Zustdnden wird durch
eine externe Kraft um den Wert fzz abgesenkt. Die rote Kurve zeigt die
freie Dissoziation eines Komplexes, die blaue Kurve zeigt den Verlauf des
Potentials unter Einwirkung einer dufieren Kraft [8].

Die Dissoziationskonstante wird damit zeit- und kraftabhingig und Gleichung 2.22 wird

7zu
fzg

kq(f) = Kle*sT. (2.24)
Die Lebensdauer eines Komplexes ist durch durch die Dissoziationsratenkonstante ge-
geben und wird somit durch eine dufsere Kraft verringert. daraus folgt, dass die Zerfalls-
wahrscheinlichkeit des Komplexes erhoht wird. Da alle Ubergiéinge zu einem metastabilen
Zustand auf einer groferen Zeitskala stattfinden als lokale Ortsschwankungen [29], und
im thermischen Gleichgewicht die vorherigen Zustinde des Systems keinen Einfluss auf
den aktuellen Zustand nehmen, ist die Dissoziationsratenkonstante nur von der momen-
tan wirkenden Kraft abhéingig. Die Reaktionskinetik kann somit beschrieben werden
durch
dp(t)

7l —ky(f(1))p(1), (2.25)

und p(t) ist die Wahrscheinlichkeit, dass die Bindung bis zum Zeitpunkt ¢ iiberlebt.
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2.3 Kinetik der Bindungen

Nimmt man weiter an, dass die Kraft f(¢) nicht von der Ziehgeschwindigkeit sondern

nur von der Auslenkung s = v - v abhéingt, so gilt:

f(t)=F(v-t) = F(s). (2.26)
Ist die Ziehgeschwindigkeit konstant, so gilt

f(t) =kep-v-t=r-t. (2.27)

keyy ist die effektive Federkonstante des Systems, welche aus der Federkonstante des
Cantilever und der Elastizitdt der Molekiile besteht; r = k¢ - v ist die sogenannte
Belastungsrate, engl. loading rate. Mit p,(f(t)) = p(t) und p(t = 0) = pu(f = finin) =1
ergibt sich aus Gleichung 2.25 und Gleichung 2.26 fiir die Bindungswahrscheinlichkeit

einer Bindung unter Einfluss einer duferen Kraft

e KL ()
L(f) = —= dff — 2| 2.28
nin=em |3 [ a0y (225)
fmin ist hier der Schwellenwert, unterhalb dessen die Dissoziationskréfte nicht mehr von
den thermischen Fluktuationen unterschieden werden konnen. Damit die Inverse der

Funktion F~! existiert, muss F(s) monoton wachsen. Mit Gleichung 2.24 kann man

aus dem Maximum der Verteilung —d’ﬂ;—;f) auf die wahrscheinlichste Abrisskraft F,q.
schliefsen:
k?BT xpr
Fro: = —1 . 2.29
xp nkdkBT ( )

Diese Gleichung zeigt den Zusammenhang zwischen wahrscheinlichster Abrisskraft F,,.,
und der Belastungsrate r und bildet die Basis der dynamischen Kraftspektroskopie. Es
werden hierbei die Dissoziationskréfte fiir verschiedene Balastungsraten bestimmt. Tragt
man die Krafte nun halblogarithmisch gegen die Belastungsrate auf, so erhélt man eine
lineare Abhéngigkeit. Die Steigung der Regressionsgeraden ist proportional zur Reakti-
onslinge g und durch Extrapolation zum Wert F,,,, = 0 kann die Dissoziationsraten-

konstante k; bestimmt werden.
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3 Biologische Grundlagen

Eine einzelne Zelle ist nur einige Mikrometer grof, verformbar und von einer sehr diin-
nen Membran umgeben. Im Zusammenschluss mit Millionen von anderen Zellen kénnen
Zellen jedoch so komplexe und stabile Systeme wie einen Elefanten oder einen Baum
bilden. Im Laufe der Evolution haben sich viele spezialisierte Zellarten entwickelt, die
sich zu unterschiedlichen Geweben mit verschiedenen Funktionen zusammenschliefsen.
Das koordinierte Zusammenspiel dieser diversen Zell- und Gewebearten ermoglicht dem
Organismus den Erhalt lebenswichtiger Funktionen wie Stoffwechsel, Bewegung und Re-
produktion. Es gibt zwei grundlegende Baustrategien, um den vielen Belastungen, die
auf vielzellige Gebilde wirken kdnnen zu entgegen: zum einen eine feste extrazellulire
Matrix (EZM), zum anderen die Stérke der Zell-Zell-Verbindungen.

In diesem Kapitel werden die verschiedenen Zell-Zell-Verbindungen erldutert, insbe-
sondere die fiir diese Arbeit wichtigen Desmosomen und eine ihrer Hauptkomponenten,
das Desmoglein 2 (DSG2). Aufserdem werden die Ursachen und Hauptcharakteristika
der Arrhythmogenen Rechtsventrikuldren Kardiomyopathie (ARVC) besprochen sowie

der Zusammenhang von ARVC und Desmoglein 2.

3.1 Zell-Zell-Adhasionen

Bei Wirbeltieren werden abhéngig von der Art des Gewebes beide der oben genannten
Baustrategien verwendet. Bindegewebe beinhaltet hauptsichlich extrazellulare Matrix.
Diese besteht aus faserartigen Polymeren und ist hauptsachlich fiir die Stabilitit des
Gewebes verantwortlich. In Epithel- und Muskelgewebe hingegen ist die EZM diinner
und die mechanische Belastung wird vor allem iiber die Zell-Zell-Verbindungen und das
Cytoskelett von Zelle zu Zelle weitergegeben.

Bei Wirbeltieren gibt es vier verschiedene Klassen von Zell-Zell-Verbindungen [2]| (siehe
Abb. 3.1):

a) Ankerverbindungen, die das Cytoskelett einer Zelle mit einer anderen Zelle oder
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mit der extrazellularen Matrix verankern.

b) Undurchlissige Verbindungen (Tight Junctions) dichten die Liicken zwischen den

Epithelzellen ab und verhindern, dass Molekiile entweichen.

¢) Kanalbildende Verbindungen (Gap Junctions) ermoglichen den Transport von klei-

nen Molekiilen und Tonen von einer Zelle zur anderen.

d) Signalibertragende Verbindungen ermoglichen die Signaliibertragung durch die
Plasmamembran (alle vorher genannten Verbindungen kénnen neben ihrer eigent-

lichen Funktion auch eine signaliibertragende Rolle haben).

AN WEN ]
|| e e |

=)

% o

T -— 3
) |
! I

(A) ANKERVERBINDUNGEN (B) UNDURCHLASSIGE <) KANALEILDENDE (D) SIGNALUBERTRAGENDE
VERBINDUNGEN VERBINDUNGEN VERBINDUNGEN

Abbildung 3.1: Verschiedene Arten von Zell-Zell-Verbindungen |2]

Ankerverbindungen sind hauptséchlich fiir die Zell-Zell-Adhésion verantwortlich. Trans-
membrane Zell-Adhésions-Molekiile (CAMs) durchspannen die Zellmembran und binden
mittels Adapterproteinen an das Cytoskelett der Zelle. Die extrazellulire Doméne ver-
mittelt die Bindung mit dem Adhé&sions-Protein der Nachbarzelle oder der Extrazallula-
ren Matrix. Es gibt zwei Hauptklassen von transmembranen Zell-Adhésions-Molekiilen:
Die Cadherine, welche Zell-Zell-Verbindungen vermitteln, und die Integrine, die eine
Verbindung zwischen Zelle und extrazelluldrer Matrix darstellen. Innerhalb der Klassen
gibt es noch weitere Spezialisierungen, abhéngig von der Art des Cytoskelettfilaments,
welches mit der Ankerverbindung verbunden ist. Die verschiedenen Arten von Anker-

verbindungen werden in Tabelle 3.1 aufgefiihrt [2].

Cadherine unterscheidet man weiterhin in klassische Cadherine (hauptséchlich E-
Cadherin, N-Cadherin und P-Cadherin), die sehr eng miteinander verwandt sind und
nichtklassische Cadherine wie die Protocadherine des Gehirns und die desmosomalen
Cadherine Desmoglein und Desmocollin. Gemein haben alle Cadherine, dass ihr N-

terminaler, extrazelluldrer Abschnitt aus mehren Wiederholungen eines Motivs besteht,
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Verbindung Transmembran- extrazellulidrer verankertes Cy-
protein Ligand toskelettfilament
Adhésionsver- Cadherin Cadherin der Nach- | Actinfilamente
bindung barzelle
Desmosomen desmosomales Cad- | desmosomale Cad- | Intermedidrfilamente
herin herine der Nachbar-
zelle
Zell-Matrix- Integrin Proteine der EZM Actinfilamente
Adhision
Hemidesmosom Integrin(a664) Proteine der EZM | Intermediérfilamente

Tabelle 3.1: Ankerverbindungen und ihre Liganden [2]

der Cadherin- Doméne. Die Doménen sind untereinander iiber Gelenke verbunden, an
denen sich Bindestellen fiir extrazellulire Ca*"-Tonen befinden. Diese Tonen verleihen
dem Gelenk Steifigkeit und die Anordnung der gesamten Kette dndert sich zu einer
langgestreckten Konformation |2, 32, 33|. Die steife Konformation stellt den funktionel-
len Zustand der Kette dar und &ufsert sich zudem in einer geringeren Empfindlichkeit
gegeniiber Proteolyse. Mit Hilfe von Elektronenmikroskopie kann die Verfestigung visua-
lisiert werden [34]. Wird das Calcium aus der Umgebung entfernt, werden die Gelenke
biegsam und die Kette wird schlaff (siehe Abbildung 3.2). Es wird vermutet, dass sich
zusitzlich noch die Konformation des N-Terminus dndert und damit die Bindungsaffini-
tat sinkt.

