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1 Einleitung

Die gerichtete Wechselwirkung zwischen Biomolekiilen ist essentiell fiir Prozesse in le-
benden Systemen. Sie bildet die Grundlage fiir die Selbstorganisation und den Aufbau
funktioneller Strukturen. Dabei muss ein Biomolekiil seinen Bindungspartner aus einer
Vielzahl von konkurrierenden Molekiilen erkennen kénnen und mit diesem eine reversible
Bindung eingehen. Dieser Prozess basiert auf dem so genannten Schliissel-Schloss-Prinzip
[1] und wird molekulare Erkennung genannt. Solch eine spezifische Bindung wird von
einer Reihe schwacher und lokal begrenzter Wechselwirkungen wie lonenbindung, Was-
serstoffbriicken und Van-der-Waals-Kréften induziert und kann nur von Molekiilen mit
komplementiren Strukturen, die riumlich und chemisch zu einander passen, eingegangen
werden. Der reversible Charakter von spezifischen Bindungen zwischen Biomolekiilen,
und die damit verbundene begrenzte mittlere Lebensdauer der gebildeten Komplexe, ist
fiir eine adaptive Steuerung der organischen Prozesse auf duflere und zeitlich variable
Einfliisse verantwortlich.

In der klassischen Molekularbiologie werden mittels biosensorischen Methoden wie zum
Beispiel das SPR (Surface Plasmon Resonance) |2| Molekiilensemble untersucht. Hier-
bei bleiben jedoch oft Informationen iiber die Wechselwirkung schwach bindender oder
in geringer Konzentration vorhandener Molekiile verborgen. Um diese Defizite auszu-
gleichen und Messungen auf dem Einzelmolekiilniveau durchfithren zu konnen wird die
dynamische Kraftspektroskopie als experimentelle Methode verwendet [3]. Fiir die Rea-
lisierung solcher Experimente benotigt man einen sehr sensitiven Kraftmesser mit einer
prézisen Positionierung, da die Wechselwirkungskréfte im pN-Bereich und die Abstan-
de im nm-Bereich liegen. Diese Voraussetzung erfiillt das Rasterkraftmikroskop (engl:
Atomic Force Microscope, AFM) [4]. Dabei werden die zu untersuchenden Biomolekiile
sowohl auf der Spitze eines mikrofabrizierten Kraftsensors, als auch auf einem geeigneten
Substrat kovalent immobilisiert und durch ein piezoelektrisches Stellelement in Kontakt
gebracht und wieder von einander entfernt. Hat wihrend der Kontaktzeit eine Bindung

stattgefunden, wird der Kraftsensor beim Zuriickziehen solange ausgelenkt bis die dufsere



1 Finleitung

Kraft gleich der Bindungskraft ist. Uber die mechanische Auslenkung des Kraftsensors
erlangt man dann direkt eine Information iiber die Dissoziationskrifte der Biomolekii-
le. Werden solche Experimente bei verschiedenen Riickziehgeschwindigkeiten gemacht,
erhilt man die Abhéngigkeit der Kraftverteilungen von den verschiedenen Belastungs-
raten und somit die Information iiber die kinetische Off-Ratenkonstante (kJ;; = £ mit
7 mittlere Lebensdauer).

Die Kraftspektroskopie fand erfolgreich ihre Anwendung bereits in einer Vielzahl von Ex-
perimenten, wie z.B. bei Untersuchungen von Rezeptor-Ligand-Systemen [5], Immuner-
kennenden-Systemen [6] und Zelladhésiven-Wechselwirkungen [7, 8|.

Diese Arbeit préasentiert rasterkraftmikroskopische und kraftspektroskopische Messun-
gen an Proteoglykanen. Die biologischen Aufgaben der Proteoglykane sind sehr vielfiltig
und erstrecken sich von relativ einfachen mechanischen Funktionen, Effekten mit dy-
namischen Prozessen wie Zelladhasion und -beweglichkeit bis zu hoch komplexen und
immer noch nicht ganz verstandenen Aufgaben in Zelldifferentiation und -entwicklung
[9, 10]. Untersucht werden zwei verschiedene Systeme, die Aggregationsfaktoren aus dem
Meeresschwamm Microciona prolifera und die Aggrecane aus dem bovinen artikuldren
Knorpel. Priméar wird die Selbstadhésion zwischen den Proteoglykanen untersucht, die
vermutlich durch Glykan-Glykan Wechselwirkungen in Verbindung mit Ca?" hervorgeru-
fen wird. Ca?" ist das Schliisselelement in vielen molekularerkennenden Ereignissen von
Biomolekiilen, einschliefslich der Rolle des Boten in synaptischen Transmissionen, Zel-
ladhésion und Kontraktion der Muskeln. Die Charakterisierung solcher Glykan-Glykan
Wechselwirkungen konnte ein tieferes Verstindnis der Embryogenese [11], der Metasta-
se [12, 13| und vielen anderen zelluliren Proliferationsprozesse fordern, in denen auch
selbsterkennende Glykan-Glykan Wechselwirkungen involviert sind.

Im Folgenden (Kapitel 2) wird auf die physikalischen Grundlagen der Rasterkraftmikro-
skopie und Kraftspektroskopie eingegangen. Anschliefend (Kapitel 3) werden die unter-
suchten biologischen Systeme vorgestellt. Danach (Kapitel 4) werden die verwendeten
Materialien und Methoden angegeben und die erlangten Resultate (Kapitel 5) diskutiert.
Abschliefend (Kapitel 6) folgen eine Zusammenfassung und ein Ausblick fiir mégliche

weitere Experimente.



2 Physikalische Grundlagen

In diesem Kapitel wird die allgemeine Funktionsweise des Rasterkraftmikroskops be-
schrieben, sowie die Kraftspektroskopie anhand einer Kraft-Distanz-Kurve erldutert. Die
zugehorigen theoretischen Grundlagen wie die Thermodynamik und die Kinetik der wir-

kenden Krafte werden diskutiert.

2.1 Rasterkraftmikroskopie

Im Jahre 1986 wurde das Rasterkraftmikroskop erstmals der Offentlichkeit durch sei-
ne Entwickler Binnig, Gerber und Quate [4| vorgestellt. Es gehort zu den so genannten
Rastersondenmikroskopen (engl: Scanning Prob Microscope, SPM) und basiert auf einer
Weiterentwicklung des Rastertunnelmikroskops (engl: Scanning Tunneling Microscope,
STM) [14, 15]. Die Rastersondenmikroskope besitzen alle eine sehr feine, fast atoma-
re Sonde, die im Kontakt oder im Nahfeld (Abstdnde von wenigen Nanometern) tiber
die Probe gerastert wird und somit punktweise Informationen iiber die Probenober-
flache liefert. Die unterschiedlichen Wechselwirkungen zwischen Sonde und Oberfliche
charakterisieren das jeweilige Gerdt. Beim Rastertunnelmikroskop wird ein sehr kleiner
Tunnelstrom (nA - pA) gemessen, was eine leitfahige Sonde und Oberfliche voraussetzt.
In der Rasterkraftmikroskopie wird die atomare Kraftwechselwirkung zwischen Ober-
flache und Sonde als bildgebende Information benutzt. Dieses Messverfahren erlaubt
Untersuchungen an Luft und in Fliissigkeit. Damit ist es priadestiniert fiir das Abbilden
von Biomolekiilen. Im Falle des optischen Nahfeldmikroskops (engl: Scanning Near-Field
Optical Microscope, SNOM) [16] dient die Lichtwechselwirkung (evaneszentes Feld) zur
Bilderzeugung.



2 Physikalische Grundlagen

2.1.1 Aufbau

Die Sonde bzw. der Kraftsensor des Rasterkraftmikroskops besteht aus einem Feder-
balken (engl: cantilever) und einer sehr feinen Spitze (engl: tip) mit einem Radius von
wenigen Nanometern. Mit Hilfe von piezoelektrischen Stellelementen (Scanner) wird die
Probe an den Kraftsensor angendhert und gerastert. Die piezoelektrischen Stellelemente
lassen sich proportional zu einer angelegten Spannung strecken bzw. stauchen. Welcher
Prozess eintritt ist abhéngig von der Polaritdt der Spannung. Alternativ kann die Probe

festgehalten werden und mit dem Kraftsensor angefahren werden.

Laser

4-Quadranten
Photodetektor

Kraftsensor + Spitze

Datenaufnahme
-

>
Regehmg

Scanner

Abbildung 2.1: Prinzip des Rasterkraftmikroskops

Wenn sich die Spitze in der Nihe der Oberfliche einer Probe befindet, wird der Kraft-

sensor durch die wirkenden molekularen Krifte ausgelenkt. Diese Auslenkung wird meist



2.1 Rasterkraftmikroskopie

durch ein Lichtzeigersystem (optical beam deflection) [17], bestehend aus Laser und
Photodioden, detektiert. Abbildung 2.1 zeigt so ein System. Ein Laserstrahl wird auf
die Riickseite des Kraftsensors fokussiert und reflektiert, wobei die Reflektion iiber einen
Spiegel auf eine 4-Quadrantenphotodiode [18| projiziert wird. Die auf diese Weise gemes-
senen Krifte dienen als Riickkopplungssignal zur Steuerung der Bewegung des Kraft-
sensors in vertikaler Richtung (Feedback-Regelkreis). Mit diesem Verfahren ist sowohl
die vertikale als auch die laterale Verformung des Kraftsensors sehr prizise messbar
[19] (Abbildung 2.2). Die Verbiegung des Kraftsensors verdndert den Ausfallwinkel des
Laserstrahls und bewirkt somit eine Verschiebung des Laserspots auf dem Detektor.
Dadurch dndert sich der Stromfluss in der Detektoreinheit. Eine vertikale Auslenkung
des Kraftsensors entspricht einer Normalkraft F)y, die proportional zu der Differenz der
Teilspannungen der oberen und unteren Segmente ist (Uxy = (Ua + Ug) — (Uc + Up)).
Die Torsionsauslenkung bedingt durch Lateralkréifte F7, ist proportional zur Differenz
der Teilspannungen linker und rechter Segmente (U, = (Ua + Uc) — (Ug + Up)). Es
existieren weitere Methoden, um die Verformung des Kraftsensors zu detektieren z.B.
mit Hilfe des Tunnelstroms [4], iiber die Interferometrie [20] oder kapazitiv [21]. Jedoch

ist das Lichtzeigersystem das etablierteste.

4-Quadranten Photodiode

"_.'crtikal l latcl'al ﬁ'FL

Fw

Abbildung 2.2: Messung der normalen und lateralen Verformung des Kroftsensors mit dem
Lichtzeigersystem im Kontakt Modus



2 Physikalische Grundlagen

2.1.2 Wechselwirkungskrafte

Fiir die Art der atomaren Wechselwirkungskrifte zwischen Kraftsensor und Probeno-

berflache sind Faktoren wie der Abstand zwischen Kraftsensor und Oberflache, das um-

gebende Medium (Vakuum, Luft, Fliissigkeit) und das Proben- bzw. Kraftsensormate-

rial von Bedeutung. Man unterscheidet grundsitzlich zwischen kurzreichweitigen und

langreichweitigen Kréften [22]. Im Folgenden werden kurz einige fiir die AFM-Messung

relevanten Wechselwirkungen [23] beschrieben.

e Pauli-Abstofiung: Beim Kontakt zwischen Kraftsensor und Oberflache iiberlap-

pen sich die Elektronenwellenfunktionen der Spitzenatome mit denen der Ober-
flaiche. Nach dem Pauli-Prinzip kénnen Elektronen, die in allen Quantenzahlen
iibereinstimmen, nicht am selben Ort sein. Folglich kann man eine stark repulsive

Kraft erst unterhalb einer Reichweite von 0,1 nm nachweisen.

Van-der-Waals-Kraft: Diese Kraft beinhaltet alle inter- und intramolekularen
Wechselwirkungen, welche auf permanenten oder induzierten Dipolen basieren
[24], jedoch nicht elektrostatische oder bindungsbildende Wechselwirkungen. Das
Van-der-Waals-Potential ®,4, setzt sich aus Dipol-Dipol-Wechselwirkung® D01,
Dipolinduzierter-Wechselwirkung? ®;,; und London’scher Dispersionswechselwir-
kung?® @4, |25] zusammen. Der Dispersionsanteil dominiert in der Regel gegeniiber
den anderen, aufer bei stark polaren Molekiilen wie H>O. Diese Wechselwirkung
hat einen langreichweitigen Bereich, der etwa 100 nm betragt. Im Vakuum ist sie
immer attraktiv, kann aber auch in bestimmten Medien repulsiv werden. Fiir zwei

makroskopische Kérper mit Abstand r ldsst sie sich ndherungsweise durch

—C

q)vd’w == F (21)

darstellen.

Kapillarkraft: Praktisch alle Festkorper sind unter Atmosphérenbedingungen mit

einem permanenten molekularen wéssrigen Kondensatfilm benetzt [26]. Kommen

1

ausrichten permanenter Dipole relativ zueinander

2ein Dipolmoment wird im Feld eines Dipols erzeugt
3Wechselwirkung zwischen fluktuierenden Dipolen und der in ihrem Feld induzierten Dipolen



2.1 Rasterkraftmikroskopie

Spitze und Probe mit einander in Kontakt, bildet sich eine Fliissigkeitskapilla-
re aus, die zusétzliche dominierende Adhésionskrafte von 10-100 nN hervorruft.
Diese Kréfte haben einen attraktiven Charakter und eine Reichweite von etwa 10
nm, abhéngig von der Dicke des Kondensatfilms. Durch Benutzung ultra schar-
fer Spitzen kénnen sie reduziert werden [27]. Neutralisieren kann man sie nur in

Fliissigkeiten oder im Vakuum.

e Elektrostatische Wechselwirkung: Diese Wechselwirkung resultiert aus der
Tatsache, dass zwischen zwei Ladungen ()1 und () im Abstand r eine Kraft exis-
tiert, die Coulombkraft:

1 Q10
Fo = 2.2
© Ameeq 12 (2:2)

mit den Dielektrizitdtskonstanten ¢, des Vakuums und e des Mediums*. Je nach
Vorzeichen kann diese Kraft sowohl repulsiv als auch attraktiv sein. Sie gehort zu
den langreichweitigen Kraften mit mehreren 100 nm Reichweite. Durch Messung
in Fliissigkeit kann sie reduziert werden, da z.B. Wasser bei Raumtemperatur ein

¢ von 81 hat und dieses mit + in die Coulombkraft eingeht (Gleichung 2.2).

Das Gesamtpotential ldsst sich qualitativ in Form eines Lennard-Jones-Potentials ®(z)

darstellen:

o= (2)" (2] o3

mit der Tiefe des Potentialtopfes €, Abstand zwischen den Atomzentren ¢ und dem
Kontaktabstand z , wobei € und o Materialkonstanten sind. Fiir z < o steigt der (%)12
Term stark an. In diesem Fall ist die Wechselwirkung kurzreichweitig und stark repul-
siv, da wegen des Pauliprinzips kein Quantenzustand mehrfach besetzt sein darf. Wenn
z > o ist, gibt der — (%)6 Term tiberwiegend das Van-der-Waals-Potential wieder und ist
fiir die langreichweitigen Krifte, die attraktiv sind, verantwortlich. Dieses Modell liefert
im Vakuum bei ungeladenen Proben eine brauchbare Ndherung. Fiir geladene Proben
kommt der Coulomb-Anteil hinzu. Wird die Probe unter Atmosphérenbedinungen ver-

messen, muss auch die Kapillarwirkung des Feuchtigkeitsfilms betrachtet werden. In

4im Vakuum ist e = 1



2 Physikalische Grundlagen

Abbildung 2.3 ist ein Lennard-Jones-Potential graphisch dargestellt mit den jeweiligen

Wechselwirkungsbereichen fiir die im néchsten Abschnitt erwihnten Messmodi.