Die Funktionalitdt der Cadherine ist also abhingig von der Calciumkonzentration
(Cadherine = calcium-dependent adhesion molecules). In der Regel binden Cadherine
mit relativ geringer Bindungsaffinitdt. Die Bindung wird jedoch deutlich verstirkt, in
dem viele Cadherine Seite an Seite parallele Bindungen ausbilden. Die Ankerverbindung
funktioniert somit wie ein Klettverschluss: sie ist in ihrer Gesamtheit viel stiarker als
die Einzelverbindung, kann aber durch Losen der einzelnen Verbindungen nacheinander
auch leicht getrennt werden [2].

Genau diese dynamischen Bindungseigenschaften sind fiir Zellen wichtig. Sie gewéahrleis-
ten einerseits die notige Stabilitit des Gewebes und halten den mechanischen Belastun-
gen stand. Andererseits ermoglichen sie ein schnelles Losen von Zellverbindungen zum

Beispiel fiir den gezielten Transport von Zellen bei der Entwicklung von Gewebe.
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> 1 mM Ca?+

™ Ca2+

< 0,05 mM Ca?+

Cadherin-
Wiederholungseinheiten

Abbildung 3.2: Calcium bindet an den Gelenken der extrazelluliren Doméne und bringt
das Cadherin so in eine funktionale Konformation [2].

3.1.1 Desmosomen

Desmosomen wurden 1864 von dem italienischen Pathologen Guilio Bizzazero (1846-
1901) mittels Lichtmikroskopie entdeckt. Richtig benannt wurden sie jedoch erst 1920
durch Joseph Schaffner. Der Name Desmosom leitet sich ab von den griechischen Wértern
desmos was Bindung bedeutet, und soma was so viel wie Korper heift [35]. Desmoso-
men verankern die Intermedidrfilamente (IF) an der Plasmamembran und verbinden sie
mit der Nachbarzelle. Die Intermediérfilamente sind Teil des Cytoskeletts und verleihen

Epithelgewebe und Muskeln mechanische Stabilitét.

In ihrem Aufbau erinnern Desmosomen an ein rundes oder ovales Sandwich aus ver-
schieden dicken Schichten. Der Durchmesser dieses scheibenartigen Komplexes liegt meis-
tens zwischen 0,1-0,5 um [36], abhéngig von der Art des Gewebes. Ein Desmosom besteht
aus drei Zonen: Der inneren Plaque (Inner Dense Plague IDP) im Inneren der Zelle, der

aukeren Plaque (Outer Dense Plaque ODP) an der inneren Oberfldche der Plasmamem-
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bran, sowie einer extrazelluliren Kernregion dem Desmoglea. Die drei Zonen und ihre
Bestandteile werden in Abbildung 3.3 dargestellt.

_—

Intermediate
IDP filament

Desmoplakin

Plakoglobin
ODP

el
PM Plakophilin

ML .

Desmoglein

PM

Desmocollin

Abbildung 3.3: Aufbau eines Desmosoms mit den grundlegenden Bausteinen [37|. Das
Schema zeigt ein komplettes Desmosom mit duferer Plaque (ODP), in-
nerer Plaque (IDP), der Mittellinie (ML) zwischen den beiden Zellen
sowie der Plasmamembran (PM) beider Zellen.

Die Desmoglea ist ca. 20-50 nm grof, wasserdurchlédssig und mit elektronendichtem
Material gefiillt. Sie stellt den interzelluldren Bereich eines Desmosoms dar, in welchen
die extrazelluldren Doménen der transmembranen desmosomalen Cadherine Desmoglein
(DSG) und Desmocollin (DSC) hineinragen und mit den Cadherinen der Nachbarzelle
interagieren.

Die cytoplasmatischen Doménen von Desmoglein und Desmocollin binden an die An-
kerproteine der Armadillo- und Plakinfamilie und bilden die &ufere Plaque. Die An-
kerproteine Plakoglobin und Plakophilin binden an Desmoplakin, welches dann mit den
Intermediirfilamenten assoziiert und somit das Cytoskelett an der Adhésion beteiligt.
Diese Interaktion bildet die innere Plaque. Die dufsere Plaque ist dichter als die inne-
re, beide sind ca. 15-20 nm gross und durch einen ca. 10-20 nm grofen Spalt getrennt
[32, 37].

In einer elektronentomografischen Aufnahme sind die einzelnen Bereiche des Desmo-

soms gut erkennbar (siehe Abb. 3.4(a)). Die Plasmamembran erscheint als diinne, helle
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3.1 Zell-Zell-Adhéasionen

Linie. Auch wenn es auf Grund der Dichte nicht moglich ist, einzelne desmosomale Cad-
herine auszumachen, ist gut sichtbar wie sie den Zellzwischenraum iiberbriicken, welcher
von der elektronendichten Mittelinie geteilt wird. In Abbildung 3.4(b) ist ein paralleler
(A) sowie ein senkrechter (B) Querschnitt durch die tomografische Rekonstruktion zu
sehen, welche eine noch hohere Auflésung liefern. Die Membran ist rot angefirbt, die

Cadherine blau und die jeweiligen Plaques orange (ODP) und griin (IDP).
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Abbildung 3.4: (a) Elektronentomografische Aufnahme eines Desmosoms (Skalierung
100 nm)und (b) Querschnitte durch die tomografische Rekonstruktion
(A paralleler, B senkrechter Querschnitt, Skalierung 30 nm)[38].

Desmosome kommen hauptsichlich in Geweben vor, die groffem mechanischem Stress
ausgesetzt sind, thre Anzahl variiert dabei mit der jeweiligen Gewebeart [36]. Auch wenn
die strukturgebende Funktion sicherlich im Vordergrund steht, dienen Desmosomen nicht
nur als interzelluldrer Klettverschluss, sondern sind auferdem an der Zellkommunikati-
on beteiligt und beeinflussen die Zellassemblierung. Sie kommen aufserdem auch bei der
Embryogenese vor und spielen somit vermutlich schon eine wichtige Rolle bei der Bil-
dung von Gewebe und Organen [39].

Dynamische Bindungseigenschaften von Desmosomen sind notwendig fiir die Bildung
und Bewahrung des dynamischen Gleichgewichts des Gewebes. Es existieren hochkom-
plexe Mechanismen um die Balance zwischen Bindung und Dissoziation zu gewihrleisten.
So kann die Adhésionskraft den jeweiligen Anforderungen angepasst werden, um einer-

seits die strukturelle Funktion der Desmosomen zu erhalten, andererseits der Zelle ein dy-
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3 Biologische Grundlagen

namisches Verhalten zu ermoglichen, welches schnelle Zell-Zell-Kontakt-Rearrangements
erfordert. Die Adhésionskraft wird unter anderem durch die Gréfe des Desmosoms, dem
relativen Verhiltnis von Desmoglein und Desmocollin und durch einen Substitution der

beteiligten Cadherine reguliert [37].

Versuche zur Missexpression von desmosomalen Cadherinen zeigen, dass Missexpression
zu schwerwiegenden Krankheiten und Defekten fiihren kann, welche hdufig die Haut oder
das Herz betreffen [36]. Mutationen in den Genen, die fiir DSG1 bzw. DSG4 kodieren,
fiihren zu Striate Palmoplantar Keratoderma, einer Verdickung der Haut bzw. zu defekter
Differenzierung der Haar-Follikel [32]. Mifexpression von Plakophilin, einem desmosoma-
len Ankerprotein, verursacht Ektodermale Dysplasie, eine seltene rezessive Storung bei
der die Haut extrem empfindlich und leicht verletzbar ist [40]. Neben Mutationen kann
es aufterdem noch zu Autoimmunerkrankungen kommen. Bei der Autoimmunkrankheit
Pemphigus zielen Autoantikorper auf die desmosomalen Cadherine DSG1 und DSG3
und verursachen so Blasenbildung der Haut |3, 32, 37, 41]. Mutationen der desmosoma-
len Gene werden auch mit der Arrhythmogenen Rechtsventrikuldren Kardiomyopathie

assoziiert, worauf in Abschnitt 3.2.1 nidher eingegangen wird.

3.1.2 Desmosomale Transmembranproteine

Desmosomale Adhésion erfordert die Anwesenheit beider desmosomaler Cadherine Des-
moglein und Descmocollin, welche jeweils eine eigene Unterfamilie der Cadherine re-
prisentieren. Beim Menschen gibt es sieben verschiedene desmosomale Cadherine: drei
Arten von Desmocollin (DSC1, DSC2, DSC3) und vier verschiedene Desmogleine (DSG1,
DSG2, DSG3 und DSG4).

Alle Desmocollintypen unterlaufen ein alternatives Spleiften ihrer intrazellularen Domé-
ne, dabei entstehen eine DSCa und eine kiirzeren DSCb Form. Die beiden unterscheiden
sich in der Lénge ihres Carboxyl-Terminus [32] (sieche Abb. 3.5).

Der extrazelluldre Teil beider Unterfamilien besteht aus vier extrazelluldren Domdnen
(EC1-ECY) sowie der extrazelluliren Ankerdomdne (EA). Jede Doméne ist ca. 110 Ami-
nosduren lang und ist aus siebenstringigen -Barrels aufgebaut. Die Doménen sind iiber
Gelenke verbunden, welche Calciumbindende Taschen formen und jeweils Platz fiir drei
Ca**-Tonen bieten. Auf die membrandurchspannenden Doméne (Transmembrandomdine
TM) folgt der intrazellulire Anker (IA) an der inneren Oberfliche der Plasmamembran.
Desmoglein und die lingere a-Form von Desmocollin besitzen eine intrazelluldire cate-
ninbindende Sequenz (ICS). Bei Desmoglein folgt darauf der prolin-reiche Linker (IPL)
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sy Dsca
1A
N mn Dscb

RUD
—_—
|EC1 | EC2 | EC3 | EC4 | EA LINLWN[N P IRRNNABID] Dsg

Abbildung 3.5: Grundlegender Aufbau von Desmoglein und Desmocollin [32]

und eine variierende Anzahl von Wiederholungseinheiten (Repeat Unit Domain RUD)
sowie einer glycin-reichen Carbozyl-Terminus Domdne (Desmoglein Terminus Domdine
DTD) [37].