=
5
i)
o
Tapping
Kontakt : Abstand 2
H r
attraktiv
," Nichtkontakt
Y

Abbildung 2.3: Lennard-Jones-Potential mit Wechselwirkungsbereichen fiir die wverschiede-
nen Messmodi. Der Kontakt Modus arbeitet im repulsiven Bereich. Der
Tapping™ Modus arbeitet sowohl im repulsiven als auch im attraktiven Be-
reich und der Nichtkontakt Modus arbeitet ausschlieflich im attraktiven Be-
reich.

2.1.3 Messmodi

Prinzipiell unterscheidet man zwischen zwei Messmodi fiir die Topographiedarstellung:
Dem Kontakt Modus (engl: contact mode) und dem Dynamischen Modus, der sich wie-
derum in einen berithrungslosen Modus (engl: non contact mode) und einen Modus mit
kurzzeitiger Beriihrung (engl: intermittent contact mode bzw. tapping™ mode) unter-

teilen lisst.

Im Kontakt Modus [4| befinden sich der Kraftsensor und die Oberfliche in sténdi-
gem mechanischen Kontakt. Dieser Modus ist relativ stabil und nicht anfillig fiir den
Wasserfilm, weil er von der Spitze des Kraftsensors durchstochen wird. In diesem Fall
werden repulsive Krifte von 1071° N bis 10° N detektiert. Da diese Krifte sehr abstands-
sensitiv sind, ist die Auflgsung in z-Richtung ca. 0,01 nm |26]. Die mégliche Auflgsung
in x-und y-Richtung betrigt aufgrund der Spitzengeometrie etwa 0,1 nm. Fiir die Ober-

flichendarstellung kann entweder die Kraftsensorverbiegung konstant gehalten werden



2.1 Rasterkraftmikroskopie

(constant force mode) oder die z-Richtung der Oberfliche (constant height mode). Im
ersten Fall wird die vertikale Position der Spitze detektiert und beim zweiten wird die
direkte Auslenkung des Kraftsensors erfasst bzw. die Bewegung des Laserspots auf der
Photodiode. Mit dem Kontakt Modus lassen sich hohe Auflésungen erreichen, aufserdem
erhilt man zusétzlich Informationen iiber Reibungskrifte und plastische Verformung.
Jedoch eignet er sich weniger fiir weiche Oberflichen oder Biomolekiile, da diese durch

die Spitze zerstort werden kdnnen.

In den Dynamischen Modi [28] wird der Kraftsensor mit einem Piezo in Schwin-
gung gebracht, der zunéchst in der Néhe seiner Resonanzfrequenz fy mit der Amplitude
Ap schwingt (Abbildung 2.4). Wird der Abstand Oberfliche-Spitze auf typischerweise 10
bis 100 nm reduziert, kommt es aufgrund der Kraftgradienten zur Wechselwirkung. Die
dominierenden meist attraktiven Van-der-Waals-Kréfte bewirken eine Verschiebung der
Resonanzfrequenz um A f, was auch eine Variation der Oszillationsamplitude Ay und der
Phase ¢y zwischen Anregungs- und Detektionssignal mit sich bringt. Als Abstandsre-
gelung kann sowohl das Amplitudensignal (AM-detection) wie auch das Frequenzsignal
(FM-detection) benutzt werden. Somit erhélt man ein Topographie-Bild (height image),
ein Amplituden-Bild (amplitude image) und ein Phasen-Bild (phase image). Anhand
des Phasen-Bildes kann man Informationen iiber die Energiedissipation gewinnen und
dadurch Aufschlufs iiber die Oberflicheneigenschaften erhalten [29].

e Der Nichtkontakt Modus fordert hohe Anspriiche an Messaufbau und Regelelek-
tronik, da hier auf den Kontakt zwischen Probe und Kraftsensor gdnzlich verzich-
tet wird. Erst 1995 gelangen Aufnahmen mit atomarer Auflésung [30]. Weil der
Abstand Probe-Kraftsensor zwischen 1 bis 200 nm betrigt, ist ein absolut zer-
storungsfreies Abbilden méglich. Fiir einen stabilen Betrieb in diesem Modus ist
eine Vakuum-Umgebung notwendig. Mittlerweile ist es aber gelungen sowohl an
Luft als auch in Fliissigkeit mit diesem Modus molekulare Auflésung zu erreichen
|31, 32].

e Beim Tapping™ Modus beriihrt der Kraftsensor die Oberfliche nur fiir kurze
Zeit (ps-Bereich) [33] im unteren Umkehrpunkt der Schwingung. Der Kraftsensor
tippt bzw. klopft (engl: to tap)® also auf die Oberfliche. Auf diese Weise werden

5deswegen auch der Name tapping™™ mode



2 Physikalische Grundlagen

die lateral Kréfte minimiert [34], was eine hohere Auflosung fiir weiche Materialien
impliziert. Dieser Modus kann an Luft und auch in Fliissigkeiten betrieben werden,
deshalb eignet er sich sehr fiir die Untersuchung von biologischen Proben.

attraktiv r 180°

7\ repulsiv
L\ —>
X [
I 150°
1.5V !
! L 1200
(] | -
g ! -
2 | [ =
L 1 w0 B
1
£ | L8
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0.5V — i
\ 30°
I
I -
0.0V — | T ' | T o
303kHz 304kHz 30skHz  Jo 306kHz 307kHz
Frequenz

Abbildung 2.4: Resonanzkurve eines frei schwingenden Siliziumkraftsensors an Luft. Die rote
Kurve zeigt den Resonanzpeak bei fo mit Amplitude Ay und die grine Kur-
ve die Phasen. Kommt der Kraftsensor in den Wechselwirkungsbereich der
Probenoberfliche, so wird die Resonanzfrequenz bei attraktiven Kriften ver-
kleinert und bei repulsiven Krdften vergrofiert.

Alle in dieser Arbeit prisentierten AFM-Bilder werden an Luft im Tapping™ Modus

aufgenommen.

2.2 Kraftspektroskopie

Die Kraftspektroskopie ist eine weitere Anwendung des AFM. Da der Kraftsensor dem

Hooke’schen Gesetz

AF = —kAz (2.4)

gehorcht (mit AF Kraft auf den Kraftsensor, k dessen Federkonstante und Az seine
Auslenkung), kénnen sehr kleine Kréfte detektiert werden. Ihre Anwendung findet die
Kraftspektroskopie unter anderem in der Bestimmung der thermodynamischen Disso-
ziationsrate von Rezeptor-Ligand-Bindungen [3] oder in Untersuchungen von Protein-
Faltungsstrukturen [35]. Bei dieser Technik wird nur der Abstand zwischen Kraftsensor

und Probenoberfliche variiert und die Verbiegung (engl: deflection) des Kraftsensors mit

10



2.2 Kraftspektroskopie

dem Lichtzeigersystem (Abschnitt 2.1.1) detektiert. Das heifit der Kraftsensor wird mit
dem Piezo so lange an die Oberfliche gefahren, bis er mit einer bestimmten Kraft (engl:
trigger point) darauf driickt und dann wieder iiber eine definierte Distanz zuriickgezo-
gen. Diese Distanz wird durch einen so genannten LVDT-Positionssensor (Linear Varia-
ble Differential Transformator) gemessen. Die Messdaten aus Kraft auf den Kraftsensor
und Distanz des Piezo werden iiber eine Kraft-Distanz-Kurve visualisiert. In Abbildung

2.5 ist eine typische Kraft-Distanz-Kurve dargestellt.

approach
——

—_—
retract

Kraft [pN]

Fa

>

Z-Piezo-Extension [nm]

Abbildung 2.5: Graphische Darstellung einer typischen Kraft-Distanz-Kurve. Rechts ist die
charakteristische Kraftsensorauslenkung fiir die verschiedenen Phasen gezeigt.

Im Bereich (1) ist der Kraftsensor weit von der Probenoberfliche entfernt; er ist im
Ruhezustand, demnach keine Auslenkung. Ab einer bestimmten vertikalen Position (2)
iberwiegen attraktive Krifte (Van-der-Waals-, Elektrostatische- und Kapillarkrafte), so
dass der Kraftsensor zur Oberfliche ,springt* (snap-in), was eine negative Auslenkung
bewirkt. Bei weiterer Annadhrung verbiegt sich der Kraftsensor aufgrund der nun do-
minierenden repulsiven Kréfte, zundchst in seine Ruheposition (3) und dann bei Kon-
takt mit der Probenoberfliche in die andere Richtung (4), also positive Auslenkung.
Der Kraftsensor wird solange ausgelenkt, bis eine vorgegebene Kraft erreicht ist (5). Bei
dieser Kraft wird der Kraftsensor wieder zuriickgezogen, verlisst jedoch die Probenober-
flache nicht (6), wegen der unspezifischen Adhésionskréfte. Erst wenn die Riickstellkraft

die anziehenden Krifte (F,) iiberwiegt (7), springt der Kraftsensor von der Probeno-
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2 Physikalische Grundlagen

berfliche weg und ist wieder kraftefrei.

Fiir die Anwendung der Kraftspektroskopie miissen die zu untersuchenden Molekiile auf
dem Kraftsensor und Substrat immobilisiert werden, was in vielen Fillen eine Reihe von
chemischen Priparationsschritten erfordert [36]. Zu beachten ist, dass die Bindungskraf-
te der immobilisierten Molekiile, sowohl auf dem Kraftsensor wie auch auf dem Substrat,
um Grokenordnungen stérker (kovalent) sind als die Dissoziationskrifte der wechselwir-
kenden Molekiile zwischen Kraftsensor und Substrat. Dies gewéahrleistet die Messung der
gewiinschten Ereignisse. Um physiologische Bedingungen zu schaffen, werden Messungen

an Biomolekiilen in Fliissigkeit durchgefiihrt.

2.2.1 Kalibration des Kraftsensors

Um die Dissoziationskréifte moglichst genau zu bestimmen muss der Kraftsensor vor
jeder Messung kalibriert bzw. seine Federkonstante verifiziert werden. Dazu gibt es meh-
rere Verfahren, die sich in statische und dynamische Methoden unterteilen lassen [37].
Bei den statischen Methoden wird eine exakt bekannte Kraft auf den Kraftsensor aus-
geiibt und aus der resultierenden Auslenkung auf die Federkonstante geschlossen. Bei
den dynamischen Methoden wird der Kraftsensor in Schwingung versetzt, iiber die man
an die Federkonstante gelangt, da die Schwingung von dieser abhingt. Im Folgenden
wird auf die dynamische Methode Thermal Noise Methode eingegangen, mit der in die-
ser Arbeit gearbeitet wird. Mit dieser Methode lassen sich ,weiche” Kraftsensoren bis
zu einer Federkonstante von k = 200 2 kalibrieren [38]. Der Kraftsensor wird hier-
bei als harmonischer Oszillator angesehen, der im thermischen Gleichgewicht durch die

Hamiltonfunktion

2

p 1 2 2
= b Mg 2.5
2meff 2m 11 Oq ( )

H

beschrieben wird. Mit p dem Impuls, m.s; der effektiven Masse, wy der Resonanzfre-

quenz und ¢ der Auslenkung des Oszillators. Aus dem Aquipartitionstheorem folgt:

1 1
<§meffw3q2> = §kBT’ (2.6)

wobei kg die Boltzmannkonstante und T die absolute Temperatur ist. Mit der Bezie-

hung w2 = mLff folgt fiir die Federkonstante des Kraftsensors:

12



2.2 Kraftspektroskopie

kT
(¢*)

Um (¢*) zu berechnen muss man die Langevin Gleichung betrachten. Fiir einen ge-

k=

(2.7)

dampften harmonischen Oszillator mit erzwungener Schwingung ist diese durch

d*q dg =, 0
214902 —
gz T T

exp iwt (2.8)

gegeben, wobei a die Dampfungskonstante, w Anregungsfrequenz, wy, Resonanzfre-
quenz und Fy die externe Kraft ist. Bei geringer Dadmpfung (20 < wp) und w = wy ist
die partikuldre Losung fiir stationdre Schwingung im thermischen Gleichgewicht gegeben

durch ein Lorentzprofil:

Fy

— TR eI cos(wt + ) (2.9)

q(t)

w2a_°"w2> dem Phasenwinkel. Integriert man nun das Quadrat der
0

mit ¢ = arctcm(
Fouriertransformierten dieser Losung:

2,4

~0 N2 Ajwp

1 = g+ (7 (2:10)

mit ) = =* Giitefaktor und Ag Amplitude, iiber den Frequenzraum, dann erhilt man

die mittlere quadratische Auslenkung:

()= | vt 1)

Die Parameter Ay, wy und ) werden durch einen Fit ermittelt.
Nun muss man noch beachten, dass die Auslenkung in Defl[V] gemessen wird, we-
gen dem Lichtzeigersystem (Abbildung 2.2). Hierfiir wird eine Kraft-Distanz-Kurve auf
hartem Untergrund (Mica, Gold) aufgenommen und die Steigung im Kontaktbereich
bestimmt. Invertiert man diese Steigung, erhilt man die so genannte inverse optische
Cantileversensitivitit (engl: invertical optical lever sensetivity) InvOLS [nm/V]. Damit

kann man nun die Auslenkung in Defl [nm] umrechnen:

Defl[nm] = Defl[V]- InvOLS [nm/V]. (2.12)

13



2 Physikalische Grundlagen

Somit wird Gleichung 2.7 zu:

kgT
(0V2) - x% - InvOLS?

k= (2.13)

mit y Korrekturfaktor und (6V?) mittlere quadratische Auslenkung in Volt. Der Kor-
rekturfaktor stellt das Verhéltnis zwischen dem InvOLS-Wert fiir frei schwingenden
Kraftsensor und dem InvOLS-Wert im Kontakt, auferdem hingt er von der Position
und Grofe des Laserspots ab [39]. Mit diesen Parametern ist nun die auf den Kraftsensor

wirkende Kraft zugéinglich:

FIpN] = Deflfnm] - k {%} | (2.14)

Die Ungenauigkeit liegt, wie auch bei allen anderen Methoden, bei 10 - 15% [40, 41].