Im Allgemeinen bilden Cadherine homophile Wechselwirkungen aus [3], was kraft-
spektroskopische Messungen fiir Desmoglein bestitigen [42, 43]. Bei Desmosomen wur-
den jedoch auch heterophile Wechselwirkungen zwischen DSG und DSC benachbarter
Zellen beobachtet [32]. Mit Hilfe von Elektronentomografie konnten He et.al [38] die
Struktur der Adhésionsverbindung von Desmosomen weiter analysieren und visuali-
sieren. Die dreidimensionale Rekonstruktion der Desmosomen ldsst drei verschiedene
Bindungsgeometrien erkennen: die trans-interaktive S- und W-Konformation, und die
A-Konformation, die einer S-Konformation noch eine Cis-Interaktion zufiigt (siehe Abb.
3.3). Die Cadherine interagierten zu 42% in S-Konformation, 23% in W-Form und 40%

in der cis-verbundenen A-Form.

Wie genau die Adhésion von Desmosomen im Einzelnen funktioniert, warum und wann
es zu Heterooligomerisation, Homooligomerisation, Cis- oder Transinteraktion kommt ist
noch unklar. Es werden aber beide Formen von desmosomalen Cadherinen fiir eine star-
ke Bindung benétigt und es finden sowohl homophile, als auch heterophile Bindungen
statt [32].

3.1.3 Desmoglein 2

Die einzelnen Desmogleinarten unterscheiden sich deutlich in ihren Aminoséduresequen-

zen. Sequenzalignments zeigen, dass die extrazelluliren Doméinen EC1-4 mitsamt ihren
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Calcuimbindestellen bei allen Typen sehr #hnlich sind (Ubereinstimmungen von 37-
47%), wihrend sich die intrazelluliren Doménen deutlicher unterscheiden. Insgesamt
sind sich DSG1 und DSG3 niher als DSG2 [36]. Die intrazelluliren Doméne RUD be-
steht bei den DSG2 aus sechs Wiederholungen der Basiseinheit, bei DSG1 aus fiinf,
DSG3 hat zwei und DSG4 besitzt drei Basiseinheiten (siehe Abb. 3.6). Desmoglein 2
(DSG2) ist damit das grofste der desmosomalen Cadherine [36, 44].

Abbildung 3.6: Grundlegender Aufbau von Desmoglein 1, 2 und 3 |36]

Die verschiedenen Typen von Desmolglein treten aufserdem nicht alle gleich haufig auf.
DSG1 und DSG3 kommen hauptsichlich im Epitelgewebe vor, DSG4 ist nur in den
Haarfollikeln zu finden [32]. DSG2 dagegen ist als einziges desmosomales Cadherin in
allen Gewebearten zu finden, die Desmosomen beherbergen und ist der einzig vorhandene
Desmogleintyp in nicht epithelialen Gewebe wie dem Herzmuskel, der Milz oder den
Lymphknoten [36].

3.2 Arrhythmogene Rechtsventrikulare
Kardiomyopathie (ARVC)

Arrhythmogene Rechtsventrikulidre Kardiomyopathie, kurz ARVC, ist eine Herzmuske-
lerkrankung, die hauptséchlich dominant, seltener auch rezessiv vererbt wird. Sie betrifft
vorwiegend den rechten Ventrikel und fiihrt zu lebensbedrohlichen Herzrhythmusstorun-
gen und Herzversagen. ARVC ist eine der Hauptursachen fiir den plotzlichen Herztod
junger, scheinbar gesunder Menschen. Die Privalenz der Erkrankung liegt bei einem von
5000 Menschen, die genaue Héufigkeit kann jedoch um einiges hoher liegen aufgrund
der hohen Anzahl an nicht- oder falsch diagnosdizierten Féllen. Diese Krankheit geht
typischerweise mit einer Verkiimmerung des Herzmuskels sowie dem Ersatz von Herz-
muskelgewebe durch Fett- und Bindegewebe einher. Der Prozef schreitet mit der Zeit

progressiv voran und beginnt mit der duferen Schicht der Herzwand bis er schliesslich

28
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die gesamte Herzwand betrifft (siche Abb.3.7 und 3.8). Die Ersetzung des Herzmuskel-
gewebes durch Fett- und Bindegewebe fiihrt zu einer Vergroferung der Herzkammer und
behindert die intraventrikuldre Reizweiterleitung, was schlieflich zu den oben genannten

Symptomen fiihrt.

Abbildung 3.7: Abbildung des rechten Ventrikels eines ARVC Patienten aus dem Herz
Diabeteszentrum NRW

Zur Behandlung von ARVC kann ein Kardioverter-Defibrillator implantiert werden, au-
fserdem konnen verschiedene Medikamente helfen die Herzrhythmusstérungen zu un-
terdriicken. In vielen fortgeschritten Fillen bleibt jedoch eine Herztransplantation die
einzige Therapie.

Sportliche Betitigung belastet den Herzmuskel und vergrofiert das Risiko eines plotzli-
chen Herztodes um das fiinffache, weswegen ARVC besonders als plotzliche Todesursache
von Sportlern bekannt wurde. In einigen Lindern wird als praventive Maknahme bereits
ein vorsorgliches Screening durchgefiihrt und ARVC-Tréger werden vom Sport ausge-
schlossen [45].

Zur Diagnose von ARVC werden verschiedene Aspekte herangezogen, bei denen es je-
weils Haupt- und Nebenkriterien gibt. Es wird untersucht, ob es eine strukturelle oder
funktionelle Auffalligkeit des Ventrikels gibt, ob das Gewebe betroffen ist, ob das Elektro-
kardiogram auffillig ist, ob Arrhythmien auftreten und ob eine familiire Vorgeschichte
vorliegt. Um die Diagnose zu bestdtigen miissen mindestens zwei Hauptkriterien, ein

Haupt- und zwei Nebenkriterien oder vier Nebenkriterien erfiillt werden [46].
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Abbildung 3.8: Gewebe mit fortschreitendem Absterben der Myozyten (a) und Einlage-
rung von Fett- und Bindegewebe (b) [45]

3.2.1 Mutationen von DSG2 als Ursache von ARVC

Die erste genetische Ursache von ARVC wurde bei einer rezessiven Variante der Krank-
heit, der Naxos-Krankheit entdeckt. Diese wird durch eine Missexpression von Plakoglo-
bin hervorgerufen [45]. Bald darauf wurden weitere Defekte in Genen gefunden, die fiir
desmosomalen Proteine kodieren und die weiter verbreitete, dominant vererbte Variante
von ARVC verursachen. Ungefahr 50% der Betroffenen beherbergen eine Mutation einer
der fiinf desmosomalen Hauptkomponenten Desmoglein 2, Desmocollin 2, Desmoplakin,
Plakophilin 2 und Plakoglobin [46].

DSG2 und DSC2 bilden die essentiellen transmembranen Komponenten der Desmo-
somen im Herzen. Es wurden in verschiedenen Studien, bei denen Betroffene und ihre
Familien getestet wurden Mutationen von DSG2 identifiziert, die ARVC verursachen
[47, 48], wobei die Mehrheit der gefundenen Mutationen die extrazelluldre Doméne be-
trifft. Bei ungefihr 10% der Patienten mit ARVC sind Mutationen von DSG2 vorhanden
[49]. Abbildung 3.9 zeigt eine schematische Darstellung von DSG2 und lokalisiert die Mu-

tationen die in den verschiedenen Studien identifiziert wurden.
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Abbildung 3.9: Schematische Darstellung von DSG2. Die gefundenen Mutationen sind
oberhalb des Diagramms dargestellt; die in dieser Arbeit verwendetet
Mutation wurde rot markiert. Das Protein ist aufgebaut aus der Si-
gnalsequenz (SS), der Prodoméne (Pro), den extrazelluliren Doménen
(EC1-EC2), dem extrazellulire Anker (EA), der Transmembrandomi-
ne (TN), dem intrazellulire Anker (IA), der cateninbindende Sequenz
(ICS), dem Prolinrich-Linker (IPL), den Wiederholungseinheiten (RUD)
und der Carboxyl-Terminus-Doméne (DTD) [46].

3.2.2 Die Punktmutation p.Arg46 Glin

Die Mutation p.Arg46 Gln (auch R46Q) benannt), die in dieser Arbeit untersucht wird,
wurde aus der ARVC-Datenbank ausgewéhlt [50]. Sie trat in einer Studie von Awad et.al
[47] bei einem Probanden mit ARVC auf (wurde hier allerdings als R45Q bezeichnet).
Bei der Mutation p.Arg46 Gln von DSG2 wurde ein Basenaustausch detektiert, wie in
Abbildung 3.10 zu sehen ist. Daraus wurde geschlossen, dass eine Aminosdure ausge-
tauscht und Arginin durch Glutamin ersetzt wurde. Diese Aminosiure liegt jedoch in
der Prodoméne des Proteins (siehe Abb. 3.9), in einer potentiellen Erkennungssequenz
fiir die Proproteinkonvertase, welche die Prodoméne von der extrazelluliren Doméne
abspaltet, so dass nur das ,reife“ DSG2 iibrig bleibt. Es wird vermutet, dass das Abspal-
ten durch die Mutation verhindert wird und das DSG2 als ,unreifes* Molekiil mit seiner
Prodoméne vorliegt. Dies sollte dazu fiihren, dass das mutierte Protein nicht mehr in
dem Mafe interagieren kann wie das Wildtyp DSG2 [47].
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R45Q (134G—A)
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Abbildung 3.10: Chromatogramm des Wildtyps und der Mutation des Probanden A.IlI-
1, bei der Guanin gegen Adenin ausgetauscht ist und so zu einer ande-
ren Aminosauresequenz fiihrt, bei der Arginin gegen Glutamin ausge-
tauscht ist. Die Mutante wird hier R45Q genannt, ist aber laut ARVC-
Datenbank identisch mit Mutante p.Argd6 Gln. Das verdnderte Nucleo-
tid wurde rot markiert [47].
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In diesem Teil der Arbeit werden die benutzten Geréte und Chemikalien vorgestellt und
die einzelnen Schritte zur Praparation der Cantilever und Substrate erkldrt. Auferdem
werden die fiir die kraftspektroskopischen Messungen relevanten Parameter, sowie die

Software zur Auswertung der Kraft-Distanz-Kurven erldutert.