2.2.2 Kinetik, Thermodynamik und Krafte

Uber die Kraftspektroskopie an z.B. Rezeptor-Ligand-Systemen sind zunichst nur die
Dissoziationskréfte zuginglich. Wie diese Krifte mit biochemisch relevanten Reakti-
onsparametern zusammenhangen, war zu Anfang der Einzelmolekiil-Kraftspektroskopie
nicht ganz klar. Die vorherrschende Uberzeugung war, dass eine definierte Kraft die
Stérke einer bestimmten Bindung wiedergebe. Diese Annahme hat sich als falsch erwie-
sen, denn die gemessenen Abrissereignisse unterliegen einer statistischen Verteilung und
diese Verteilung variiert mit der Ziehgeschwindigkeit. Ein entscheidender Betrag zum
Verstandnis der Zusammenhénge erfolgte 1997 durch Evan Evans und Ken Ritchie [3].
Sie erkannten, dass der Zerfall einer Bindung unter einer dufseren Kraft mit dem ther-
misch aktivierten Zerfall eines metastabilen Zustands verglichen werden kann und somit

mit der Reaktionsratentheorie [42-45| beschrieben werden kann.
e Dissoziation im thermodynamischen Gleichgewicht

Im Folgenden werden als Beispiel ein Rezeptor R und ein Ligand L betrachtet, die mit

einer On-Ratenkonstante £, [-L:] zu einem Rezeptor-Ligand-Komplex LR assoziieren

und mit einer Off-Ratenkonstante kY, [1] wieder dissoziieren:

0
kon

R+ L == RL. (2.15)

0
koyy
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2.2 Kraftspektroskopie

Der Kehrwert der Off-Ratenkonstante 7 = kol ist die mittlere Lebensdauer der Bin-

7
dung. Die thermodynamische Beschreibung von biologischen Reaktionen erfolgt bei kon-

stanter Temperatur 7" und konstanten Druck p, durch die freie Enthalpie G(T,p) =
H —TS. In welche Richtung nun eine Rezeptor-Ligand-Reaktion ablduft, wird durch die
Differenz der freien Enthalpien von End- und Anfangszustand AG ausgedriickt:

AG = AH —TAS = Gp — G4 (2.16)

mit AH Reaktionsenthalpie und AS Entropiednderung im System. Mit der freien
StandardenthalpieAGP lisst sich AG schreiben als

R][L]

AG = AG® — RTIn ! 2.17
" [RL]’ ( )
wobei R = 8,314 . die universelle Gaskonstante, [R] und [L] die Konzentration

der freien Rezeptoren bzw. Liganden und [RL] die Konzentration der Rezeptor-Ligand-
Komplexe ist. Im thermodynamischen Gleichgewicht gilt AG = 0 und

[BIL] _ Koy _ po (2.18)

[RL] kS,

mit Kp [M] Dissoziationsgleichgewichtskonstante des Komplexes. Somit gilt dann fiir

die freie Standardenthalpie

AG° = RTIn Kp. (2.19)

Bei Rezeptor-Ligand-Reaktionen lduft die Assoziation spontan ab (AG® < 0) und fiir
die Dissoziation muss Energie zugefiihrt werden. Aufgrund thermischer Fluktuationen
kann die Dissoziation eines Komplexes als das thermisch aktivierte Uberwinden einer
endlich hohen Potentialbarriere angesehen werden. Nach Arrhenius [46] ist dann der Zu-
sammenhang zwischen der Hohe der Potentialbarriere AG* und der Off-Ratenkonstante

gegeben durch:

AGH }

= 2.20
T (2.20)

mit dem Proportionalitétsfaktor C', der von Kramers [44] bestimmt wurde.
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A

Potential

Lmin Tmax . .
Reaktionskoordinate

Abbildung 2.6: Die rote Kurve stellt die frei Dissoziation eines Komplexes dar, der aus einem
metastabilen Zustand x,,;, tber die Potentialbarriere T, ,q. in einen freien Zu-
stand bzw. in einen zweiten metastabilen Zustand iibergeht, falls vorhanden.
In diesem Fall ist die Kinetik und damit die Off-Ratenkonstante k(o)ff von
der Temperatur und der Hohe der Potentialbarriere abhdngig. Die blaue Kur-
ve zeigt den Verlauf des Potentials bei einer wirkenden duferen Kraft. Die
Potentialbarriere wird hier um den Wert fxg abgesenkt.

e Dissoziation unter einer dufieren Kraft

In kraftspektroskopischen Experimenten wird die Dissoziation von Komplexen durch
eine dufere Kraft induziert. Nach Evans und Ritchie [3]| sowie Bell [47] wird durch eine

konstante mechanische Kraft f die Hohe der Potentialbarriere verkleinert:

AGHf) = AG* — fag, (2.21)

wobel Tg = Tpag - Tmin der Abstand zwischen dem Minimum des metastabilen Zu-
stands und dem Maximum der Potentialbarriere ist (Abbildung 2.6). Mit dieser Annahme
folgt fiir die Gleichung 2.20:

kops(f) = ko exp {%} (2.22)
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2.2 Kraftspektroskopie

Somit erhilt man die Off-Ratenkonstante als Funktion einer wirkenden mechanischen
Kraft. Nach dem Postulat von Evans und Ritchie entspricht die Dissoziation einem
thermisch aktivierten Zerfall eines metastabilen Zustands, infolge dessen kann die Re-

aktionskinetik beschrieben werden mit:

W g0, (2.23)

wobei p(t) die Wahrscheinlichkeit angibt, mit der die Bindung bis zum Zeitpunkt ¢
iiberlebt. Dabei wird vorausgesetzt, dass die Dissoziationswahrscheinlichkeit nur von der
instantan wirkenden Kraft abhidngt und nicht von der Vergangenheit des Systems. Da die
Relaxationszeit (t ~ 1071°—1077 s) [48, 49] von intramolekularen thermischen Prozessen
in das thermodynamische Gleichgewicht sehr viel schneller ist als eine Anderung der
angelegten Kraft f(¢) (~ 107" s bis min) [49] und auch die Lebensdauer der Bindung,
ist die Voraussetzung erfiillt. Eine zweite wichtige Annahme ist, dass die Kraft f(¢) nicht
von der Ziehgeschwindigkeit abhingt, sondern nur von der gesamten Auslenkung s = v-t

aller elastischen Komponenten (Molekiile, Kraftsensor etc.).

ft)=F(v-t)=F(s) (2.24)

Bei einer konstanten Ziehgeschwindigkeit v des Kraftsensors von der Probenoberfliche,

ergibt sich dann eine zeitliche Anderung der auf den Komplex wirkenden Kraft:

f(t) = /{Zeff’l)'t:T't (225)

mit der effektiven Federkonstante des Systems k.ss, deren Wert sich aus den Fe-
derkonstanten des Kraftsensors und der Elastizitdt des Molekiils zusammensetzt. Der
Parameter r stellt die Belastungsrate (engl: loading rate) dar.
Mit Gleichung 2.23 und Gleichung 2.24 ergibt sich dann fiir die Wahrscheinlichkeit
des Uberlebens der Bindung unter einer duReren Kraft f mit p,(f(t)) = p(t) und
p(t =0) = p,(f = finin) = 1 der Ausdruck:

(B kosy(f')
J(f) = 2 df! —off 2.26

p (f) eXp { v /fmin f F/(F_1<f/>> Y ( )
wobei f,.;, der Schwellenwert ist, unter dem die Dissoziationskrifte im Experiment

nicht mehr von den thermischen Fluktuationen unterschieden werden konnen. Aufier-
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2 Physikalische Grundlagen

dem muss F(s) fiir die Existenz der inversen Funktion F'~! monoton wachsend sein.

Nun kann man aus dem Maximum der Verteilung —dp;—;f) mit Gleichung 2.22 auf die

wahrscheinlichste Abrisskraft F),.. bei einer gegebenen Belastungsrate r schliefen:

Foge = 780y 187

(2.27)

Dieser Zusammenhang zwischen der wahrscheinlichsten Abrisskraft F,,, und der Be-
lastungsrate r bildet die Basis fiir die dynamische Kraftspektroskopie (engl: Dynamic
Force Spectroscopy, DFS). Um die Off-Ratenkonstante zu erhalten, werden Kréftever-
teilungen fiir verschiedene Belastungsraten aufgenommen, indem man die Ziehgeschwin-
digkeiten {iber mehrere Grofenordnungen variiert. Die erhaltenen Werte der wahrschein-
lichsten Abrisskrifte sollten in einer halblogarithmischen Darstellung eine lineare Ab-
hangigkeit von den verschiedenen Belastungsraten zeigen. Die inverse Steigung der er-
haltenen Regressionsgeraden ist proportional zu der Reaktionslédnge x4 und durch Extra-

polation der Regressionsgeraden zum Wert F},,, = 0 erhilt man die Off-Ratenkonstante

k(())ff.
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3 Biologische Grundlagen

In diesem Kapitel wird auf die in dieser Arbeit verwendeten biologischen Systeme ein-

gegangen.

3.1 Proteine

Proteine! sind polymere Makromolekiile, deren monomere Bausteine die Aminosiuren
sind. Dabei werden die Aminosduren in einer exakt definierten Reihenfolge zu einer
linearen, unverzweigten Kette iiber die so genannte Peptidbindung (Abbildung 3.2) zu
Proteinen zusammengesetzt. Es gibt 20 verschiedene proteinogene Aminoséuren, die sich
nur in ihren Seitenketten bzw. ihrer Restgruppe (R) unterscheiden. Ansonsten besitzen
alle Aminosiduren ein zentrales C-Atom (C,), woran ein H-Atom, eine Carboxylgruppe
(-COOH), eine Aminogruppe (-NHj) und die individuelle Seitenkette gebunden sind.
Die individuelle Seitenkette ist charakteristisch fiir jede Aminosidure und legt ihre Form,
ihre Polaritdt und ihre chemische Reaktivitat fest. Aufgrund der unterschiedlichen Po-
laritdten der Seitenketten, lassen sich die Aminosduren in einige definierte Kategorien
einteilen (Abbildung 3.1).

Proteine kénnen nur in der korrekten dreidimensionalen Konformation ihre volle bio-
logische Wirkung entfalten. Die spezifische Form erhalten sie aufgrund nichtkovalenter
Wechselwirkungen zwischen verschiedenen Bereichen der linearen Sequenz (Primérstruk-
tur) der Aminosduren. Die gesamte dreidimensionale Konformation setzt sich auferdem
noch aus der Sekundérstruktur (o-Helix, B-Faltblatt), der Tertidrstruktur (dreidimen-
sionale Anordnung alle Aminosaurenreste der Polypeptidkette) und der Quartarstruktur
zusammen. Die Quartdrstruktur beschreibt die Anzahl (Stochiometrie) und die raumli-
che Anordnung von multimeren Proteinen, die aus mehreren Polypetidketten bestehen.

Genaueres dazu findet man z.B. in [50].

!Eine Kette von 20 bis 30 Aminosiuren wird Peptid genannt, alles dariiber hinaus wird als Polypeptid
bzw. Protein bezeichnet. Ein Protein kann bis zu 4000 Aminosiuren enthalten.
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basische Aminosiuren

hydrophile Aminoséuren

polare Aminosauren
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Abbildung 3.1: In dieser Abbildung ist die chemische Struktur der 20 proteinogemen Ami-
nosauren, unterteilt in drei Gruppen, dargestellt: hydrophile und hydrophobe
Aminosduren sowie drei Aminosduren mit besonderen Merkmalen. Die Be-
sonderheit von Cystein ist die Fahigkeit Disulfidbricken auszubilden (kova-
lente Bindung zwischen Polypeptiden). Glycin ist die kleinste Aminosdure und
Prolin kann aols einzige Aminosdure eine Ringstruktur mit der Aminogruppe
des Cy ausbilden. Aus [50]
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Peptidbindung

Abbildung 3.2: Die Peptidbindung, die zwei benachbarte Aminosdurenreste zu einer Protein-
kette verknipft, bildet eine Kondensation zwischen zwei Aminosduren. Aus

[50]

3.2 Proteoglykane

Proteoglykane sind vielfdltige Makromolekiile bestehend aus einer oder mehreren bis
zu 100 Glykosaminoglykan-Ketten, die kovalent an ein Kernprotein gebunden sind [51].
Sie kommen in der extrazelluliren Matrix und auf der Oberfliche vieler Zellen vor.
Die Glykosaminoglykane sind lange, repetitive, unverzweigte Polymere bestimmter Di-
saccharide. Die Struktur ist meist durch die Disaccharide einer der beiden Uronsau-
ren D-Glucuronsdure und r-Iduronsdure oder auch aus N-Acetylglycosamin oder N-
Acetylgalactosamin gegeben. Die Verkniipfung der Glykosaminoglykane mit dem Kern-
protein erfolgt im Golgi-Apparat. Dort reagiert ein definiertes Verbindungstrisaccharid
mit Serinseitenketten, das als ,Keim“ fiir die schrittweise enzymatische Polymerisati-
on der Glykosaminoglykane dient. In Abbildung 3.3 sind die vier Hauptgruppen der
Glykosaminoglykane dargestellt: Hyaluronan, Chondroitinsulfat /Dermatansulfat, Hepa-
rin/Heparansulfat und Keratansulfat. Die Glykosaminoglykane sind negativ geladen,
weil mindestens einer der beiden Zuckerreste eine Sulfatgruppe enthélt. Fiir die relativen
Molmassen und fiir die Ladungsverteilung von Proteoglykanen kénnen nur Mittelwerte
angegeben werden, da in einer Matrix verschiedene Kernproteine vorkommen, an die
eine unterschiedliche Zahl von Glykosaminoglykanen mit variabler Linge und Zusam-
mensetzung gebunden sein kénnen.

Es existieren zwei Gruppen von Proteoglykanen die SLRP (small-leucine-rich-proteogly-
cans) und die modularen Proteoglykane. Die SLRP sind kompakte Proteine, die sich aus

kurzen, wiederholenden Einheiten zusammensetzen, in denen die Position der Leucinres-
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3 Biologische Grundlagen

te konserviert ist. Die modularen Proteoglykane sind grofse aus verschiedenen Baustei-
nen bzw. Modulen zusammengesetzte Proteoglykane, die aus zwei Subfamilien bestehen,
den Hyaluronan? und Lektin bindenden Proteoglykanen (Aggrecan, Brevikan, Neurokan
und Versikan) und den nicht Hyaluronan bindenden Proteoglykanen (Perlekan, Agrin
und Testikan) [52].

(a) Hyaluronan (n < 25,000) (c) Heparin/Heparan sulfate (n = 200)
(s05)
[ol0]0) COO’ CH,0OH
o) o/B(1—4) o, ol1=4)
OH NHCOCH, NHSO4-
N SOs (COCH3)
D-Glucuronic acid N-Acetyl-
D-glucosamine D-Glucuronic or N-Acetyl- or N-sulfo-
L-iduronic acid D-glucosamine

(b) Chondroitin (or dermatan) sulfate (n < 250) (d) Keratan sulfate (n = 20-40)

(SO4) (5057) (S04
C00- CH,OH CHQOH CH,OH
ol (SO57) pil=a) 154 B1—3)
OHO (6}
~
\(O OH n
ow/B(1—=3)
OH NHCOCH, NHCOCH,
D-Glucuronic acid  N-Acetyl- D Galactose N-Acetyl-
(or L-iduronic acid)  D-galactosamine D-glucosamine

Abbildung 3.3: Strukturformeln einiger Glykosaminoglykane, die den Polysaccharidanteil von
Proteoglykanen bilden. Alle Glykosaminoglykane entstehen durch Polymerisa-
tion spezifischer Disaccharide. (n) ist die charakteristische Anzahl der invol-
vierten Disaccharide. Aus [50]

Die Proteoglykane haben vielfiltige Funktionen in der extrazelluliren Matrix und
bestimmen durch ihr Wasserbindungsvermogen ganz wesentlich die biomechanischen
Eigenschaften. Zum Beispiel wirken sie in den Basalmembranen als biologische Filter
und haben zellbindende und zellabstofkende Aufgaben. Sie dienen auch als Corezeptoren
fiir zahlreiche Wachstumsfaktoren und andere Hormone. Diese Vielfalt der Funktionen
macht die Proteoglykane sehr interessant fiir die Forschung. Als Paradebeispiel dient das
Aggrecan, da die Zusammensetzung relativ gut bekannt ist [53, 54| und es kommerziell
erhéltlich ist.

2Hyaluronan ist ein lineares Polysaccharid in der extrazelluliren Matrix, das ebenfalls aus Disaccha-
rideinheiten (N-Acetylglycosamin und D-Glucuronsdure) besteht und an das keine Sulfatreste oder
Proteine gebunden sind.
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3.2.1 Aggrecan

Das Aggrecan ist ein wichtiges, strukturgebendes Proteoglykan aus der extrazelluldren
Matrix von Knorpeln. Es ist ein modulares Proteoglykan mit mannigfaltigen funktionel-
len Doménen, dessen Struktur stark an eine Flaschenbiirste erinnert (Abbildung 3.4).
Zusammengesetzt ist es aus einem Kernprotein vom etwa 300 kDa mit drei globulidren
Regionen [54], die als G1, G2, und G3 bezeichnet werden. Jede von diesen Doménen
besitzt Cystein Reste, die die Disulfid-Bindungen hervorrufen [55]. Die G1 und G2 Re-
gionen sind durch eine kurze interglobulire Doméne (IGD) getrennt. Zwischen den G2
und G3 Doménen liegt eine groke Region, an die Glykosaminoglykane (GAG), etwa
100 Chondroitinsulfat-Ketten (CS) und bei manchen Spezies auch Keratansulfat-Ketten
(KS), gebunden sind.

Abbildung 3.4: Graphische Darstellung des Aggrecans mit N, Amin-Terminus; G1, G2, GS3,
globuldre Damdanen; IGD, interglobuldre Domdne zwischen G1 und G2; cp,
Kernprotein (engl: core protein); KS, Keratansulfat Region; CS, Chondroitin-
sulfat Region; GAG, Glykosaminoglykan-Ketten; C, Carbozyl-Terminus. Aus
[56]

Das Aggrecan gehort zu der Familie von Hyaluronan und Lektin bindenden Proteogly-
kanen auch Hyalektane genannt. Durch nichtkovalente Assoziation mit dem Hyaluronan
iiber den Amin-Terminus an G1 und einem etwa 45 kDa schweren Link-Glykoprotein?
[57] bildet es Aggregate von >200 MDa. Im Knorpel formen diese Aggregate ein dicht
gepacktes, hydratisiertes Gel, das durch Kollagen-Fasern verstiarkt wird. Durch die star-
ke negative Ladung der GAG wirken elektrostatische Repulsionskrifte, die fiir mehr als
50% des Gleichgewichts-Kompressionsmoduls vom Knorpel verantwortlich sind [58]. Die
Struktur des Aggrecans kann leicht variieren und ist abhingig vom Alter, Krankheit und
Spezies. Die Variation macht sich in der Linge und der Anzahl der Glykosaminoglykan-
Ketten bemerkbar [59].

3Verbindungsprotein
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3 Biologische Grundlagen

3.3 Aggregationsfaktoren

Die Aggregationsfaktoren (AF) bestehen hauptsichlich aus Proteinen und Glykanen,
wobei der Anteil an Proteinen sich von 40 bis 74% erstreckt [60]. Aufgrund ihrer Zu-
sammensetzung und Struktur wurden sie als proteoglykandhnliche Molekiile eingestuft.
Man findet diese Proteoglykane in der extrazelluliren Matrix von Meeresschwammen.
Sie sind dort mafsgeblich fiir die spezies-spezifische Aggregation der Schwammzellen
verantwortlich und wurden in etlichen Meeresschwimmen nachgewiesen |61, 62]. Die-
se Zell-Aggregation der Meereschwimme ist abhiingig von der extrazelluliren Ca®"-
Konzentration von etwa 10 mM. Ahnliche Konzetrationen findet man auch im Meeres-
wasser.

Die spezies-spezifische Ca?'-Abhingigkeit der Zell-Aggregation wurde bereits 1907 von
Wilson [63] beobachtet. Er dissoziierte die Schwammzellen mechanisch, indem er sie
durch ein feines Tuch presste. Die Zellen setzten sich ab und fingen an sich zu bewegen.
Kamen die Zellen in Kontakt mit einander, so bildeten sie zunéchst grofere Aggregate
und reorganisierten sich bis hin zu kleinen funktionsfihigen Schwimmen [64]. Wenn Zel-
len von verschiedenen Arten dissoziiert und vermischt wurden, so haben nur die Zellen
gleicher Art aggregiert. Im Gegensatz dazu fand dieser Prozess ohne Ca?" nicht mehr
statt bzw. es wurden nur lediglich kleine Klumpen gebildet [62].

Um zu zeigen, dass die AF die spezies-spezifische Zelladhision bewirken, wurden zellfreie
Systeme untersucht. Man reinigte AF von drei verschiedenen Schwammarten auf und
koppelte sie mit farbigen bzw. fluoreszierenden Kiigelchen, um das Verhalten in Losung
besser zu beobachten. Auch hier aggregierten AF von gleicher Art Ca?"-abhingig [65].
Dies hat gezeigt, dass diese Proteoglykane eine zentrale Rolle in der spezies-spezifischen
Zelladhésion einnehmen.

Als verldflich und relativ einfach erweist sich die Aufreinigung der AF aus Microciona

prolifera, dessen AF auch in dieser Arbeit verwendet werden.

3.3.1 Aggregationsfaktor aus dem Meeresschwamm Microciona

prolifera

Der Microciona Aggregationsfaktor (MAF) wird aus dem Meeresschwamm Microciona
prolifera extrahiert [61]. Dieses Proteoglykan ist ein riesiges Makromolekiil mit einer

Molmasse von 2 x 107 Da. Demzufolge ist es nicht kristallisierbar und man hat keine
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3.3 Aggregationsfaktoren

Kenntnis iiber die atomaren Strukturen von diesem Proteoglykan.

Der Aggregationsfaktor ist fiir die spezies-spezifische Zelladhésion zustandig, welche von
einer Ca?"-abhiingigen und einer Ca?"-unabhingigen Wechselwirkung induziert wird.
Der MAF bindet iiber ein kleines 6 kDa Glykan (g6) [66] an die Zellmembran-Rezeptoren
Ca?"-unabhiingig und interagiert mit anderen MAF iiber ein 200 kDa Glykan (g200)
[67] Ca®"-abhingig. Die Struktur ist ,sonnenartig“ (Abbildung 3.5) und besteht aus
einem Ring mit etwa 20 globuldren Einheiten und daran nicht kovalent gebundenen
Armen. Der Ring fungiert als Riickgrat, dessen globuldren Einheiten jeweils einem 30-
50 kDa Protein MAFp3 entsprechen, die ein oder zwei g200 tragen. Die Arme werden
auch aus globulidren Einheiten, die dem Protein MAFp4 mit ca. 400 kDa entsprechen,
zusammengesetzt und enthalten g6 Molekiile. Neben den MAFp3 und MAFp4 wurden
noch zwei andere Glykoproteine identifiziert [68]. Auferdem konnte noch gezeigt werden,
dass bei der Entfernung von Ca?" aus der Losung die MAF in mindestens 11 verschiedene

Untereinheiten dissoziieren [69].

=

B y
MAFp4

domains @
HA-like

Abbildung 3.5: Links graphische Darstellung des MAF und rechts das Modell der MAF ver-
mittelten Schwamm-Zellen-Adhdsion mit A: Ca®” -abhingige Interaktion zwi-
schen MAFp3 diber die ¢200; und B: MAFp3 und MAFpj interagieren mit
einander iber ein Hyaluronan dhnliches Molekil. Aus |70]

Die haufigsten vorkommenden Saccharide in der Komposition des MAF sind Fucose,
p-Glucuronsidure, Mannose, Galactose und N-Acetylglycosamin |71, 72|. Der Aufbau der
beiden wichtigen Glykane g6 und g200 ist trotzdem recht unbekannt. Mittlerweile ist es

gelungen einige Strukturen zu identifizieren, wie ein pyruvyliertes Trisaccharid 73], das
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sowohl im g200 wie auch im g6 enthalten ist, und ein sulfatisiertes Disaccharid, das nur
im g200 vorkommt |74]. Obwohl die MAF p-Glucuronsdure und N-Acetylglycosamin ent-
halten, scheinen sie keine der Hauptgruppen der Glykosaminoglykane von héheren Lebe-
wesen zu reprasentieren [67]. Aber man fand iiber verschiedene Experimente heraus, dass
Hyaluronan eine wichtige Rolle bei der Schwamm-Zell-Adhésion spielt [75, 76|. Jedoch
konnte man keine hyaluronanahnlichen Polysaccharide in den MAF nachweisen [75]. Man
geht deshalb von der Existenz eines neuartigen Glykosaminoglykans aus, welches dem
Hyaluronan sehr dhnlich sein soll, dessen Art aber noch nicht bekannt ist. Das einzige bis-
her bekannte gemeinsame Glykosaminoglykan von Schwidmmen und héheren Lebewesen
ist Chondroitin-4-Sulfat! [77]. Hyaluronan, Chondroitin-6-Sulfat /Dermatansulfat, Hepa-
rin/Heparansulfat und Keratansulfat sind bis jetzt noch nicht in Schwimmen gefunden

worden.

4Chondroitin-4-Sulfat hat die Sulfatgruppe vorwiegend am Kohlenstoffatom 4 des N-
Acetylgalactosamins (Abbildung 3.3).
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4 Materialien und Methoden

In diesem Kapitel werden die verwendeten Materialien und Geréte sowie die angewen-
deten Praparationsschritte fiir die Rasterkraftmikroskopie und Kraftspektroskopie ge-

nannt.

4.1 Biologische Systeme

In dieser Arbeit werden die Proteoglykane Aggrecan (Sigma-Aldrich, Miinchen, Ger-
many) aus dem bovinen artikuldren Knorpel und MAF (Institute for Bioengineering
of Catalonia, Parc Scientific Barcelona, Spain) aus dem Schwamm Microciona prolifera

untersucht.

e Isolierung der MAF': Die Schwammzellen des Schwammes Microciona prolifera
sind vom Department of the Marine Biological Laborotory (Woods Hole, Massa-
chusetts, USA) gesammelt worden und von Prof. Dr. Xavier Fernandez-Busquets
(Universitiat Barcelona) zur Verfiigung gestellt. Die Microciona Aggregationfakto-

ren sind dann nach dem in [61, 71| beschriebenen Verfahren isoliert worden.

e Isolierung der Aggrecane: Die Aggrecane sind aus dem artikuldren Knorpel
extrahiert worden, chromatographisch aufgereinigt, entwissert und vor der Ge-
friertrocknung sterilgefiltert. Die lyophilisierten Aggrecane sind im Wesentlichen
salzfrei. Die Aggrecane sind von Prof. Dr. Thomas Dierks (Universitit Bielefeld)

zur Verfiigung gestellt worden.
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4.2 Rasterkraftmikroskopie

4.2.1 Instrument

Alle in dieser Arbeit prisentierten AFM-Bilder werden mit einem Nanoscope I1la Mul-
timode (Digital Instruments, Santa Barbara, USA) im Tapping'™ Modus an Luft auf-
genommen. Fiir das Abbilden wird sowohl ein J-Scanner (Scanbereich 115 pm) wie auch
ein E-Scanner (Scanbereich 15,6 pm) verwendet. Beide Scanner werden regelméifig (alle
drei Monate) mit der Funktion Capture Calibration aus der Standard-Software (Version
5.30r3.sr3) kalibriert.

4.2.2 Kraftsensoren

Fiir die Aufnahmen im Tapping™ Modus werden monolithische Kraftsensoren Tap300Al
aus Silizium (NanoAndMore GmbH, Wetzlar, Germany) verwendet. Diese Kraftsensoren
besitzen auf der Riickseite eine 30 nm dicke Aluminium Reflexbeschichtung fiir bessere
Signaldetektion und eine pyramidenférmige Spitze. Die Resonanzfrequenz liegt bei 300
+ 100 kHz und der Spitzenradius ist < 10 nm. Sonstige wichtige Angaben des Herstellers
sind in Tabelle 4.1 aufgefiihrt.

‘ Budget Sensors ‘ Typische Werte ‘ Schwankung ‘

Federkonstante 40 N/m 20 - 75 N/m
Lange 125 pum + 10 um
Breite 30 um + 5 um
Dicke 4 um + 1 um

Spitzenhohe 15 um + 5 um

Tabelle 4.1: Angaben des Herstellers iiber die Geometrie und Federkonstante fiir die Budget
Sensors.

4.2.3 Substrate

Fiir die hochauflésende Rasterkraftmikroskopie wird Glimmer!(Plano GmbH, Wetzlar,
Germany) als Substrat verwendet. Dieses Material besteht aus vielen diinnen kristallinen
(K Aly(OH )2 (AlSi3040)) Schichten, die sich leicht mit einem Klebestreifen von einander

Lauch Muskovit oder Mica genannt
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4.2 Rasterkraftmikroskopie

trennen lassen. Der gespaltene Glimmer bietet eine saubere und atomar flache Oberflache

von einigen um?, die negativ geladen und hydrophil ist. Solche Eigenschaften sind wichtig

fiir hochauflosende Bilder.

4.2.4 Chemikalien

Fiir die Rasterkraftmikroskopie werden fiir die Préaparation folgende Chemikalien ver-

wendet:

’ Name ‘ Hersteller und Herkunft
Aceton p.A. AnalaR NOMAPUR, Chemikalienlager
Ethanol p.A. AnalaR NOMAPUR, Chemikalienlager

3-Aminopropyl-triethoxysilan?> 98% Sigma-Aldrich, Miinchen, Germany

MilliQ-Wasser 18,2MQ /cm Millipore, Eschborn, Germany

Tabelle 4.2: Verwendete Chemikalien fir die rasterkraftmikroskopischen Ezperimente.

4.2.5 Probenpraparation

e APTES-Glimmer:Als erstes werden alle benotigten Materialien wie Pinzette,

Bechergldser und Tischoberfliche penibel mit Aceton und Ethanol gereinigt. Fiir
die Probenpréparation werden zunéchst einige Glimmerpléttchen (1 x 1 cm) zu-
geschnitten und gespalten, um eine saubere und glatte Oberfliche zu erhalten.
Wegen der negativen Sulfat-Gruppen sowohl bei den Aggrecanen [78] als auch bei
den MAF [74], bietet es sich an, die Glimmeroberfliche mit positiven Gruppen zu
modifizieren. Dieses erreicht man mit APTES, indem man die Glimmerplattchen
und ein Geféif mit ca. 100 ul APTES in einem Exsikkator platziert. Der Exsikkator
wird 30 min lang evakuiert und dann 30 min bei einem Druck von 0,3 mbar stehen
gelassen, damit das APTES mit der Glimmeroberfliche reagieren kann. Als néchs-
tes wird der Exsikkator vorsichtig beliiftet und man erhélt glatte, positiv gelade-
ne Oberflichen. Auf diese funktionalisierten Glimmerplittchen (APTES-Glimmer)
werden dann 20 pul MAF-Losung (1 pug/ml) bzw. Aggrecan-Losung (10 pg/ml) ge-
geben und 15 min inkubiert. Danach werden die Glimmerplédttchen griindlich mit
MilliQ-Wasser aus der Spritzflasche gespiilt, mit Stickstoff trocken geblasen und

abgerastert.

2Desweiteren wird die Abkiirzung APTES verwendet.
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e Glimmer: Die Probenpriparation kann auch direkt auf den gespaltenen Glimmer-
pléattchen erfolgen. Bei den Aggrecanen werden 5 pl Aggrecan-Losung (10 pg/ml)
auf den Glimmer gegeben und etwa 30 min eingetrocknet, dann vorsichtig mit
MilliQ-Wasser gespiilt und mit Stickstoff trocken geblasen. Bei den MAF wird auf
Glimmer eine MAF-Losung von 0,1 mg/ml benutzt, ansonsten lauft die Proben-

praparation wie auf APTES-Glimmer ab.