4.1 Das Rasterkraftmikroskop

Die kraftspektroskopischen Messungen werden mit dem MFP-3D-BIO T (Asylum Re-
search, Santa Barbara, CA 93117, USA) durchgefiihrt. Der Messkopf (siehe 4.1) ist das
Herzstiick des Mikroskops und beherbergt den Z-Piezo, der fiir die Steuerung des Can-
tilevers verantwortlich ist. Gut sichtbar wird dies im Querschnitt des Messkopfes in
Abbildung 4.2. Das verwendete Gerdt hat eine vergréferte maximale Extensionsldnge
von 35um. Beim Verfahren des Cantilevers senkrecht zur Probenoberfliche eignet es sich
so besonders zur Untersuchung von langen Molekiilen, wie zum Beispiel Polymeren. Zur
Steuerung des Gerites sowie zur Aufnahme der Kraft-Distanz-Kurven und Kalibrati-
on der Kraftsensoren diente die Standard-Software von Asylum Research, basierend auf
Igor Pro 6.04 (Wavemetrics, Lake Oswego, USA). Die Bestimmung der Federkonstanten
erfolgte nach der Thermal-Noise-Methode (siehe Abschnitt2.2.2).

Abbildung 4.1: MFP-3D-BIO T Messkopf [51]
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Abbildung 4.2: Schematische Darstellung des Messkopfes [52]

4.2 Cantilever

Fiir diese Arbeit werden MSCT-Microlever (Bruker AXS, Madison, USA) verwendet.
Hierbei handelt es sich um Si3/N,-Chips mit unbeschichteten, pyramidenférmigen Spit-
zen. Am Microlever-Chip sitzen je sechs verschiedene SizN,-Cantilever - fiinf davon
dreieckig und einer rechteckig - mit unterschiedlicher Gréfse, Federkonstante und Reso-
nanzfrequenz. Fiir die Messungen wurden ausschlieflich die dreieckigen Cantilever C und
D benutzt (siche Abb. 4.3(a)). Die Riickseite der Cantilever ist goldbeschichtet, was ei-
ne Verbesserung der Reflexion und somit im Ganzen ein besseres Signal erméglicht. Der
nominale Spitzenradius betragt 10 nm, die Federkonstanten und Resonanzfrequenzen
sind in Tabelle 4.1 angegeben [53]. Die Federkonstante wird jedoch vor jeder Messung
wie in Abschnitt 2.2.2 erklédrt, bestimmt.

Cantilever | C | D
Resonanzfrequenz | 7 kHz 15 kHz
Federkonstante 10 pN/nm | 30 pN/nm

Tabelle 4.1: Federkonstanten und Resonanzfrequenzen der Cantilever (Herstelleranga-
ben nach [53])
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(a) (b)

Abbildung 4.3: (a) Anordnung und Bezeichnung der Cantilever am Microlever-Chip [53]
und (b) Pyramidenférmige SizNy-Spitze [53]

4.3 Substrate

Die Immobilisierung der Molekiile erfolgte auf selbst hergestellten TSG -Substraten
(Template Stripped Gold) nach [54]| sowie auf beschichteten Borosilikat-Glasplittchen
(Arrandee 7™ ‘Werther, Deutschland). Diese bestehen aus 0, 7mm Borosilikatglas, das
mit einer 2, 5nm dicken Schicht Chrom und einer 250nm dicken Lage Gold beschichtet
ist [55].

4.3.1 Herstellung der TSG-Substrate

(a) (b)

Abbildung 4.4: (a) Halterung fiir die Sputteranlage und (b) Mica mit augeklebten TSGs
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Zuerst wird ein grofes Stiick Mica (Glimmer) (5 x 5,5 ¢cm) vorsichtig mit einem Skalpell
gespalten und mit der sauberen Seite nach oben in der Halterung mit der Lochmaske be-
festigt (siehe Abb. 4.4). Diese wird dann in eine Hochvakuum-Kleinbeschichtungsanlage
MED 020 (Leica Microsystems, Deutschland) eingebracht und bei {iber 300°C und einem
Druck von 2 - 10~ °mbar iiber Nacht ausgeheizt. Nach Abkiihlung auf ca. 50°C wird nun
durch eine Lochblende 150nm Gold bei einem Sputterstrom von etwa 50mA auf das Mica
aufgebracht. Auf diese Goldflichen werden nun im Ultraschallbad gereinigte Glasplatt-
chen von 8x8 mm (Menzel-Gliser, Braunschweig, Deutschland) geklebt. Als Kleber wird
Epoxyharz EPO-TEK ® 337 (Polytec PT GmbH, Waldbronn, Deutschland) verwen-
det, welcher zwei Stunden bei 150°C im Trockenofen aushérten muss. Wird das MICA
abgezogen, bleibt nur die Goldschicht auf dem Glaspliattchen zuriick und man erhilt
eine sehr glatte Goldoberfliche mit Rauheiten von RM.S < 2nm (root mean square) auf
500 x 500nm? [31]. Dies ermoglicht neben den kraftspektroskopischen Messungen auch
das Abbilden der Proben.

4.4 \Weitere verwendete Gerate

Des Weiteren wurden folgende Geréte verwendet:

Plasmaanlage (Eigenbau),

e Hochvakuum-Kleinbeschichtungsanlage MED 020 (Leica Microsystems, Deutsch-
land),

e Ultraschallbad (Transsonic DigitalS von Schalltec GmbH),

e Teflonhalterungen fiir die Cantileverpriparation (Eigenbau) (Siehe Abb. 4.5),

e Trockenofen zum Trocknen der Glasobjekte (APT.Linie Serie BD/ED/FD(E2) von
Binder, Tuttlingen, Deutschland),

e Autoklav zum Autoklavieren der Pipettenspitzen (Tischautoklav ZIRBUS LTA
300, ZIRBUS Technology).

36



4.5 Verwendete Chemikalien und Biomolekiile

Abbildung 4.5: Teflonhalterung fiir die Cantilever

4.5 VVerwendete Chemikalien und Biomolekiile

Chemikalie

Aceton

Calciumchlorid dihydrat, p.a.
Dimethylsulfoxyd (DMSO), trocken
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-

N,N,N’ N’-tetraessigsdure (EGTA), Reinheit
>99%

Ethanol

2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-
ethansulfonsidure (HEPES)
PEG-Crosslinker (MAL-PEG-SVA), Molare
Masse 3400 g/mol
(3-Mercaptopropyl)triethoxy-silan (Mercap-
tosilan)

Milli-Q-Wasser 18, 2MQ/cm

Natriumchlorid

PEG-Crosslinker (PEG-NHS-ester disulfide),
Molare Masse 1109,3 g/mol

Salpetersiure p.a. 65%

Toluol, trocken, Reinheit >99%

Hersteller
VWR, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, USA
Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, USA
Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, USA

Roth, Karlsruhe Deutschland

VWR, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, USA

Laysan Bio, Arab, USA

Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, USA

Millipore

Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, USA

Polypure, Oslo, Norwegen

Roth, Karlsruhe, Deutschand

Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, USA
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4.5.1 Pufferlésungen

In den folgenden Messreihen werden drei verschiedene Pufferlosungen verwendet. Einer-
seits werden Puffer mit verschiedenen Konzentrationen von Ca?-Ionen, welche fiir die
Funktionalitidt der Proteine benétigt werden, verwendet. Zum anderen kommen Puffer
mit EGTA, bzw. EDTA zum Einsatz. Wird dieser zugegeben, bindet EGTA/EDTA an

die zweiwertigen Calcium-Ionen.

e EDTA-Puffer: 10mM HEPES, 150mM NaCl, 5mM EDTA, pH=7.5,
¢ EGTA-Puffer: 10mM HEPES, 150mM NaCl, 5mM EGTA, pH=7,5,

e Calciumpuffer: 10mM HEPES, 150mM NaCl, sowie CaCl-Konzentrationen von
0,5 bis b5 mM, pH=74.

4.5.2 PEG-Crosslinker

Zur Immobilisierung der Biomolekiile auf der Oberfliche und an den Cantilevern werden

zwel verschiedene PEG-Linker benutzt.

e Maleimide-PEG-Succinimidyl Valerate (MAL-PEG-SVA) von Laysan Bio
zur Immobilisierung am Cantilever. Der Linker hat eine Lange von etwa 30nm. Das
Molekiil besitzt eine Maleimid-Gruppe, mit der es kovalent an die Thiol-Gruppe
des Mercaptosilans binden kann sowie eine NHS-Gruppe interagiert, die kovalent

mit einer Aminogruppe des Desmogleins 2 wechselwirkt.

e PEG-NHS-ester disulfide von Polypure zur Immobilisierung der Molekiile auf
der Substratoberfliche. Die Molekiillinge betragt ungefdhr 10 nm. Das Linker-
molekiil bindet mit der Sulfid-Gruppe an die Goldoberfliche, die NHS-Gruppe

interagiert wiederum kovalent mit einer Aminogruppe des Desmoglein 2.

4.6 Desmoglein 2

In dieser Arbeit wurden rekombinant hergestellte Fragmente des DSG2, genauer die ers-
ten vier Cadherin-Doménen (DSG2-EC1-4) verwendet. Die Molekiile werden von Anna

38



4.7 Préaparation

Géartner am Herz- und Diabeteszentrum NRW in Bad Oeynhausen hergestellt.

Die kodierende Sequenz der extrazelluliren Doméne (DSG-ECD1-4) wird aus humaner
cDNA amplifiziert und dann in den Expressionsvektor umkloniert. Es wird ausserdem
ein C-terminaler HIS-Tag angefiigt, der spéter bei der Aufreinigung zum Einsatz kommt.
Die mit ARVC assoziierten Mutationen werden iiber Site Directed Mutagenesis generiert.
Fiir die Expression werden stabil transfizierte fibrosarkomale Zellen (HT-1080-Zellen)
verwendet. Fiir die Aufreinigung werden die Proteine aus den Zellkulturiiberstinden
mit Ammoniumsulfat ausgefillt. Die Prazipitate werden gegen einen geeigneten Puffer
dialysiert und iiber Affinitdtschronomatographie an His-Trap HP Columns (GE Health-
care) unter Verwendung des HIS-Tags aufgereinigt.

Mittels eines Western Blots werden die Proteine durch Antikorper als DSG2 identifiziert
und mit einer Coomasie-R-250-Farbung wird eine Reinheit von > 90% und ein apparen-
tes Molekulargewicht von ca. 70 kDa detektiert. Hierbei werden die Proteine nach einer
SDS-PAGE mit dem Coomassie-Farbstoff angefarbt. Fiir den Western-Blot werden die
Proteine mit zwei verschiedenen Antikérpern behandelt. Der erste Antikdrper erkennt
spezifisch DSG2, der zweite Antikorper erkennt den ersten und ist aufserdem mit einer
Peroxidase gekoppelt. Die Peroxidase kann ein Substrat umsetzen, so dass es zu einer

Chemilumineszenz kommt, welche dann in einer speziellen Anlage detektiert wird.

4.7 Praparation

Bei der Immobilisierung der Proteine auf der Oberflache und am Cantilever werden ver-
schiedene Préiparationsschritte durchgefiihrt und verschiedene Linker-Molekiile benutzt.
Um sicherzustellen, dass der Molekiilkomplex bei den Messungen auch tatsdchlich an der
gewiinschten Stelle dissoziiert, muss diese Bindung die schwichste im Molekiilkomplex
sein. Deswegen werden die Molekiile mittels kovalenter Bindungen an die Oberflache und
den Cantilever gebunden, um ein Abreiften an diesen Stellen zu vermeiden.

Im Vorfeld der Priparation werden die Pipettenspitzen autoklaviert. Auferdem wer-
den alle bendtigten Glaswaren wie Petrischalen und Messbecher griindlich gereinigt:
Durch Lagerung iiber Nacht in einem KOH-Isopropanol-Bad werden organische Riick-
stinde entfernt. Die Glaswaren werden griindlich unter flieflendem lauwarmen Wasser
abgespiilt und dann wieder fiir eine Nacht in einem 2-3%igem HCL-Bad neutralisiert.
Das HCL-Bad fiigt die durch das KOH-Bad entzogenen H™-Tonen wieder zu. Nach dem
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Spiilen mit Milli-Q-Wasser kommen die Glaswaren bei 120°C fiir eine Stunde in den

Trockenofen.

4.7.1 Funktionalisierung der Cantilever

Im Folgenden wird die Immobilisierung der Proteine an den Cantilever beschrieben.

. Die Cantilever werden fiir jeweils 10 Sekunden in Aceton, Ethanol und MilliQ-

Wasser getaucht.

. Daraufhin werden sie fiir 45 Sekunden in Salpetersdure getaucht, um die Oberfliche

zu aktivieren.

. Die Cantilever werden zuvor fiir 10 Sekunden in Milli-Q-Wasser gewaschen,

. und dann fiir 90 Minuten in eine Glaspetrischale mit 5ml trockenem Toluol und

100ul Mercaptosilan gelegt (2% ige Toluol-Silan-Losung). Das Silan bindet an die,

durch die Salpetersdure entstandenen, freien OH-Gruppen.

. Danach werden sie erneut fiir je 10 Sekunden in Toluol und Ethanol gewaschen.

. Die Cantilever werden nun in die Teflonhalterung gelegt und inkubieren iiber Nacht

bei Raumtemperatur mit jeweils 50! PEG-Linker-Losung. Die Linker-Lsung ent-
halt 0,1mM MAL-PEG-SVA in DMSO.

. Nach der Inkubationszeit werden sie fiir je 10 Sekunden in DMSO, Ethanol und

Milli-Q-Wasser getaucht und

. erneut in der Teflonhalterung platziert und fiir eine halbe Stunde mit jeweils 50

pl Proteinlosung inkubiert. Die Losung besteht aus EDTA-Puffer und 43 nmol/l

Protein.

. Als Letztes werden die Cantilever mit Pufferlésung gespiilt und koénnen fiir die

Messungen verwendet werden.

Bei Lagerung der Cantilever in EDTA-Pufferlésung im Kiihlschrank bei 4°C waren Mes-

sungen an zwei aufeinanderfolgenden Tagen mdglich.
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4.7.2 Funktionalisierung der Goldoberflache

Es werden nun die einzelnen Schritte erldutert, die zur Immobilisierung der Proteine auf

der Goldoberfliche notwendig sind.

1. Die Goldsubstrate werden jeweils fiir 10 Minuten in Aceton und Ethanol im Ul-

traschallbad gereinigt und mit Stickstoff getrocknet.

2. Die TSG-Substrate werden nur vom MICA abgezogen und miissen nicht im Ultra-

schallbad gereinigt werden.
3. Die Substrate werden fiir 60 Sekunden in der Plasmaanlage gereinigt.

4. Nun werden die Substrate auf Gummiringen in einem Petrischalchen platziert, um
eine rutschfeste Auflage zu garantieren. Es wird schnellstmoglich je 50ul Linker-
Losung aufpipettiert, um zu verhindern, dass Verunreinigungen aus der Raumluft
auf die Oberflache adsorbieren. Die Linker-Losung besteht aus 1mM PEG-NHS-
ester-disulfid in DMSO. Die Substrate inkubieren dann iiber Nacht bei Raumtem-

peratur.

5. Die Substrate werden je 10 Sekunden in DMSO, Ethanol und Milli-Q-Wasser ge-
taucht.

6. Danach inkubieren sie fiir 30 Minuten mit 50ul Proteinlésung. Diese besteht aus
EDTA-Puffer und 4-7 nmol/l DSG2.

7. Die Substrate werden mit Pufferlosung gespiilt und fiir die Messungen verwendet.

Wie in Abschnitt 3.1.2 bereits erwédhnt, kann es bei DSG2 auch zu Mehrfachbindungen
kommen. Aufserdem konnen auch die Proteine auf der Substratoberfliche miteinander
interagieren, wenn sie zu nah beieinander sind. Um sicherzustellen, dass die Substrato-
berflichen ausreichend, aber auch nicht zu dicht belegt sind, wurden verschiedene Ober-
flachenkonzentrationen mit dem Rasterkraftmikroskop abgebildet. Dazu wurden die in
Abschnitt 4.3.1 beschriebenen TSGs vewendet. Man sieht deutlich, dass bei 29 nmol/l
DSG2 (Abb. 4.6(b)) die Oberfliche deutlich dichter belegt ist als bei 7 nmol/l (Abb.
4.6(a)). Die Liange des PEG-Linkers auf der Substratoberfliche betrigt ca. 10 nm. Bei

den folgenden Messungen werden Konzentrationen von 4-7 nmol/l DSG2 verwendet.
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Abbildung 4.6: Rasterkraftspektroskopische Aufnahme der TSGs mit (a) 7 nmol/l und
(b) 29 nmol/l DSG2

4.8 Kraftspektroskopische Parameter

Im Anschluss werden die Parameter vorgestellt, die fiir die kraftspektroskopischen Mes-

sungen relevant sind:

1. force distance: Die Distanz, die der Z-Piezo in einem Zyklus zuriicklegt.

2. approach velocity: Die Geschwindigkeit, mit der der Cantilever an die Oberfliche
angendhert wird. Diese Geschwindigkeit betrdgt bei allen Messungen 3000nm/s.

3. retract velocity: Die Geschwindigkeit, mit der der Cantilever zuriickgezogen wird.

Diese wird bei den verschiedenen Messungen variiert.

4. sample rate: Gibt die Anzahl der aufgenommenen Datenpunkte pro Sekunde fiir
die Riickziehkurve an. Sie wird bei jeder Messung passend eingestellt und sollte

immer etwas mehr als den doppelten Wert der Geschwindigkeit betragen.

5. dwell time: Verweilzeit des Kraftsensors auf der Oberflache in Sekunden. Es wurde

eine Dwell time von 0, 1s gewahlt.

6. trigger point: Die maximale Kraft, die der Kraftsensor auf die Oberfliche ausiibt.

Der Trigger Point betrug etwa 600 pN.
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4.9 Auswertung der Kraft-Distanz-Kurven

Die einzelnen Kraft-Distanz-Kurven werden mit einer auf Matlab (Version 2010b, Maths-
Works, Nattic, MA, USA) basierenden Software ausgewertet, welche von Lennart Ochel
und Jan Lettau von der Fachhochschule Bielefeld geschrieben wurde. So wird ermdoglicht,
dass die Kraft-Distanz-Kurven, die mit Rasterkraftmikroskopen verschiedener Hersteller

aufgenommen werden, mit einer einheitlichen Methode ausgewertet werden konnen.

Anhand von Abbildung 4.7 soll exemplarisch dargestellt werden, wie eine Kraft-
Distanz-Kurve ausgewertet wird. Es wird zunéchst darauf eingegangen, wie die Mess-
daten fiir die Auswertung konditioniert werden. Anschliefsend wird erklart nach welcher

Methode die Software vorgeht und welche Parameter abgefragt werden.

Zuerst werden fiir jede Kurve aus den ibw-Dateien der Igor-Software die Auslenkung
des Z-Piezos in m sowie die Auslenkung des Cantilevers (Deflection) ausgelesen. Die
Anndherungskurve sowie die Anhdufung von Punkten aufgrund der Verweildauer des
Cantilevers auf der Oberflache werden nicht dargestellt, da fiir die weitere Auswertung
nur die Riickziehkurve relevant ist.

Durch Beseitigen des Offsets zwischen aufgenommener Kurve und Deflection-Position-
Koordinatensystem wird eine Nulllinie (Baseline) berechnet und die Kurve auf die Nullli-
nie des Koordinatensystems verschoben. Dies ist der Teil der Kurve, in der der Kraftsen-
sor nicht in Kontakt mit der Oberflache ist und abgesehen vom thermischen Rauschen

keine Auslenkung zeigt.

Aus der Steigung der Kurve im Kontaktbereich des Cantilevers mit der Oberfliche wird
mittels linearer Regression eine zweite Gerade berechnet (siche Abb. 4.7). Der Schnitt-
punkt S der Baseline (rote Linie) und dieser Geraden (griine Linie) gibt den Punkt
wieder, ab dem der Cantilever von der Oberfliche abhebt und in seine Ruheposition

gelangt - wenn er nicht durch Wechselwirkungskréfte ausgelenkt wird.