Glimmer APTES APTES-Glimmer GAG
L}
o 3o
3 i
r.)}srcu ¥ oe ™"l \
P y - I
OCH,CH; —0
o [ o .
-O;SifOHq-CHaCH;O-Si/\‘/\NH: = _o\_\.Si/“\/"‘\,;t,:
o B i
OCH;CH; y° I
O\ 0O T
0—8i-0H L 081",
0/ *0/ A

Aggrecan

| + + APTES-Glimmer + + /

Abbildung 4.1: Schematische Darstellung der Funktionalisierung am Beispiel des Aggrecans
auf APTES-Glimmer. Fir die MAF gilt es analog. Aus [56]

4.2.6 Abbildungsparameter

Fiir alle rasterkraftmikroskopischen Abbildungen wird der Tapping™ Modus benutzt,
wobei als Regelung das Amplitudensignal dient. Vor Beginn der Messung wird der Offset
des AFM auf Null gesetzt, ein geeigneter Scanbereich (1-5 um) eingestellt und eine Sc-
anrate von 0,9 Hz gewéhlt. Nach dem Annihern werden die moglichst besten Parameter
(integral gain und proportional gain) fiir die Regelung eingestellt, indem man die Hin-
und Riickspur vergleicht und in Einklang bringt. Diese Einstellungen erfolgen individuell

fiir die jeweilige Probe.

4.2.7 Auswertung der AFM-Bilder

Die aufgenommenen AFM-Bilder werden mit der Standard-Software (Version 5.30r3.sr3)
des Nanoscope I1la Multimode bearbeitet. Zunichst werden die Bilder durch einen Pla-

nefit erster bzw. zweiter Ordnung korrigiert. Falls defekte Scanlinien in den Bildern
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vorhanden sind, werden sie einzeln mit der Option erase scan line entfernt.

Die Datenauswertung fiir die Dimensionen der Biomolekiile erfolgt mittels des Pro-
gramms Scanning Probe Image Processor 4.6.0 und fiir die Bildausgabe in .png wird
die Open Source SPM-Software Gwyddion 2.14 benutzt.

4.3 Kraftspektroskopie

4.3.1 Instrument

Die kraftspekroskopischen Messungen erfolgen mit einem MFP-3D-BIO™3(Asylum Re-
search, Santa Barbara, USA). Die Besonderheit an diesem Gerét ist die maximale Exten-
sionslinge von 35 um des Z-Piezos. Das ermoglicht kraftspektroskopische Untersuchun-
gen von groken Molekiilen, wie z.B. Zellen. Die Steuerung, sowie Datenaufnahme und
Kalibration der Kraftsensoren erfolgt iiber die Standard-Software von Asylum Research,

basierend auf Igor Pro 6.04 Wavemetrics.

4.3.2 Kraftsensoren

0 um —— I X650 6kV_ 28.5.09 —— 40 ym —— |l x12000 6kV 7.4 09

Abbildung 4.2: Rasterelektronenmikroskopische Bilder eines Biolevers; Links die Ansicht der
vier Kraftsensoren von unten; In der Mitte die Ansicht eines kurzen Kraft-
sensors von unten vergrofiert; Rechts ist die Spitzengeometrie von der Seite
dargestellt.

Fiir die kraftspektroskopischen Messungen werden die Biolever BL-RC150VB (Olym-

pus, Tokyo, Japan) als Kraftsensoren verwendet. Der Biolever-Chip* besitzt vier Kraft-

3Das MFP-3D-BIO™ ist ein vollwertiges AFM, jedoch erweist sich das Abbilden von sehr flachen
Strukturen (0,6 nm) mit dem Multimode als stabiler.
“Der Chip ist das Substrat an dem die Kraftsensoren befestigt sind.
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sensoren, zwei kurze sehr rauscharme und zwei lange mit einer sehr kleinen Federkon-

stante. Diese Kraftsensoren aus Si3/Ny haben eine rechteckige Form und sind beidseitig

mit Gold beschichtet. Die Spitze ist V-formig mit einer einzigartigen Geometrie, be-

stehend aus einer hohlen diinnwéndigen Pyramide, die unter 45° an dem Kraftsensor

befestigt ist. Diese Geometrie ermdglicht eine genauere Positionierung der Spitze mit

Hilfe eines Lichtmikroskops.

‘ Biolever ‘ Kurzer Kraftsensor ‘ Langer Kraftsensor ‘

Federkonstante 0,03 N/m 0,006 N/m
Resonanzfrequenz 37 kHz 13 kHz
Lange 60 pum 100 um
Breite 30 um 30 um
Dicke 180 nm 180 nm
Spitzenhdhe 7 wm 7 um
Spitzenradius 30 nm 30 nm

Tabelle 4.3: Angaben des Herstellers iiber die Geometrie und mechanische Figenschaften fir

die Biolever. Fir die kraftspektroskopischen Experimente in dieser Arbeit wird
der kurze Kraftsensor verwendet.

4.3.3 Substrate

32

e Gold: Als Substrate fiir die kraftspektroskopischen Experimente dienen selbst her-

gestellte TSG (Template Stripped Gold) nach [79]. Hierbei wird zunéchst ein grofes
Stiick (5 x 5,5 cm) Glimmer gespalten und mit der sauberen Seite nach oben
in eine Vorrichtung eingespannt. Diese Vorrichtung wird in einer Hochvakuum-
Kleinbeschichtungsanlage MED 020 (Vakuumtechnik Wetzlar GmbH, Asslar, Ger-
many) platziert und bei einem Druck von etwa 2 x 107° mbar 20 h bei 300°C geheizt.
Danach werden 200 nm Gold iiber eine Maske mit definierten Flichen von 1 c¢m?
auf die Glimmeroberfliche gedampft. Auf diese Goldflichen auf dem Glimmer wer-
den dann Glaspldttchen von 8 x 8 mm (Menzel-Glaser, Braunschweig, Germany)
mit einem Epoxydharz EPO-TEK® 377 (Polytec PT GmbH, Waldbronn, Germa-
ny) geklebt. Die Glaspldttchen werden vorher im Aceton-Ultraschallbad griindlich
gereinigt. Durch das Abziehen der Glasplidttchen erhilt man sehr grofte und glatte
Goldoberflichen mit Rauhigkeiten von 2 A.
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e Plasmaoxidierte Glasoberfliche: Fiir diesen Zweck werden die gleichen 8 x
8 mm Glaspldttchen verwendet. Und zwar werden diese, nach einer griindlichen
Reinigung in Aceton- und Ethanol-Ultraschallbad, mit MilliQ-Wasser gespiilt und
mit Stickstoff trocken geblasen. Es folgt dann eine 10 s lange Behandlung die-
ser Glasplittchen im Sauerstoffplasma bei einem Druck von 8 x 102 mbar. Dazu
wird eine selbstgebaute Sauerstoffplasmaanlage in Anlehnung an [80] benutzt. Die
Plasmaoxidierung der Glaspldttchen bewirkt eine Hydrophilisierung der Glasober-
fliche, so dass die Anzahl der Silanolgruppen (SiOH) und SiO™ auf der Oberfliche
erhoht wird und man eine Netto negative Oberflichenladung bekommt [81, 82].

4.3.4 Chemikalien

Neben den schon genannten Chemikalien im Abschnitt 4.2.4 werden fiir die Kraftspektro-
skopie zusétzlich folgende selbst hergestellte Puffer und Salzlosungen fiir die jeweiligen

Systeme verwendet:

e Fiir die MAF wird ein CMF®-Puffer nach MBL (Marine Biological Laboratory)
verwendet mit 461,85 mM NaCl, 10,73 mM KCl, 7,04 mM Na,SO,, der mit 20 mM
Tris auf pH=7.4 gepuffert wird. Um die MAF zu lagern, wird dieser Puffer noch
zusitzlich mit 2 mM Ca?" versetzt. Fiir die kraftspektroskopische Messungen wird
ein CMF-Puffer mit 10 mM Ca?" verwendet.

e Die Aggrecane werden in MilliQQ-Wasser gelagert. Fiir die kraftspektroskopischen
Experimente wird eine 100 mM NaCl Losung mit pH=5,6 und eine 100 mM NaCl
+ 10 mM Ca?" Losung mit pH=5,6 verwendet. Zusitzlich wird noch eine 100
mM NaCl + 15 mM EDTA® Lésung benutzt, die mit 20 mM Tris auf pH=5,6
gepuffert wird und eine 100 mM NaCl + 10 mM Mg?" Losung mit pH=5,6, um

die Calcium-Abhéngigkeit bzw. Calcium-Selektivitit zu zeigen.

4.3.5 Funktionalisierung

Fiir die Funktionalisierung werden mit Gold beschichtete Kraftsensoren und Substrate
benutzt, da sowohl die Aggregationsfaktoren [60, 68| wie auch die Aggrecane [78] Cystein-

Reste besitzen, die iiber die Thiol-Gruppe mit dem Gold kovalent wechselwirken.

SCMF = Calcium-Magnesium-freies Meereswasser
6Ethylendiamintetraacetat (Chemikalienlager, Uni-Bielefeld)
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Vor der Funktionalisierung werden alle benutzten Instrumente mit den Losungsmitteln
Aceton, Ethanol im Ultraschallbad gereinigt, dann mit MilliQ-Wasser gespiilt und mit
Stickstoff trockengeblasen.

e Immobilisierung der Proteoglykane auf dem Kraftsensor: Fiir diese Pro-
zedur werden drei Bechergldser mit Aceton, Ethanol und MilliQ-Wasser gefiillt,
um die Kraftsensoren zu reinigen. Dies geschieht, indem die Kraftsensoren mit ei-
ner Pinzette jeweils in die Fliissigkeiten fiir 20 s gehalten werden. Danach werden
sie auf ein Kraftsensorhalter” aus Teflon fiir 15 min abgelegt, um abzutrocknen.
Als néchstes werden die Furchen des Kraftsensorhalters mit 60 pul Molekiil-Lésung
(MAF: 0,1 mg/ml; Aggrecan: 0,3 mg/ml) gefiillt und dort die Kraftsensoren vor-
sichtig mit einer Pinzette platziert. Nach 60 min Inkubationszeit werden die Kraft-
sensoren mit dem jeweiligen Puffer (Abschnitt 4.3.4) gespiilt und in dem jeweiligen
Puffer im Kraftsensorhalter bei 4°C gelagert. Diese Kraftsensoren kénnen mindes-

tens 96 h fiir die kraftspektroskopischen Experimente verwenden werden.

e Immobilisierung der Proteoglykane auf dem Goldsubstrat: Die auf den mit
Gold bedampften Glimmer geklebten Glasplittchen (Abschnitt 4.3.3) werden mit
einer Pinzette abgezogen und auf Gummiringe® mit der Goldoberfliiche nach oben
gelegt. Als néchstes werden 20 pl Molekiil-Losung (MAF: 0,1 mg/ml; Aggrecan: 0,3
mg/ml) auf das Substrat gegeben und 60 min lang inkubiert. Nach der Inkubati-
onszeit werden die Substrate mit dem Molekiil abhéngigen Puffer (Abschnitt 4.3.4)
griindlich gespiilt und bei 4°C im zugehorigen Puffer gelagert. Auch die Substrate
kénnen mindestens 96 h lang fiir die kraftspektroskopischen Experimente genutzt

werden.

4.3.6 Kraftspektroskopische Parameter

Im Folgenden werden die relevanten Parameter fiir die kraftspektroskopischen Messun-

gen genannt:

o force distance: Gibt die Lange der Kraft-Distanz-Kurve an bzw. die Strecke, die

der Z-Piezo, wiahrend eines Kraft-Distanz-Zyklus zuriick legt.

"Der Kraftsensorhalter ist in der M-Werkstatt der Universitéit Bielefeld angefertigt worden.
8Die Gummiringe dienen als rutschfeste Unterlage, damit die Substrate beim Transport nicht auf die
funktionalisierte Oberfléche fallen.
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e approach velocity: Ist die Geschwindigkeit mit der sich der Kraftsensor der Pro-

benoberfliche annihert.
e retract velocity: Ist die Riickziehgeschwindigkeit des Kraftsensors.
o dwell time: Die Dauer der Kontaktzeit zwischen Kraftsensor und Probenoberflache.

e trigger point: Ist die maximale Kraft, die der Kraftsensor auf die Probenoberfliche

ausiibt.

In Tabelle 4.4 sind die benutzten Parameter fiir die kraftspektroskopischen Experi-

mente in dieser Arbeit aufgelistet.

] Parameter \ Wert ‘

force distance 0,2-1,5 um
approach velocity 3000 nm/s
retract velocity | 100-5000 nm/s

trigger point 400 pN
dwell time 1s
Anzahl Kurven 1000-2000
Temperatur 293 K

Tabelle 4.4: Die verwendeten Parameter fiir die Kraftspektroskopie.

4.3.7 Auswertung der Kraft-Distanz-Kurven

Die Analyse der erhaltenen Kraft-Distanz-Kurven erfolgt teilweise mit einer auf Mat-
lab 7.3.0 (The Mathworks, Inc.) basierenden Software, die in enger Zusammenarbeit
mit Lennart Ochel (Fachhochschule Bielefeld) entwickelt wurde. Im folgenden wird die

Arbeitsweise des Algorithmus kurz erldutert:

e Der Algorithmus verarbeitet zunéchst eine von der Igor-Software ausgegebene ibw-
Datei (Kraft-Distanz-Kurve). Dabei wird fiir jeden Messpunkt der Kraft-Distanz-
Kurve die Z-Piezo-Position in [m| und die Kraftsensorauslenkung (deflection)in |m]|
eingelesen, sowie die mit der Igor-Software bestimmte Federkonstante in [pN/nm)|.
Nach einer Umrechnung der Z-Piezo-Position und der Kraftsensorauslenkung in

[nm|, wird nur die Riickziehkurve (blaue Kurve in Abbildung 4.3) untersucht.
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Diese wird als erstes stiickweise von hinten linear gefittet, bis eine nennenswer-
te Anderung in der Steigung auftritt. Bis zu dieser Stelle wird dann die Baseli-
ne (,Nulllinie®) gefittet und fiir die ganze Kurve extrapoliert. Nun wird der Fit
von der Kurve subtrahiert und man erhilt eine ausgerichtete und gerade Kurve.
Der Kontaktpunkt zwischen Kraftsensor und Probenoberfliche ist dann die erste
Nullstelle der Kurve. Jetzt wird noch die Kraftsensorauslenkung in [pN| umgerech-
net (Abschnitt 2.2.1), gegliattet (gleitender Durchschnitt) und danach numerisch
differenziert. Dieser Datensatz wird nun auf grofe Spriinge untersucht (Signal-
Rausch-Verhiltnis). Die gefundenen Spriinge lassen Abrisse vermuten. Am Ende
der Auswertung jeder Kurve iiberpriift der Algorithmus, ob sie {iberhaupt Ereig-
nisse enthalten. Wenn ja so wird diese Kurve in einen extra Ordner kopiert und
eine txt-Datei erzeugt mit der ermittelten Abrisslinge und Dissipationsener-
gie. Die Berechnung der Dissipationsenergie erfolgt durch numerisches integrieren
vom Kontaktpunkt bis zum Ende der Kurve: Die Summe der deflection-Werte

multipliziert mit den Abstinden zum n#chsten Positions-Wert.

3004\
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o o
o o
| |

Kraft [pN]

Abrisslinge
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Abbildung 4.3: Diese Kraft-Distanz-Kurve von einer Aggrecan-Aggrecan Wechselwirkung de-
monstriert die wichtigen Parameter fir die Auswertung. Die grau unterlegte
Fléiche, die die Kurve einschliefit, stellt die Dissipationsenergie dar. Die Ab-
rissldnge beschreibt den Abstand zwischen dem Kontaktpunkt des Kraftsensors
mit der Probenoberfliche, bis er wieder kriftefrei ist. Die Schwarz markier-
ten Ereignisse zeigen die Art der Ereignisse, die fir die Auswertung relevant
sind.

In Abbildung 4.3 sind die relevanten Parameter fiir die Auswertung dargestellt: Die

grau unterlegte Fldche ist die Dissipationsenergie. Der Abstand zwischen dem Kontakt-
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4.3 Kraftspektroskopie

punkt und dem letzten Ereignis in der Kraft-Distanz-Kurve ist die Abrisslénge.