Nun wird anhand der Form der Kurve bestimmt, ob sie fiir die Auswertung verwen-
det werden kann.

Ausschluss eines Adhdsionspeaks: Zuerst wird ausgeschlossen, dass es sich bei dem Ereig-
nis um einen Adhésionspeak handelt. Dazu wird zunéchst die durchschnittliche Steigung

der Kurve in 2nm Intervallen bestimmt und mit der Steigung der Regressionsgeraden im
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Abbildung 4.7: Eine Kraft-Distanz-Kurve aus einer zu dieser Arbeit durchgefiihrten
Messung mit 200nm/s

Kontaktbereich verglichen. Im Falle eines Adhésionspeaks bliebe die Steigung konstant,
der Peak wird nicht weiter ausgewertet. Zum Teil sind die Adhéisionspeaks jedoch sehr
schmal und liegen noch vor dem Analyseintervall. Dann kann dahinter noch ein weiteres

Ereignis gemessen werden.

Priifen auf Dissoziationsereignis: Nun wird nach einem Dissoziationsereignis gesucht,
bei welchem es ab dem Schnittpunkt S zu einer sprunghaften Anderung der Steigung
kommt. Die Kurve muss konkav verlaufen, die Steigung also kleiner werden. Liegt ein
solches Ereignis vor, wird durch den Dissoziationspunkt ein Polynom 2. Grades an die
Kurve gefittet (siche Abb. 4.7 braune Linie). Die Steigung dieser Parabel im Dissoziati-
onspunkt entspricht der Elastizitat k.ss des Systems aus Cantilever und Komplex. Der

Abstand vom Dissoziationspunkt zum Schnittpunkt S gibt die Dissoziationslinge wie-
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4.9 Auswertung der Kraft-Distanz-Kurven

der, der Abstand von Dissoziationspunkt und Baseline entspricht der Abrisskraft Fy;;.

Damit ein Abriss fiir die Auswertung gewertet wird, muss er folgende Kriterien erfiillen:

e Die Abrissldnge muss innerhalb des minimalen und maximalen Abrissabstandes

liegen.
e Die Dissoziation muss zuriick auf die Nullinie erfolgen.

e Die Dissoziationskraft muss grofer sein als die minimale Kraft, mindestens aber

grofker, als der dreifache Wert des minimalen Rauschens.
e Der Abriss darf nicht zu kurz sein.
e Das Polynom 2. Grades muss eine nach unten offene Parabel darstellen.

e Die Steigung im Dissoziationspunkt muss negativ sein.

Das Programm fragt die einzelnen Parameter ab und nur wenn alle Punkte zutreffen,
wird die Kurve als Abriss gewertet.
Bei den Messungen dieser Arbeit werden folgende Parameter verwendet, die vor der

Analyse festgelegt werden:

Minimaler Abrissabstand 20 nm

Maximaler Abrissabstand 150 nm

Anzahl der gewerteten Abrisse 1

Federkonstante in der jeweiligen Messung bestimmt
Minimale Lénge Snm

Minimale Dissoziationskraft 20 pN

Die erkannten Ereignisse werden noch einmal gesichtet, um nicht erkannte Mehrfacher-
eignisse auszuschliefen. Betrachtet man die Abrisslingen der gefunden Ereignisse in
einem Histogram, wird deutich, dass es eine Haufung bei ca. 30 nm gibt (siehe Abb.
4.8). Dies passt zu der Linge der Linkermolekiile und zeigt, dass die Funktionalisierung
erfolgreich war.

Es ist auch gut sichtbar, dass ab einer Lénge von ca.60nm kaum noch Ereignisse auftre-

ten. Mit Hilfe von Matlab werden die gefunden Ereignisse also noch weiter aussortiert.
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Anzahl Ereignisse

Abbildung 4.8: Histogram der Abrisslangen der durch die Software detektierten Ereig-
nisse einer Messung

Es werden nur Ereignisse verwendet mit einer Abrisslinge | < 80nm, einer Dissoziati-

onskraft Fp;ss < 300pN und einer Elastizitét k.;r < 20pN/nm.

Im nachfolgenden Kapitel werden die Ergebnisse der kraftspektroskopischen Messun-

gen vorgestellt und ausgewertet.
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5 Kraftspektroskopische Messungen
von DSG2

In diesem Kapitel werden die gemessenen Daten im Zuge der Unterusuchung der Bin-
dungskinetik von Wildtyp DSG2 und der Mutante p.Arg46 Gln ausgewertet und die
Ergebnisse interpretiert. Es wurden zum einen Messungen durchgefiihrt, um die Calci-
umabhingikeit der Bindung zu iiberpriifen. Zum anderen wurden mittels dynamischer
Kraftspektroskopie das Bindungsverhalten von Wildtyp und mutiertem DSG2 unter-

sucht.

Im Folgenden wird die Analyse der Ergebnisse der kraftspektroskopischen Messungen
erliutert und die Ergebnisse diskutiert. Die dynamische Kraftspektroskopie fufst auf der
Theorie von Bell, Evans und Ritchie, nach der die Lebensdauer eines Komplexes durch
eine dufere Kraft beeinflusst wird. Fiir die wahrscheinlichste Dissoziationskraft gilt Glei-

chung 2.29
kBTl T

Fmax = s
xp nk'dlfBT

aus der man die Wechselwirkungsldnge x3 und die Dissoziationsratenkonstante k; im
thermodynamischen Gleichgewicht berechnen kann, und damit auch die mittlere Le-
bensdauer 7 = 1/k; des Komplexes. Bei den Messungen wurde die wahrscheinlichste
Dissoziationskraft F),,, in Abhéngigkeit von der Belastungsrate r = k.s - v bestimmt.
Dazu wurden kraftspektroskopische Messungen mit unterschiedlichen Riickziehgeschwin-
digkeiten v, und somit unterschiedlichen Belastungsraten durchgefiihrt. Die Konzentra-
tion der Proteinlosung welche auf die Substratoberfliche gegeben wurde betrug jeweils
4 nmol/l und alle Messungen fanden in einer 1mM-Calciumpufferlésung statt. Die An-
ndherungsgeschwindigkeit war bei allen Messungen 3000 nm/s.

Die aufgenommenen Kurven werden wie in Abschnitt 4.9 dargelegt analysiert und von
den erkannten Ereignissen werden die relevanten Daten wie Dissiziationskraft F,.., Elas-

tizitdt k.sy von Cantilever und Molekiilkomplex sowie die Abrissldnge | bestimmt.
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Die Verteilungen der jeweiligen Grofe wird in einem Histogram dargestellt. Durch einen

it mit einer Gaukfunktion der Form

Y="1Yo + € ) (51)
w

werden die wahrscheinlichste Abrisskraft F,.,, die wahrscheinlichste Abrisslange [ und

die wahrscheinlichste Elastizitét k.;; bestimmt. Hierbei sind yo, A, w und z. die Fitpara-

meter. x. entspricht dann F,,.,, bzw. k.¢r oder [ und w beschreibt die Breite der Kurve

auf der halben Hohe des Maximums.

Die Histogramme dienen auch zur Kontrolle der mit der Analysesoftware detektierten

Dissoziationsereignisse. Die Dissoziationsldnge des Molekiilkomplexes wird hauptséch-
lich durch die Lénge der verwendeten PEG-Crosslinker vorgegeben, also erwartet man
eine Abrisslinge von ca. 30 nm. Die Linker kdnnen gedehnt werden und fiihren so zu
der charakteristischen Form der Kraft-Distanz-Kurve. Auch wenn der Linker {iber seine
eigentliche Lange hinaus gedehnt werden kann und die Auslenkung des Cantilevers in die
Dissoziationsldnge mit eingeht, werden Ereignisse mit einer Dissoziationsldnge von mehr
als 80 nm nicht beriicksichtigt, da es sich um andere, unspezifische Wechselwirkungen
handeln muss.
Es wird aufkerdem zu jeder Messung ein 2-dimensionales Diagramm aus Dissoziations-
kraft und Elastizitéit erstellt (Abbildung 5.1), welches die beiden Grofen in Beziehung
zueinander setzt. Nach der Theorie von Bell, Evans und Ritchie folgt die Kurve jedes
Dissoziationsereignisses einer sogenannten Masterkurve, also grofere Elastizitit bei gro-
fserer Kraft. Wird dies in den 2D-Diagrammen gut sichtbar, ist die Wahrscheinlichkeit
einer spezifischen Bindung hoch [56].

Zur Berechnung von zg und k; werden die Werte der wahrscheinlichsten Dissozia-
tionskrifte halblogarithmisch gegen die Belastungsrate aufgetragen. Da der Wert der
wahrscheinlichsten Dissoziationskraft mit zunehmender Ziehgeschwindigkeit steigen soll,

sollte sich eine ansteigende Gerade ergeben. Durch Umformung wird aus Gleichung 2.29

]CBT g k)BT

Fmam = [ l 5 5.2

xp nk'd/{?BT + xs TL(T’) ( )
was einer Geradengleichung der Form y = A + mx, mit einem Y-Achsenabschnitt
A= ]%TlnkdiiT und der Steigung m = l‘f—ﬁT entspricht.
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Abbildung 5.1: Aufbau des 2D-Diagramms am Beispiel einer Messung mit einer Riick-
ziehgeschwindigkeit von 2000 nm/s fiir den Wildtyp.

Aus der linearen Regression der Daten kann durch Extrapolation auf eine verschwin-
dende dukere Kraft F,,..(r9) = 0 die Belastungsrate ry bestimmt werden, bei der die
Dissoziation nur noch durch thermische Fluktuationen verursacht wird. Aus der inversen

Steigung der Regressionsgeraden lasst sich die Wechselwirkungsldnge z3 berechnen:

kgT
= —. 5.3
xp m ( )
Die Dissoziationsratenkonstante k; erhalt man aus der Beziehung
by = — (5.4)
d = kBTZL‘gTo. .

Der Fehler fiir die wahrscheinlichste Dissoziationskraft ergibt sich aus dem Fitfehler und
der Summe des Standardfehlers des Mittelwerts der Gaufsverteilung fiir eine 94, 5%-ige
Konfidenz (20/v/N). Die Belastungsrate r setzt sich aus Riickziechgeschwindigkeit und

49



5 Kraftspektroskopische Messungen von DSG2

wahrscheinlichster Elastizitdt zusammen, welche ebenfalls durch einem Gauffit ermit-
telt wird. Als Fehler wird der Fehler von r, angenommen, welcher mit der Gaufschen
Fehlerfortpflanzung berechnet wurde, ebenso wie die Fehler von zg und k4. Der Fehler
der Federkonstante wird mit +10% abgeschéatzt.

5.1 Untersuchung der Calciumabhangigkeit der
DSG2-Komplexierung

DSG2 Molekiile gehéren zur Gruppe der Cadherine und benétigen fiir die Bindung freie
Calciumionen (siehe Abschnitt 3.1). Diese Abhéngigkeit wurde beim DSG2 Wildtyp
und der Mutante p.Arg46 Gln mit Messungen bei verschiedenen Calciumkonzentratio-
nen iiberpriift. Die Proteine wurden, wie in Abschnitt 4.7 erklart, auf Substrat und
Cantilever immobilisiert. Anschlieffend wurden drei Serien von kraftspektroskopische
Messungen durchgefiihrt, mit jeweils anderer Pufferlosung, wobei Puffer mit 0, 5mM,
ImM und 2mM Calcium vermessen wurden. Danach wurde ein Puffer mit 5mM EDTA
zugegeben, welches die freien C'a*"-Ionen bindet. Dadurch sollten weniger Bindungser-
eignisse auftreten.

Cantilver und Substrat wurden vor jeder Messung mit einer Pipette mit dem jeweiligen
Puffer gespiilt. Die Riickziehgeschwindigkeit betrug bei allen Messungen 2000 nm/s.
Die Daten wurden, wie in Abschnitt 4.9 erlautert, ausgewertet und aus den Ergebnissen
Histogramme erstellt. Die Abbildungen 5.2 und 5.4 zeigen die Verteilung der Dissozia-
tionslingen von Wildtyp und Mutante fiir die verschiedenen Salzkonzentrationen sowie
unter Zugabe von EDTA. Auferdem wurde die Bindungswahrscheinlichkeit gegen die
Salzkonzentration aufgetragen (Abbildung 5.3 und 5.5).

Es ist in den Abbildungen zu sehen, dass die Bindungswahrscheinlichkeit mit der Calci-
umkonzentration ansteigt und bei Zugabe von EDTA klar absinkt, bzw. fast gar keine
Bindung mehr auftritt. Bei der Messung mit der Mutante und 2mM-Calciumpuffer,
ist die Bindungswahrscheinlichkeit im Vergleich zur Messung mit 1mM-Calciumpuffer
geringer. Dies kann daran liegen, dass es durch die héhere Calciumkonzentration zu
Mehrfachbindungen oder cis-Bindungen gekommen ist. Vor allem aber kann es bei der
Praparation der Probe zu lokalen Schwankungen der Oberflichenbelegung kommen, so

dass an einigen Stellen eine geringere Bindungsaktivitit festgestellt wird.
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Abbildung 5.2: Kraftspektroskopische Messungen zum Nachweis der Calciumabhéngi-

keit der Bindung von Wildtyp DSG2 bei (a) 0,5mM CaCl, (b) 1mM
CaCl, (c¢) 2mM CaCl und (d) 5mM EDTA.

Der Nachweis der Calciumabhiingigkeit der Bindung dient auch zur Uberpriifung des
Immobilisierungsprotokolls. Bindungen treten fast ausschlieflich in Gegenwart von Cal-
cium auf, es werden also keine Artefakte durch unspezifische oder elektrostatische Adha-
sion gemessen. Diese wiirden hauptsichlich bei geringen Salzkonzentrationen auftreten,

und werden bei hohen Salzkonzentrationen durch die Ionen in der Lésung abgeschirmt.
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5 Kraftspektroskopische Messungen von DSG2

0,010

0,008 .

0,006

0,004

0,002

Bindungswahrscheinlichkeit

0,000 | °

T T T T T T T T T
-1 0 1 2 3 4 5

Ca**-Konzentration [mM]

Abbildung 5.3: Bindungswahrscheinlichkeiten von Wildtyp DSG2 bei verschiedenen Cal-
ciumkonzentrationen sowie bei Zugabe von EDTA (rot).
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Abbildung 5.4: Kraftspektroskopische Messungen zur Uberpriifung der Calciumabhingi-

keit der Bindung der DSG2 Mutante p.Argd6 Gln bei (a) 0, 5mM CaCl,
(b) 1mM CaCl, (c¢) 2mM CaCl und (d) 5mM EDTA.
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5.1 Untersuchung der Calciumabhéngigkeit der DSG2-Komplexierung
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Abbildung 5.5: Bindungswahrscheinlichkeiten der Mutante p.Arg46 Gln bei verschiede-
nen Calciumkonzentrationen sowie bei Zugabe von EDTA (rot).
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5 Kraftspektroskopische Messungen von DSG2

5.2 Wildtyp

Fiir den Wildtyp von DSG2 wurden an zwei Tagen Messungen mit variierenden Riick-
ziehgeschwindigkeiten durchgefiihrt. Am 30.11.11 wurden Kraft-Distanz-Kurven mit 50
nm/s, 200 nm/s, 500 nm/s und 5000 nm/s gemessen, die Federkonstante des Canti-
levers wurde mit 20,45 pN/nm bestimmt. Am 7.12.11 wurden 100 nm/s, 1000 nm/s
und 2000 nm/s gemessen, die Federkonstante betrug 33,06 pN/nm. Die Anndherungs-
geschwindigkeit betrug bei allen Messungen 3000 nm/s. In Abbildung 5.6, 5.7 und 5.8
sind die Verteilungen der Dissoziationskraft fiir die jeweiligen Geschwindigkeiten zusam-
men mit den 2D-Diagrammen von Abrisskraft und Elastizitat dargestellt. Es ist gut zu
erkennen, dass die Verteilungen in den 2D-Diagrammen dem erwarteten Verlauf entspre-

chen.
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Abbildung 5.6: Dissoziationskréfteverteilungen und 2D-Diagramm fiir eine Riickziehg-
schwindigkeit von 50 nm/s (a) & (b) sowie 100 nm/s 100 nm/s (c¢) &

(d)
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Abbildung 5.7: Dissoziationskrifteverteilungen und 2D-Diagramme fiir Riickziehg-
schwindigkeiten von 200 nm/s (a) & (b); 500 nm/s (¢) & (d) und 1000

nm/s (e) & (f)

Aus den Histogrammen ergeben sich jeweils die Werte fiir die wahrscheinlichste Disso-

ziationskraft und die Belastungsrate (Tabelle 5.1):

%)



5 Kraftspektroskopische Messungen von DSG2
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Abbildung 5.8: Dissoziationskréfteverteilungen und 2D-Diagramme fiir Riickziehg-
schwindigkeiten von 2000 nm/s (a) & (b) und 5000 nm/s (c) & (d)
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Geschwindigkeit | Belastungsrate r | Dissoziationskraft F),,,
[nm/s] [pN/s] [pN]

50 226,64 35,99 + 22,34

100 279,3 34,29 +£ 0,3

200 1006,65 31,95 + 2,17

500 1486,08 39,67 + 4,8

1000 3283,53 43,31 = 7,8

2000 8216,1 49,45 + 3,77

5000 30511.,5 60,87 + 4,51

Tabelle 5.1: Ergebnisse der Gauk-Fits fiir Wildtyp DSG2
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5.2 Wildtyp

Die aus den Verteilungen ermittelte wahrscheinlichste Dissoziationskraft wird halbloga-

rithmisch gegen die Belastungsrate aufgetragen (siehe Abbildung 5.9).
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Abbildung 5.9: Halblogarithmische Autragung der wahrscheinlichsten Dissoziationskraft
Frnae gegen die Belastungsrate r bei Wildtyp DSG2

Aus der linearen Regression ergibt sich eine Steigung der Gerade von m = (5,2 £
1,02)pN und ein Y-Achsenabschnitt von A = (2,77 & 7,89)pN. Daraus ergibt sich fiir
die Belastungsrate r(, die Wechselwirkungslinge x5 sowie die Dissozationsratenkonstante
kdi

ro = (0,5899 = 0,9048)pN/s, (5.5)
x5 = (0,772 £ 0,105)nm, (5.6)

1
kq = (0,1126 % 0, 3279)

p .

(5.7)

Der Komplex hat somit eine mittlere Lebensdauer von 7 = ki = 8, 88s. Waschke et.al.[57]

- =
haben fiir DSG1 mit Hilfe von dynamischer Kraftspektroskopie eine Lebensdauer von
ca. 0,17s gemessen. Auch wenn sich DSG1 und DSG2 in ihrer Struktur dhneln, gibt es

jedoch auch grundlegende Unterschiede. DSG1 kommt nur im Bindegewebe vor, DSG2
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5 Kraftspektroskopische Messungen von DSG2

hingegen auch im Herzmuskel, auf welchen eine wesentlich hohere mechanische Belastung

wirkt. In diesem Kontext erscheint die lingere Lebensdauer von DSG2 plausibel.