Die Bestimmung der Abrisskréafte wird per Hand ausgefiihrt. Dazu wird die Standard-
Software von Asylum Research verwendet, indem ein Cursor (rot-schwarze Markierung
in Abbildung 4.3) auf die Baseline gesetzt wird und einer auf ein Abrisspunkt, dadurch
wird die Differenz zwischen den beiden Cursor ermittelt und somit die Abrisskraft.

Bei den Aggrecan Messungen werden auf diese Weise alle Ereignisse in der Kurve ver-
messen, die die Form der schwarz markierten Ereignisse in Abbildung 4.3 haben. Der
erste Peak wird grundséatzlich nicht in Betracht gezogen, da er meist eine unspezifische
Wechselwirkung zwischen Kraftsensor und Probenoberfliche darstellt.

Bei den MAF Messungen variiert die Form der Kraft-Distanz-Kurven stark, deshalb
werden nur charakteristische Kurven (Abbildung 4.4) auf die gleiche Weise ausgewertet,
bei denen man davon ausgehen kann, dass die Wechselwirkungen von Glykan-Glykan

Interaktionen herriihren.
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Abbildung 4.4: Eine Kraft-Distanz-Kurve aus einer MAF-MAF Messung bei 2000 nm/s. Fir
die Auswertung der Abrisskrdfte zwischen MAF werden nur Kurven mit sol-
cher Form betrachtet, wobei nur das Sdgezahnprofil vermessen wird.
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5 Resultate

In diesem Kapitel werden die erlangten Resultate présentiert und diskutiert. Da zwei
verschiedene Biomolekiile in dieser Arbeit untersucht worden sind, erfolgt eine Untertei-

lung. Zunichst wird das Aggrecan besprochen und im Anschluss der MAF.

5.1 Aggrecan

5.1.1 Rasterkraftmikroskopische Untersuchungen

Um sich ein Bild iiber die Dimensionen des Aggrecans zu verschaffen, sind als erstes
AFM-Bilder aufgenommen worden. Dabei sind die Aggrecane entweder einfach auf den
Glimmerplattchen eingetrocknet oder auf den mit APTES funktionalisierten Glimmer-
plittchen immobilisiert worden (Abschnitt 4.2.5) und im Tapping™ Modus an Luft
abgerastert. Es sind folgende Bilder entstanden, aus denen die Mittelwerte! der inter-
essanten Grofen bestimmt worden sind, als Fehler ist die Standardabweichung angege-
ben.

Fiir die Messungen auf einfachem Glimmer ergibt sich fiir die Linge des Aggrecans
Lg = 216,86 + 35,40 nm, fiir die Breite B = 20,56 + 4,46 nm und fiir die Hohe
Hg =0,78+0,18 nm (Abbildungen 5.1 und 5.2). Die fadenartige Erscheinung des Agg-
recans auf einfachem Glimmer verdndert sich deutlich, wenn der Glimmer mit APTES
funktionalisiert wird. Hier wird die im Abschnitt 3.2.1 beschriebene Struktur einer ,Fla-
schenbiirste* erst sichtbar (Abbildungen 5.3 bis 5.6). In Abbildung 5.3 kann man auch
erkennen, dass die Aggrecane einen gewissen Abstand zu einander einhalten und sich
nicht {iberkreuzen, was seinen Ursprung in den negativ geladenen Glykosaminoglykanen
hat. Mit diesem Verfahren gewinnt man nun auch Informationen iiber die Glykosamino-

glykane, die auf einfachem Glimmer verborgen bleiben. Fiir die Abmessungen des

IFiir die Bestimmung der Mittelwerte wird eine Anzahl von n = 50 Messwerten benutzt.
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S e 1,00 nm
400 nm

0,00 nm
Abbildung 5.1: Aggrecan (10 pg/ml in MilliQ- Wasser) auf Glimmer: Man sieht eine lange

fadenartige Struktur, aber keine Information iber die Glykosaminoglykane.

1,00 nm
400 nm

0,00 nm

Abbildung 5.2: Aggrecan (10 pg/ml in MilliQ- Wasser) auf Glimmer
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1,00 nm

0,00 nm

Abbildung 5.3: Aggrecan (250 pg/ml in MilliQ-Wasser) auf APTES-Glimmer: Dieses Bild
verdeutlicht die grofie Variation der Lingen der Aggrecane. Auflerdem wird
hier die ,Flaschenbiirste” ersichtlich.

0,80 nm

Abbildung 5.4: Aggrecan (250 pg/ml in MilliQ- Wasser) auf APTES-Glimmer: Hier kann
man die an das Kernprotein gebundenen negativ geladenen Glykosaminogly-
kan recht gut erkennen.
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T 0,90 nm
100 nm:

0,00 nm

Abbildung 5.5: Aggrecan (10 pg/ml in MilliQ- Wasser) auf APTES-Glimmer

L 0,90 nm
100 nm

0,00 nm

Abbildung 5.6: Aggrecan (10 pg/ml in MilliQ)- Wasser) auf APTES-Glimmer

42
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Aggrecans auf APTES hat sich ergeben: Linge Ly = 348 + 73 nm, Hoéhe Hy =
0,166 4+ 0,036 nm, Linge der Glykosaminoglykane Lgac = 48,35 + 11,85 nm, d.h. fiir
die Breite des Aggrecans auf APTES ergibt sich etwa das Doppelte und fiir den Abstand
zwischen den Glykosaminoglykanen Agag = 5,22 4+ 1,45 nm. Diese Ergebnisse mit dem
angegebenen Fehlerrahmen korrespondieren mit den Ergebnissen aus [56, 83].

Der ermittelte Abstand Zwischen den Glykosaminoglykanen spiegelt sich auch teilwei-
se in den aufgenommenen Kraft-Distanz-Kurven (Abbildung 5.8) wieder, was ein Indiz
dafiir ist, dass die beobachteten Wechselwirkungen in den kraftspektroskopischen Ex-
perimenten (Abschnitt 5.1.2.4) zwischen den Aggrecanen auf die Glykosaminoglykane

zurliickzufithren sein konnten.
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E |
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GAG Abstand [nm]

Abbildung 5.7: Querschnittsprofil der Glykosaminoglykane (GAG) entlang des Kernproteins,
das der weiffen Linie 4m Bild rechts oben entspricht.

Die Unterschiede in den Dimensionen der Aggrecane auf einfachem Glimmer und
APTES-Glimmer, sind mit der Ladung der Oberflache zu erkldren. Die Oberflache von
einfachem Glimmer ist negativ geladen sowie auch die Glykosaminoglykane des Agg-
recans, somit versucht das Aggrecan sich auf dem Glimmer so auszurichten, dass ein
moglichst grofer Abstand zwischen den negativen Ladungen vorliegt, dadurch wird es
schmaler und kiirzer. APTES-Glimmer hat an Luft eine positive Oberflache (Abschnitt
4.2.5), deshalb konnen sich die Glykosaminoglykane gut ausrichten und das Aggrecan
erscheint sehr breit und lang, jedoch sehr flach, was die AFM-Messung in hohem Mafse

43



5 Resultate

erschwert.

—— —
0 -25 -50 -75 -100
Z-Piezo-Extension [nm]

Abbildung 5.8: Eine Kraft-Distanz-Kurve zwischen Aggrecanen aufgenommen bei 2000 nm/s.
Man kann erkennen, dass die Abstinde zwischen den Abrissen sich mil dem

ermittelten Abstand Agag = 5,22 + 1,45 nm fiir die Glykosaminoglykane aus
den AFM-Bildern decken.

2,00 nm

0,00 nm

Abbildung 5.9: Aggrecan (250 pg/mi in MilliQ-Wasser + 100 mM NaCl + 10 mM Ca®")

auf Glimmer: Bei Zugabe von Ca®’ wihrend der Priparation findet man
Aggrecan-Aggregate auf der Glimmeroberfliche.

Wenn man bei der Probenpraparation zu der Aggrecan-Losung auf den Glimmer noch
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etwas calciumhaltige Losung (100 mM NaCl + 10 mM Ca?*, pH=5,6) hinzugibt, die auch
fiir die kraftspektroskopischen Experimente benutzt wird, so kann man Aggregate der
Aggrecane auf den AFM-Bildern (Abbildung 5.9) erkennen. Diese Aggregation zeugt

von der Selbstadhiision der Aggrecane in Gegenwart von Ca?".

5.1.2 Kraftspektroskopische Untersuchungen

Bei den kraftspektroskopischen Experimenten an Aggrecanen ergeben sich hoch inter-
essante Kraft-Distanz-Kurven mit einem Sdgezahnprofil (Abbildung 5.10). Dabei hat
sich gezeigt, dass das Vorhandensein von Ca®"-Ionen in der verwendeten Losung extrem
wichtig fiir die Beobachtung solcher Ereignisse ist. Dass die Aggrecane in Gegenwart
von Ca?" Selbstadhiision zeigen, wurde auch schon in [84] gezeigt, jedoch nicht auf Ein-
zelmolekiilniveau. Die Vermutung liegt nahe, dass die auftretenden Bindungsereignisse
von den negativ geladenen Glykosaminoglykanen herriihren konnten, wobei Ca?" die
Vermittlerrolle spielt. In Abbildung 5.11 ist eine mogliche Geometrie eines Bindungser-

eignisses zwischen zwei Aggrecanen schematisch dargestellt:

+ Calcium-Ionen

p’;{))’//.ﬁ ' 'll\\(‘ \Hl

§ ’//)Z///)Z//

Abbildung 5.10: Schematische Darstellung einer méglichen Geometrie fiir Bindungsereignis-
se zwischen Aggrecanen. Die roten Punkte stellen die Ca®*-Ionen dar, die
die Bindung zwischen den einzelnen Glykosaminoglykanen vermitteln.

In [84] hat man aber auch Wechselwirkungen zwischen Aggrecanen und OH-SAM
(Self Assembled Monolayer) beobachtet. Um die Wechselwirkung zwischen Aggrecan-
Aggrecan und Aggrecan-OH-Gruppen naher zu beleuchten, werden kraftspektroskopi-
sche Experimente in verschieden Losungen mit auf Gold immobilisierten Aggrecanen
(Abschnitt 4.3.5) und plasmaoxidierten Glasoberflichen (Abschnitt 4.3.3) durchgefiihrt,

die im Folgenden erldutert werden. Es werden pro Messung 1000 bis 2000 Kurven aufge-
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nommen. Die kraftspektroskopischen Parameter (Abschnitt 4.3.6) werden fiir alle Expe-

rimente festgehalten, wobei eine Riickziehgeschwindigkeit von 2000 nm/s benutzt wird.

T T T
0 -100 -200 -300
Z-Piezo-Extension [nm]

Abbildung 5.11: Eine Kraft-Distanz-Kurve bei einer Riickziehgeschwindigkeit von 2000 nm/s
mit Sdgezahnprofil, die die Wechselwirkung zwischen Aggrecan-Aggrecan in
Gegenwart von Ca®" zeigt. Die einzelnen Abrissereignisse werden dabei je-
weils dem Brechen einer Bindung zwischen zwei Glykosaminoglykanen zu-
geordnet.

5.1.2.1 Calcium-Abhingigkeit der Bindung

Fiir den Nachweis der Ca*"-Abhéngigkeit wird zunéchst eine kraftspektroskopische Mes-
sung zwischen Aggrecanen in 100 mM NaCl + 10 mM Ca?" Losung? gemacht. Die ver-
wendete Probe (Aggrecane auf Gold) wird dann mit 100 mM NaCl + 15 mM EDTA
Losung (mit 20 mM Tris auf pH=>5,6 gepuffert) gespiilt und 8 h in dieser Losung gela-
gert. Ethylendiamintetraacetat (EDTA) bildet besonders stabile Chelat-Komplexe mit
divalenten Kationen [85]. So kann der sechszihlige Ligand EDTA einen sehr stabilen
Komplex mit dem Calcium-Ion bilden und es somit in der Lésung neutralisieren, so dass
kein freies Ca2" vorliegt. Um sicher zu stellen, dass moglichst viel Ca?" gebunden wird,
ist die Konzentration von EDTA (15 mM) hoher angesetzt worden als die von Ca*™ (10
mM). Als néchstes erfolgt eine kraftspektroskopische Messung in 100 mM NaCl + 15
mM EDTA Losung. Nach dieser Messung wird die Probe wieder mit 100 mM NaCl +
10 mM Ca?" Losung gespiilt und auch 8 h in dieser Losung gelagert. Es folgt dann eine

2Alle verwendeten Losungen fiir die kraftspektroskopischen Messungen an Aggrecanen haben einen
pH=5,6.
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5.1 Aggrecan

dritte Messung in 100 mM NaCl + 10 mM Ca?" Losung. Fiir diese drei Messungen ist
derselbe funktionalisierte Kraftsensor verwendet worden, der in MilliQ-Wasser gelagert
worden ist. Die Auswertung der Kraft-Distanz-Kurven erfolgt nach Abschnitt 4.3.7, wo-
bei hier die aussagende Grofe die Dissipationsenergie bzw. die eingeschlossene Fliche
von einer Kraft-Distanz-Kurve ist. Je grofer die Dissipationsenergie, desto grofer ist die

Anzahl der Bindungen zwischen den Biomolekiilen.
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Abbildung 5.12: Kraftspektroskopische ~Messungen  fir die  Uberprifung der Ca?7-
Abhingigkeit der Selbstadhdsion der Aggrecane: a) Messung in Ca®”;
b) Messung in EDTA mit abnehmender Bindungswahrscheinlichkeit; c)
Messung wieder in Ca®* mit steigender Bindungswahrscheinlichkeit

Aus den erhaltenen Histogrammen (Abbildung 5.12) ist zu entnehmen, dass bei Zuga-
be von EDTA die Bindewahrscheinlichkeit um mehr als 50% abnimmt. Wird die Messung
wieder mit Ca?" durchgefiihrt so steigt die Bindewahrscheinlichkeit wieder an. Um die-
ses Ergebnis zu stiitzen, ist diese Experiment nocheinmal wiederholt worden (Abbildung
5.13). Auch hier nimmt die Bindewahrscheinlichkeit bei Zugabe von EDTA um mehr als

50% ab und nimmt wieder zu, wenn die Messung wieder in Ca2"-haltiger Losung statt-
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fidet. Dieses Experiment belegt, dass die Selbstadhiision der Aggrecane Ca?"-abhingig
ist.

Die erhaltenen Dissipationsenergien aus diesem Experiment (Abbildungen 5.12 und 5.13)
sind im Vergleich mit den Resultaten fiir die Dissipationsenergien aus [84] um ein Faktor
100-1000 kleiner, was wiederum zeigt, dass die kraftspektroskopischen Messungen an den

Aggrecanen in dieser Arbeit auf Einzelmolekiilniveau stattgefunden haben.

a) . b) -

0,14 Aggrekan in 100 mM NaCl + 10 mM CaZ* 0,14 Aggrekan in 100 mM NaCl + 15 mM EDTA
= 0,12 81% binden o~ 0.12 26% binden
] ‘D

J 2 J
5 0,10 | 0,10
.S 008 S 0,08
2 3
3 0,064 S 0.06-
5 £

0,04 S 0,04
= =

0,02 0,02

0,00 0,00

0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Dissipationsenergie [aJ] Dissipationsenergie [al]
C) 2+
0,14+ Aggrekan wieder in 100 mM NaCl + 10 mM Ca
= 0,12 51% binden
3
= 0,10
2
£ 0.08-
Q
<=
2 0061
S 0041
S
0,02
0,00+
0 5 10 15 20 25

Dissipationsenergie [al]

Abbildung 5.13: Wiederholte kraftspektroskopische Messungen fir die Uberprifung der Ca®” -
Abhingigkeit der Selbstadhdsion der Aggrecane: a) Messung in Ca®’; b)
Messung in EDTA mit abnehmender Bindungswahrscheinlichkeit; ¢) Mes-
sung wieder in Ca®’ mit steigender Bindungswahrscheinlichkeit

5.1.2.2 Calcium-Selektivitit der Bindung

Da man im vorangegangenen Experiment die Ca?"-Abhingigkeit der Selbstadhiision
der Aggrecane bestétigt hat, stellt sich die Frage, ob die Wechselwirkung zwischen den

Aggrecanen nicht nur Ca?"-abhiingig sondern auch Ca?"-selektiv ist. Dazu werden kraft-
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spektroskopische Messungen in drei verschiedenen Salzlosungen durchgefiihrt. Weil die
lyophilisierten Aggrecane im Wesentlichen salzfrei (Abschnitt 4.1) sind und im MilliQ-
Wasser gelost werden, sind auch die funktionalisierten Proben und Kraftsensoren (Ab-
schnitt 4.3.5) zunéchst salzfrei.