5.3 Mutante p.Arg46 Gln

Fiir die Mutante p.Argd6 Gln wurden ebenfalls Messungen an zwei Tagen vorgenom-
men. Am 11.01.12 wurden Kraft-Distanz-Kurven mit einer Riickziehgeschwindigkeit von
100 nm/s, 500 nm/s, 1000 nm/s und 2000 nm/s gemessen. Die Federkonstante wurde
mit 26,24 pN/nm bestimmt. Am 01.03.12 wurde eine weitere Messung mit 200 nm/s
durchgefiihrt, der Cantilever hatte eine Federkonstante von 40,59 pN/nm. Die Abbil-
dungen 5.10 und 5.11 zeigen die Verteilungen der Dissoziationskréfte, sowie das zuge-
horige 2D-Diagramm aus Elastizitat gegen Dissoziationskraft. Die Verteilungen in den
2D-Plots zeigen gut, dass mit steigender Dissoziationskraft hohere Elastizititen vorlie-
gen. Die Kurven folgen demnach der von Evans und Ritchie beschriebenen Masterkurve.
Die Einzige Ausnahme bildet die Messung mit einer Riickziehgeschwindigkeit von 1000
nm/s. Die Verteilung der Dissoziationskrifte zeigt drei Peaks und auch im 2D-Diagramm
sind drei Cluster zu erkennen. Obwohl alle Messungen mit dem gleichen Cantilever und
derselben Probe durchgefiihrt wurden, zeigt keine der anderen Messungen von diesem
Tag ein dhnliches Verhalten. Es ist nicht genau zu erkldren wie es dazu kommt. Lokale
Schwankungen der Oberflichenbelegung kénnen eine Ursache sein. Fiir die weitere Aus-

wertung der Daten wurde der Gaul-Fit an den ersten Peak verwendet.

Durch einen Gauf-Fit an die Histogramme ergaben sich die Werte fiir die wahrschein-

lichste Dissoziationskraft und die Belastungsrate (Tabelle 5.2).

Geschwindigkeit | Belastungsrate r | Dissoziationskraft F),,,
[nm /] [PN/s] 2

100 287,13 40,22 + 11,72

200 753,11 40,56 £+ 1,39

500 1861,65 38,09 £ 1,51

1000 5661,34 33,72 £ 1,41

2000 4682,64 42,16 £ 0,53

Tabelle 5.2: Ergebnisse der Gaufs-Fits fiir die DSG2 Mutante p.Argd6 Gln

Die ermittelten Dissoziationskrifte wurden halblogarithmisch gegen die Belastungsraten

aufgetragen, um die Abhéngigkeit der Dissoziationskraft von der Riickziehgeschwindig-
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Abbildung 5.10: Dissoziationskrifteverteilungen und 2D-Diagramme fiir Riickziehge-

schwindigkeiten von 100 nm/s (a) & (b); 200 nm/s (¢) & (d)und 500

nm/s (e) & (f)

keit zu zeigen (Abbildung 5.12).

Die Dissoziationskraft zeigt, im Gegensatz zum Wildtyp, hier praktisch keine Abhéingig-
keit von der Ziehgeschwindigkeit. Die Gerade hat in diesem Fall die Steigung m = 0. Dies
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5 Kraftspektroskopische Messungen von DSG2
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Abbildung 5.11: Dissoziationskrifteverteilungen und 2D-Diagramme fiir Riickziehge-
schwindigkeiten von 1000 nm/s (a) & (b) und 2000 nm/s (¢) & (d)

macht es unmoglich die Bindungsparameter ry, g und kq zu berechnen. Zum direkten
Vergleich von Wildtyp DSG2 und der Mutation p.Arg46 Gln zeigt Abbildung 5.13 beide

Geraden nebeneinander.

Es gibt Molekiilkomplexe mit einer Bindungskinetik, die fiir die Zeitskalen der dyna-
mischen Kraftspektroskopie zu schnell ablauft und somit keinerlei Abhéngigkeit mehr
von der Belastungsrate zeigt [58, 59]. Die Abhéngigkeit kann nur mit wesentlich héheren
Riickziehgeschwindigkeiten nachgewiesen werden, was mit dem in dieser Arbeit verwen-
deten Rasterkraftmikroskop technisch nicht moglich ist.

Bei der Mutante p.Arg46 Gln ist gegeniiber dem Wildtyp eine Aminosadure ausgetauscht.
Diese sitzt an der Prodoméne der extrazelluliren Doméne, welche normalerweise von ei-
ner Proproteinkonvertase abgespalten wird. Es wird vermutet, dass die betreffende Ami-

nosiure die Proproteinkonvertasenerkennungssequenz betrifft und somit das Abspalten
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Abbildung 5.12: Halblogarithmische Autragung der wahrscheinlichsten Dissoziations-
kraft F,.. gegen die Belastungsrate r bei der Mutante p.Arg46 Gln
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Abbildung 5.13: Halblogarithmische Auftragung der wahrscheinlichsten Dissoziations-
kraft F),.. gegen die Belastungsrate r von Wildtyp DSG2 und der Mu-
tante p.Arg46 Gln
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5 Kraftspektroskopische Messungen von DSG2

verhindert wird. Dies konnte in den Messungen von Anna Gértner nachgewiesen werden
[60]. Die Mutation ist demnach langer als der Wildtyp, was zu der Hypothese fiihrt, dass
sie nur noch eingeschriankt interagieren kann. Bei qualitativen Untersuchungen an einen
zellbasierten Bindungsassay am Durchflusszytometer konnte eine zweifach hohere rela-
tive Bindungsfihigkeit festgestellt werden [60]. Dies widerspricht nicht den Ergebnissen
dieser Messung, da die Dissoziations- und Assoziationsraten auch wesentlich hoher sind
als beim Wildtyp, bzw. die Komplexierung so schnell ablauft, dass es zu einem Quasi-
Gleichgewicht kommt.

Die vollstindig verdnderte Bindungskinetik der Mutation erscheint vor allem in An-
betracht der Schwere des Krankheitsbildes plausibel. Zur Absicherung konnten weitere
Untersuchungen an Mutationen durchgefiihrt werden die den gleichen Phanotyp zeigen.
Zur genauen quantitativen Bestimmung der Affinitdt der Bindung muss neben der Disso-
ziationsratenkonstante k; auch die Assoziationsratenkonstante k, bestimmt werden. Wei-
terfithrend konnten zum Beispiel Messungen mit Oberflichenplasmonenresonanz durch-

k

gefiihrt werden, um Kp = ;¢ vollstindig zu bestimmen.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

AFM-Einzelmolekiilkraftspektroskopie ist ein geeignetes experimentelles Verfahren um
die Kinetik intramolekularer Bindungen auf Einzelmolekiilniveau quantitativ zu unter-
suchen.

In dieser Arbeit wurde durch dynamische Kraftspektroskopie an Desmoglein 2 Homo-
komplexen zum einen die Abhéangigkeit der Bindung von der Calciumkonzentration der
Losung nachgewiesen, zum anderen wurde die Bindungskinetik von Wildtyp DSG2 und

der Punktmutation p.Arg46 Gln analysiert und miteinander verglichen.

Die Mutatante p.Arg46 Gln wird mit der Herzmuskelerkrankung ARVC assoziiert, bei
welcher es zu einer Ersetzung des Herzmuskels mit Fett- und Bindegewebe kommt, was
schlussendlich zu schweren Herzrhythmusstérungen und Herzversagen fiihrt. Durch die
Mutation wird nur eine Aminosdure ausgetauscht, diese ist jedoch an der Erkennungs-
sequenz fiir die Proproteinkonvertase lokalisiert und verhindert bei der Mutante wahr-

scheinlich die Abspaltung der Prodoméne [60].

Es wurden sowohl mit Wildtyp DSG2, als auch mit der Mutante kraftspektroskopi-
sche Messungen in Pufferlésungen mit verschiedenen Konzentrationen von Ca?"-Ionen
durchgefiihrt. Auferdem wurden Messungen in einer EDTA-Pufferlésung durchgefiihrt,
um die freien Calciumionen zu binden. Im Zuge dieser Messungen wurde sichtbar, dass
die Bindungswahrscheinlichkeit der Homokomplexe mit steigender Calciumkonzentrati-
on ansteigt und ohne Calcium (also nach Zugabe von EDTA) fast keine Bindung mehr
nachgewiesen werden kann. Somit kann zum einen die Abhéngigkeit der Bindung von
der Calciumkonzentration gezeigt werden, zum anderen dient es zur Uberpriifung der
Funktionalisierung. Diese ist demnach positiv verlaufen.

Auferdem wurden durch kraftspektroskopische Messungen die Dissoziationratenkon-
stante k; und somit die Lebensdauer 7 der Bindung bestimmt. Auch wenn es keinen
genauen Vergleich gibt, so stimmen die Ergebnisse doch von der Gréfenordnung her mit

den Ergebnissen von kraftspektroskopischen Messungen an DSG1 iiberein [57].
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Fiir die Mutante p.Arg46 Gln war es nicht moglich, die Bindungskonstanten und die
Lebensdauer zu bestimmen, da die Verteilung der Dissoziationkrifte im Gegensatz zum
Wildtyp keine Abhéngigkeit von der Ziehgeschwindigkeit zeigt. Dies ldsst sich dadurch
erkldren, dass die Bindungskinetik des Komplexes zu schnell fiir die Zeitskalen der Mes-
sungen ablauft, und es somit zu einem Quasigleichgewicht kommt. Qualitative Bindungs-
studien an Wildtyp DSG2 und der Mutante p.Arg46 Gln haben eine zweifach héhere
Bindung der Mutante festgestellt (nach Anna Gértner). Dies passt durchaus zu den Er-
gebnissen dieser Arbeit, welche nur den Schluss zulassen, das die Komplexierungs- und
Dekomplexierungsraten der Mutante wesentlich héher sind als fiir den Wildtyp; es kann

aber trotzdem zur stirkeren Bindung kommen.

Um eine vollstindige qualitative Aussage {iber die Affinitdt der Bindungen treffen zu
kénnen, muss neben der Dissoziationsratenkonstante k; auch die Assoziationsratenkon-
stante k, bestimmt werden. Dies ist Bestandteil eines weiterfiihrenden Projektes und
soll mit Hilfe von Oberflichenplasmonenresonanz untersucht werden.

Es wire ebenso moglich, die Messungen mit sehr viel hoheren Riickziehgeschwindigkei-
ten zu wiederholen, um so in die zeitlichen Gréfenordnungen zu gelangen, in denen eine
Abhéngigkeit der Dissoziationskraft von der Belastungsrate noch nachweisbar ist.

Da es in den Desmosomen nicht nur zu homophilen Wechselwirkungen kommt, kénnte in
zukiinftigen Messungen die Bindung zwischen Heterokomplexen von Desmoglein 2 und

Desmocollin 2 untersucht werden.
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