Hierzu wird als erstes eine kraftspektroskopische Messung nur in 100 mM NaCl Losung
gemacht, dann wird die Probe (Aggrecan auf Gold) mit 100 mM NaCl + 10 mM Mg?"

Losung gespiilt und die néchste Messung in dieser Losung durchgefiihrt.
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Abbildung 5.14: Kraftspektroskopische Messung fiir die Untersuchung der Ca®7-Selektivitit
der Bindung zwischen den Aggrecanen: a) Aggrecan nur in 100 mM NaCl
mit geringer Bindungswahrscheinlichkeit; b) Aggrecan mit 10 mM Mg*".
Auch hier zeigt sich eine geringe Bindungsaktivitit; ¢) Aggrecan mit 10
mM Ca?". In diesem Fall steigt die Bindungsaktivitit deutlich an.

Nach der Messung in Mg?" Lésung wird die Probe mit 100 mM NaCl + 10 mM Ca?"
Losung gespiilt und anschliefend eine Messung in Ca?"™ Losung gemacht. Fiir die Mes-
sung ist derselbe funktionalisierte Kraftsensor und Probe verwendet worden. Auch hier

ist die aussagende Grofe die Dissipationsenergie.
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In den Histogrammen (Abbildung 5.14) kann man deutlich erkennen, dass in den Mes-
sungen ohne Ca?" die Bindewahrscheinlichkeit sehr gering ist. Dieses Experiment zeigt,
dass nicht nur divalente Kationen wie in diesem Fall Mg?" fiir die Selbstadhéision der
Aggrecane verantwortlich sind. Nur in Ca?"-haltiger Losung ist die Selbstadhision der
Aggrecane vermehrt beobachtet worden. Daraus lasst sich schlieffen, dass die Wechselwir-
kung zwischen den Aggrecanen Ca®"-selektiv ist. Da die zweifache Ladung eines Kations
nicht ausreichend ist, um die Wechselwirkung zu induzieren, ist hochst wahrscheinlich
die Grofe der lonen fiir eine Bindung entscheidend. Denn der Ionenradius von Ca?"

betriigt etwa 100 pm und der von Mg*" etwa 72 pm [85].
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Abbildung 5.15: Kraftspektroskopische Messung fiir die Untersuchung der Ca®?-Selektivitit
der Bindung zwischen einem Aggrecan und einer plasmaoxidierten Glaso-
berfliche: a) Aggrecan nur in 100 mM NaCl mit geringer Bindungswahr-
scheinlichkeit; b) Aggrecan mit 10 mM Mg?". Auch hier zeigt sich nur eine
geringe Bindungsaktivitit; c) Aggrecan mit 10 mM Ca?’. In diesem Fall
steigt die Bindungsaktivitdt deutlich an.

Zur Stiitzung dieses Ergebnisses wird das Experiment wiederholt. Nur diesmal dient
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als Substrat eine einfache plasmaoxidierte Glasoberfliche, die im Wesentlichen bei pH=5,6
mit O” und OH-Gruppen bedeckt ist und eine negative Nettoladung hat [81]. Die Verfah-
rensweise ist dieselbe. Zuerst hat eine Messung nur in 100 mM NaCl Losung stattgefun-
den, dann in 100 mM NaCl + 10 mM Mg?" Losung und anschliefend in 100 mM NaCl +
10 mM Ca?" Losung. Auch hier ist fiir die Messungen derselbe funktionalisierte Kraft-
sensor verwendet worden. Aber fiir jede Messung ist jeweils eine frisch plasmaoxidierte
Glasoberfliche benutzt worden, weil der Effekt der Plasmaoxidierung nur eine gewisse
Zeit anhélt. Auch auf einer plasmaoxidierten Glasoberfliche zeigt sich das gleiche Ver-
halten. Wenig Ereignisse in 100 mM NaCl Lésung und 100 mM NaCl + 10 mM Mg?*
Losung und eine starke Zunahme der Bindungsereignisse bei 100 mM NaCl + 10 mM
Ca?" Losung (Abbildung 5.15). Also ist die Bindung zwischen einer plasmaoxidierten

Glasoberfliche und einem Aggrecan auch Ca?"-selektiv.

5.1.2.3 Verifizierung der Bindung

Es stellt sich nun die Frage, ob die Bindung zwischen Aggrecan-Aggrecan und Aggrecan-
plasmaoxidierter Glasoberfliche der gleichen Natur ist. Denn auch die aufgenommen
Kraft-Distanz-Kurven aus der Messung zwischen Aggrecan-plasmaoxidierter GGlasober-
fliche zeigen teilweise das Sdgezahnprofil (Abbildung 5.16), wie bei der Aggrecan-Aggrecan
Wechselwirkung (Abbildung 5.11).
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Abbildung 5.16: FEine Kraft-Distanz-Kurve bei einer Riickziehgeschwindigkeit von 2000 nm/s
mit Sdgezahnprofil, die die Wechselwirkung zwischen einem Aggrecan und
einer plasmaozidierten Glasoberfliche zeigt.

Aufgrund dieser Beobachtung, dass Aggrecane unter gewissen Bedingungen mit einer
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einfachen Glasoberfliche wechselwirken, ist es angebracht eine Testmessung auf reinem
Gold zu machen. Diese Messung soll der Uberpriifung dienen, dass die beobachtete Wech-
selwirkung in den Aggrecan-Aggrecan Experimenten von den Biomolekiilen herriihrt
und nicht von Aggrecan-Goldoberfliche. Dazu wird ein frisch abgezogenes Goldsubstrat
(Abschnitt 4.3.3) in 100 mM NaCl + 10 mM Ca®" Lésung mit einem funktionalisierten

Kraftsensor vermessen.

a) 2+ b) 2+

0.08 {Aggrekan-Aggrekan in 100 mM NaCl + 10 mM Ca” 0.084 rekan-Glas in 100 mM NaCl + 10 mM Ca™
'E Lagg =93.8+452nm .g Lglas =43.5+13.8 nm
= 0,06 =< 0,06
) 21% binden L 15% binden
20,044 B 0.04-
) 5}
2 4
_% <=
= 0024 § 0,02

0,00+ 0,00 = T T T

0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250

Abrissldange [nm]

Abrissliange [nm]

)
-

0,08 +

0,06

0,04 +

Wahrscheinlichkeit

0,02 +

2+
Aggrekan-Gold in 100 mM NaCl + 10 mM Ca
0.7% binden

Abbildung 5.17: Kraftspektroskopisches Experiment zur Verifizierung der Bindung: a) Wech-
selwirkung zwischen Aggrecanen. Man sieht, dass die Verteilung der Ab-
risslingen sehr breit ist und die Bindungswahrscheinlichkeit recht hoch;
b) Wechselwirkung zwischen Aggrecan und plasmaozidierter Glasoberfliche.
Diesem Histogramm kann man entnehmen, dass die Verteilung der Abriss-
laingen deutlich schmaler wird, was auch der Erwartung entspricht, da sich
hier Aggrecane nur auf dem Kraftsensor befinden; ¢) Die Messung Aggrecan
auf Goldoberfliche ergibt so gut wie keine Ereignisse. Demnach rithren die
beobachteten Bindungsereignisse auf dem mit Aggrecanen immobilisierten

. T . T T
50 100 150 200 250
Abrissliange [nm]

Gold von den Biomolekilen her.

Fiir die Aussage iiber die Wechselwirkung zwischen Aggrecan-Aggrecan und Aggrecan-
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5.1 Aggrecan

plasmaoxidierter Glasoberfliche werden schon vorhandene Messungen verwendet. Zudem
wird als aussagende Grofe die Abrisslinge (Abschnitt 4.3.7) betrachtet.

Vergleicht man die erhaltenen Resultate in Abbildung 5.17 ¢), so zeigt sich, dass die
Aggrecane mit der Goldoberfliche fast gar nicht und nur unspezifisch wechselwirken,
denn es konnte kein Sagezahnprofil beobachtet werden. Im Gegensatz dazu ist die Akti-
vitdt bei den Experimenten mit Aggrecanen funktionalisierten Goldoberfliche deutlich
hoher und spezifischer Natur. Also kann man davon ausgehen, dass die auftretenden
Wechselwirkungen zwischen den Biomolekiilen stattfinden und nicht mit der Goldober-
fliche. Auferdem ist den Histogrammen zu entnehmen (Abbildung 5.17 b)), dass der
Mittelwert der Abbrissldnge bei der Messung Aggrecan-plasmaoxidierte Glasoberfliche
Lgias = 43,5 £ 13,8 nm betrdgt und sich somit gut deckt mit dem experimentell be-
stimmten Wert fiir die Linge eines Glykosaminoglykans Lgag = 48,4 + 11,9 nm aus
den AFM-Bildern (Abschnitt 5.1.1). Dies wiirde bedeuten, dass die Abrisslinge bei der
Messung Aggrecan-Aggrecan etwa doppelt so grof sein miisste. Und genau das ist beob-
achtet worden, denn der ermittelte Mittelwert fiir die Abbrisslange zwischen Aggrecan-
Aggrecan betrigt L,g, = 93,8 45,2 nm. Diese Resultate belegen die Vermutung, dass
die Selbstadhiision der Aggrecane in Gegenwart von Ca?" auf die Glykosaminoglykane
zuriickzufiihren ist.

Anhand dieser Ergebnisse wird deutlich, dass die Selbstadh#sion der Aggrecane einen

elektrostatischen Charakter besitzt und Ca?" spezifisch ist.

5.1.2.4 Dynamische Kraftspektroskopie

Mit der dynamischen Kraftspektroskopie wird die Off-Ratenkonstante kgff des Agg-
recans bestimmt und die damit verbundene mittlere Lebensdauer 7 — 1/k);;. Dazu
werden kraftspektroskopische Messungen in 100 mM NaCl + 10 mM Ca?" Losung bei
vier verschiedenen Riickziehgeschwindigkeiten durchgefiihrt (100 nm/s, 500 nm/s, 2000
nm/s und 5000 nm/s). Um den Fehler zu minimieren wird bei dieser Messung derselbe
funktionalisierte Kraftsensor sowie dieselbe Probe (Aggrecan auf Gold) verwendet. Die
erhaltenen Verteilungen von Dissoziationskraften sind in Abbildung 5.18 dargestellt.

Die wahrscheinlichste Abrisskraft F),,, aus jedem Histogramm wird durch einen Fit mit

einer Gaubfunktion der Form:

y(f) = creap(— (f — 03)2) + e (5.1)

Co
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5 Resultate

ermittelt, wobei cq, ..., ¢4 die Fitparameter sind. Der Fehler fiir die wahrscheinlichste
Abrisskraft setzt sich aus dem Standardfehler des Mittelwerts der Gaufsverteilung fiir ei-
ne 95,4%-ige Kofidenz (20 /+/N) und dem Fitfehler fiir die wahrscheinlichste Abrisskraft
zusammen. Die Belastungsraten fiir die verschiedenen Geschwindigkeiten ergeben sich
aus r = kess - v (1878 pN/s, 9392 pN/s, 37568pN /s, 93920pN/s), wobei kesr = k- 0,8
ist, mit k.;s effektive Federkonstante des Systems und k ermittelte Federkonstante des
Kraftsensors. Diese Annahme wird gemacht, weil die Kraftkurven per Hand ausgewertet

werden und demzufolge keine Information iiber die Elastizitit der Molekiile vorhanden

ist.
0,04 0.06
v =100 nm/s v =500 nm/s
= 0,05
= 0,034 F = 949+148pN B F o =114,3 £10,9 pN
2 S 004
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2 N =307 2 N =297
Q —
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~ 0.05 -
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Abbildung 5.18: Die Dissoziationskraifte- Verteilungen fiir die Riickziehgeschwindigkeiten 100
nm/s bis 5000 nm/s. Rechls oben ist die wahrscheinlichste Abrisskraft, die
Bindungswahrscheinlichkeit und die absolute Anzahl der Dissoziationsereig-
nisse N angegeben.

Erfahrungsgeméf verkleinert sich aber der Wert der Federkonstante & aufgrund der
Elastizitdt der Molekiile um mehr als 20% [86, 87|, somit ist dieser Kompromiss tragbar.
Werden die Werte der wahrscheinlichsten Abrisskrifte halblogarithmisch gegen die Be-
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5.1 Aggrecan

lastungsraten aufgetragen (Abbildung 5.19), so wird der von Evans und Ritchie [3] (Ab-
schnitt 2.2.2) vorhergesagte Zusammenhang deutlich (Gleichung 2.27):
kT

Fmax = 1
s

Zl?g?“
kgT

n
kgf f

dass mit zunehmender Ziehgeschwindigkeit auch der Wert der wahrscheinlichsten Ab-

risskraft wichst. Durch eine lineare Regression dieser Daten mit der folgenden Extra-

polation auf verschwindende duftere Kraft F),,. = 0, erhdlt man die Belastungsrate

ro = 1,679 = 0,94 pN/s, bei der die Dissoziation des Aggrecans thermisch getrieben

ist. Die inverse Steigung dieser Regressionsgeraden ist die Reaktionslinge des Aggrecans
z3 = 0,31 £0,08 nm und mit der Beziehung:
0 1

korr = kB_T.TﬁTO (5.2)

erhélt man fiir die Off-Ratenkonstante des Aggrecans Ay, = 0,127 £ 0,08 s™'. Damit

folgt fiir die mittlere Lebensdauer des Aggrecans 7 = 7,85+ 4,96 s.

180+
150 + I
1204

90

Kraft [pN]

60

30+

10° 10° 10
Belastungsrate [pN/s]

5

Abbildung 5.19: Halblogarithmische Auftragung der wahrscheinlichsten Abrisskrifte Fi,q. ge-
gen die Belastungsraten r.

In der Auswertung sind, wegen dem Sigezahnprofil, teilweise von einander abhingige
Dissoziationsereignisse vermessen worden. Solche Ereignisse konnen die zeitliche Ent-
wickelung der Krifte beeinflussen und diese zu einem hoheren Wert verschieben, was

zur einer Verfilschung des Ergebnisses fiihren kénnte. Um Aussagen iiber die ermittel-
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te Off-Ratenkonstante zu machen, sind kraftspektroskopische Experimente an einzelnen
Glykosaminoglykanen des Aggrecans unabdingbar, damit ein Vergleich vorhanden ist.
Dieses Experiment kann im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefiihrt werden, da diese

Molekiile nicht zur Verfiigung gestanden haben.

5.2 Aggregationsfaktor aus dem Meeresschwamm

Microciona prolifera

5.2.1 Rasterkraftmikroskopische Untersuchungen

Die rasterkraftmikroskopische Untersuchungen des MAF auf Glimmer (Abbildungen 5.20
und 5.21) erbringen folgende Resultate: Anzahl der globuldren Einheiten des Ringes
etwa 20 mit einer Hohe Hggr = 2,18 + 0,29 nm, Hohe der Arme Hga = 1,11 £0,34
nm und Umfang des Ringes U = 299,33 + 23,17 nm. Bei Abbildungen auf APTES-
Glimmer (Abbildungen 5.22 und 5.23) kann man keine gravierenden Verdnderungen
der Erscheinung des Molekiils feststellen. Auffillig ist, dass auf Glimmer weniger Arme
vorhanden sind, als auf APTES-Glimmer und eine leichte Reduzierung der Hohe des
gesamten Molekiils auftritt. Fiir die Abmessungen des MAF auf APTES-Glimmer ergibt
sich: Hohe der globuldren Einheiten des Ringes Har = 1,63 0,32 nm und Hohe der
Arme Hpyp = 0,75 £ 0,17 nm. Die Hoheninderung konnte mit der APTES-Schicht
zusammenhéngen. Da die APTES-Schicht vermutlich nicht homogen ist und Fehlstellen
besitzt, wiirde das Molekiil in diese absacken und damit eine minimale Héhenénderung
implizieren. Die abnehmende Anzahl der Arme auf dem Glimmer konnte ein Zeichen
dafiir sein, dass die Ca?"-bindende Domiine sich an den globuliren Einheiten des Ringes
befindet, weil die Immobilisierung der MAF auf Glimmer mit CMF-Puffer + 10 mM
Ca?" erfolgt und nur Calcium in diesem Puffer ein divalentes Kation ist, das die negative
Oberfliche des Glimmers mit dem Ring des MAF verbinden kénnte. Dass die Ca?*-
abhingige Wechselwirkung zwischen MAF von den g200 herriihrt, die an den globuldren
Einheiten (MAFp3) des Ringes gebunden sind, wurde schon in [70] gezeigt. Man muss
jedoch sagen, dass fiir die Priparation auf Glimmer eine MAF-Losung von 0,1 mg/ml
benutzt wird und im Gegensatz dazu fiir die Praparation auf APTES-Glimmer nur eine
1 pg/ml MAF-Losung. Die Bindung der MAF auf Glimmer ist also recht schwach, da
nicht viele Molekiile auf der Oberflache haften bleiben,
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2,00 nm

0,00 nm

Abbildung 5.20: MAF (0,1 mg/ml in CMF-Puffer + 10 mM Ca®") auf Glimmer: Ein hoch-
auflosendes Bild des Ringes eines MAF. Auffillig ist das Fehlen einiger
Arme.

3,00 nm
200 nm

0,00 nm

Abbildung 5.21: MAF (0,1 mg/ml in CMF-Puffer + 10 mM Ca®") auf Glimmer: Auch hier
fehlen einige Arme.
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2,00 nm

0,00 nm

Abbildung 5.22: MAF (1 ug/ml in CMF-Puffer + 10 mM Ca®") auf APTES-Glimmer: Die-
ses Bild zeigt einen grifieren Scanbereich und man sieht deutlich mehr Arme
an den Ringen als auf einfachem Glimmer. Man erkennt auch, dass hdufig
zwet oder mehr MAF neben einander liegen.

Y 2,00 nm
. 1DDan

0,00 nm

Abbildung 5.23: MAF (1 pg/ml in CMF-Puffer + 10 mM Ca®") auf APTES-Glimmer: Ein
Zoom aus dem vorigen Bild.
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5.2 Aggregationsfaktor aus dem Meeresschwamm Microciona prolifera

obwohl die Konzentration 100 mal so grof ist.
Es ist anzumerken, dass im Vergleich zu Abbildungen aus fritheren Arbeiten |75] sich die
Erscheinung der MAF verdndert hat, besonders in Hinsicht auf die Arme. Die Ursachen

konnten das Altern oder eine eventuelle Verschmutzung der Probe sein.

5.2.2 Kraftspektroskopische Untersuchungen

Dass die Bindung zwischen den MAF abhingig von der Calciumkonzentration ist, so-
wie die Kraft-Distanz-Kurven mit Sigezahnprofil, wurde bereits 1995 beobachtet [7].
Auch in weiteren kraftspektroskopischen Experimenten mit den MAF in Ca?"-haltigen
Puffern hat man Kraft-Distanz-Kurven mit Sdgezahnprofil gesehen [70]. Als Bindungs-
Akteure vermutete man die g200-Glykaneinheiten (Abschnitt 3.3.1). Ergebnisse aus den
kraftspektroskopischen Messungen an den g200 haben diese Vermutung bekréftigt [88].
Aber die Herkunft des Sédgezahnprofils in den Kraft-Distanz-Kurven in den MAF-MAF

Experimenten ist dennoch nicht ganz klar.

- Calcium-Ionen

=
% 7
A s GOldSUDStrat” A A A A A

Abbildung 5.24: Schematische Darstellung einer méglichen Geometrie fiir Bindungsereignis-
se zwischen MAF. Die roten Punkte stellen die Ca®*-Ionen dar, die die
Bindung zwischen den g200 vermitteln.

In dieser Arbeit wird versucht mittels einiger kraftspektroskopischer Experimente den
Ursprung der Bindungsereignisse in den MAF-MAF Experimenten zu analysieren. Dazu
werden Experimente auf mit MAF funktionalisiertem Gold (Abbildung 5.24) und auf
einer plasmaoxidierten Glasoberfliiche in CMF-Puffer + 10 mM Ca?" gemacht. In allen
Messungen wird ein mit MAF funktionalisierter Kraftsensor (Abschnitt 4.3.5) verwendet.
Die kraftspektroskopischen Parameter (Abschnitt4.3.6) werden festgehalten. Wenn nicht

explizit genannt, wird eine Riickziehgeschwindigkeit von 2000 nm/s verwendet.
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5.2.2.1 Verifizierung der Bindung

Um die Bindungsereignisse in den kraftspektroskopischen Messungen zwischen den MAF
nachzuvollziehen, werden zunéchst Experimente auf funktionalisierten Goldsubstraten
(Abschnitt 4.3.5) in CMF-Puffer + 10 mM Ca?" durchgefiihrt. Abbildung 5.25 zeigt eine
mogliche Verteilung der MAF auf dem Goldsubstrat, wihrend einer Messung. In diesen
Experimenten hat man auch wie in [7, 70] Kraft-Distanz-Kurven mit Ségezahnprofil
beobachten kénnen. Zwei solche Kraft-Distanz-Kurven aus kraftspektroskopischen Ex-
perimenten zwischen den MAF bei Riickziehgeschwindigkeiten von 100 nm/s und 2000
nm/s sind in den Abbildungen 5.26 und 5.27 dargestellt.

4.0 nm

Abbildung 5.25: MAF (0,1 mg/ml in CMF-Puffer + 10 mM Ca®") auf Gold: Hier soll die
mégliche Verteilung der MAF auf dem Goldsubstrat, wihrend des kraftspek-
troskopischen Experiments gezeigt werden.

Da sich bei den Aggrecanen gezeigt hat, dass charakteristische Bindungsereignisse
(Sagezahnprofil) auch nur zwischen einer plasmaoxidierten Glasoberfliche und den Agg-
recanen auftreten, werden deshalb auch bei den MAF kraftspektroskopische Experimen-
te auf einer plasmaoxidierten Glasoberfliche durchgefiihrt, wo die MAF nur auf dem
Kraftsensor immobilisiert sind. Auch in diesem Fall hat man Kraft-Distanz-Kurven mit

Ségezahnprofil erhalten (Abbildung 5.28). Auferdem wird noch eine Messung auf einem
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5.2 Aggregationsfaktor aus dem Meeresschwamm Microciona prolifera

reinen Godsubstrat gemacht, um sicherzustellen, dass die observierten Bindungsereig-
nisse die MAF-MAF Wechselwirkung zeigen, wenn die MAF auf dem Gold immobilisiert

werden.
600 -
400 H
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-200
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o

Abbildung 5.26: Eine Kraft-Distanz-Kurve bei einer Rickziehgeschwindigkeit von 100 nm/s
mit Sagezahnprofil, die die Wechselwirkung zwischen MAF-MAF in Gegen-
wart von Ca®* zeigt. Die einzelnen Abrissereignisse zeigen vermutlich je-
weils das Brechen einer Bindung zwischen zwei g200-Glykanen.
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Abbildung 5.27: Hier eine Kraoft-Distanz-Kurve bei einer Riickziehgeschwindigkeit von 2000
nm/s mit Sagezahnprofil, die die Wechselwirkung zwischen MAF-MAF dar-
stellt.

Bei den MAF kristallisiert sich ein dhnliches Verhalten wie bei den Aggrecanen her-
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aus. Denn auch bei Experimenten mit nur einer plasmaoxidierten Glasoberfliche als
Substrat sind Kraft-Distanz-Kurven mit Sigezahnprofil beobachtet worden (Abbildung
5.28), wobei auf reinem Gold als Substrat die Bindungsaktivitit verschwindend gering
und unspezifisch ist (Abbildung 5.29 c)). Dieses wiederum bedeutet, dass die ermit-
telten Bindungsereignisse die MAF-MAF Wechselwirkung zeigen, wenn MAF auf Gold

immobilisiert werden.

400
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Abbildung 5.28: Eine Kraft-Distanz-Kurve bei einer Riickziehgeschwindigkeit von 2000 nm/s
mit Sdagezahnprofil, die die Wechselwirkung zwischen MAF und einer plas-

maozidierten Glasoberfliche zeigt. Man beachte in allen drei prdsentierten
Kraft-Distanz-Kurven (Abbildungen 5.26 und 5.27) die dhnlichen Krafte.

Die erhaltenen Resultate aus den drei Messungen sind in Abbildung 5.29 dargestellt.
Als aussagende Grofe ist die Abrisslange betrachtet worden. Fiir die MAF-MAF Mes-
sungen ergibt sich eine recht breite Verteilung der Abrisslingen mit einer mittleren Ab-
rissldnge von Ly, r = 178,67+88,05 nm und einer Bindungswahrscheinlichkeit von 31%.
Erwartungsgemal sollte sich die Abrissldnge bei dem Experiment MAF-plasmaoxidierte
Glasoberfliche verkleinern, da sich hier die MAF nur auf dem Kraftsensor befinden.
Das tut sie auch und zwar betridgt die mittlere Abrisslinge aus der Messung MAF-
plasmaoxidierte Glasoberfliche Ly, = 112,06 & 71,91 nm, wobei hier die Bindewahr-
scheinlichkeit auf 19% zuriickgegangen ist (Abbildung 5.29 b)).

Diese Resultate zeigen eine vergleichbare Tendenz zu den Ergebnissen der Messungen
fiir das Aggrecan (Abschnitt 5.1.2.3), wo die observierten Bindungsereignisse mit ei-
ner moglichen Wechselwirkung zwischen den negativ geladenen Glykosaminoglykanen
identifiziert worden sind. Denn auch die g200 enthalten ein sulfatisiertes Disaccharid

(Abschnitt 3.3.1) und somit negativ geladene Gruppen, die hochstwahrscheinlich iiber
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5.2 Aggregationsfaktor aus dem Meeresschwamm Microciona prolifera

Ca?" mit den negativen Gruppen auf der plasmaoxidierten Glasoberfliche interagieren.
Also konnte das beobachtete Sdagezahnprofil in den MAF-MAF Experimenten durchaus
von der Ca?"-abhiingigen g200 Wechselwirkung herriihren.

a) 0.030 = b) 0.030
MAF-MAF in CMF + 10 mM Ca MAF-Glas in CMF + 10 mM Ca’
= 00251 L= 178,67+88,05 nm = 0.025 Lyjgs = 112.06% 71,91 nm
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Abbildung 5.29: Kraftspektroskopische Messung in CMF-Puffer + 10 mM Ca®* fiir die Un-
tersuchung des Bindungsvermdgens an: a) MAF-MAF: Hier zeigt sich eine
recht hohe Bindungswahrscheinlichkeit von 81%; b) MAF-plasmaozidierte
Glasoberfliche: mit einer geringeren Bindungsaktivitat von 19%; ¢) MAF-
Goldoberfliche: fast keine und nicht spezifische Bindungsaktivitdt.

5.2.2.2 Dynamische Kraftspektroskopie

Mittels der dynamischen Kraftspektroskopie wird versucht die Off-Ratenkonstante k:gff
des MAF zu bestimmen. Dazu werden kraftspektroskopische Messungen bei vier ver-
schiedenen Riickziehgeschwindigkeiten in CMF-Puffer + 10 mM Ca?" durchgefiihrt (100
nm/s, 500 nm/s, 2000 nm/s und 5000 nm/s). Dabei wird fiir alle Messungen dieselbe
Probe (MAF auf Gold) verwendet und fiir die Riickziehgeschwindigkeiten 100 nm/s,
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500 nm/s und 2000 nm/s auch derselbe funktionalisierte Kraftsensor. Die erhaltenen
Verteilungen von Dissoziationskréften sind in Abbildung 5.30 dargestellt, wobei die
wahrscheinlichste Abrisskraft F),,,. aus jedem Histogramm durch einen Fit mit einer
Gaufsfunktion (Abschnitt 5.1.2.4) ermittelt wird.
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Abbildung 5.30: Die Dissoziationskraifte- Verteilungen fiir die Riickziehgeschwindigkeiten 100
nm/s bis 5000 nm/s. Rechls oben ist die wahrscheinlichste Abrisskraft, die
Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten von Kurven mit Sdgezahnprofil und die
absolute Anzahl der Dissoziationsereignisse N in diesen Kurven angegeben.

Den Histogrammen kann man entnehmen, dass die wahrscheinlichsten Abrisskrifte
Finaz sehr nah bei einander liegen, abgesehen von der Geschwindigkeit 5000 nm/s, die
aber auch mit einem anderen Kraftsensor aufgenommen worden ist. Die Verwendung
eines anderen Kraftsensors ist jedoch mit einem Fehler von 10 - 15% behaftet, wie in
Abbschnitt 2.2.1 beschrieben wird. Zieht man diesen Fehler in betracht, so verschiebt
sich auch die wahrscheinlichste Abrisskraft fiir die Geschwindigkeit 5000 nm/s in den
Bereich der wahrscheinlichsten Abrisskrifte der anderen Geschwindigkeiten. In diesem

Fall kann der von Evans und Ritchie 3] (Abschnitt 2.2.2) vorhergesagte Zusammenhang
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nicht beobachtet werden. Das bedeutet aber nicht, dass die Standard-Theorie falsch ist.
Wohl eher liegt es an der hohen Komplexitit der aufgenommenen Kraft-Distanz-Kurven,
deren Handhabung nicht so trivial ist, wie man es sich vorgestellt hat. Hier zeigt sich, dass
die einfache Vermessung der Krifte in den Kraft-Distanz-Kurven nicht zufriedenstellend
ist. Dieses Ergebnis ist zu erwarten gewesen. Da aber derzeit noch keine theoretische
Beschreibung fiir solche Ereignisse existiert, ist die angewandte Auswertungsmethode

ein Versuch gewesen, um eventuelle Zusammenhinge zu erkennen.

5.3 Aggrecan vs. MAF

Da Einiges darauf hin deutet, dass die Selbstadhé&sion zwischen den untersuchten Proteo-
glykanen hiéchstwahrscheinlich auf die Ca?"-abhingige Glykan-Glykan Wechselwirkung
zuriickzufiihren ist, stellt sich die Frage, ob MAF und Aggrecane auch untereinander
wechselwirken. Dazu wird ein kraftspektroskopisches Experiment in CMF-Puffer + 10
mM Ca?" durchgefiihrt, in dem ein mit Aggrecanen funktionalisierter Kraftsensor und
ein mit MAF funktionalisiertes Goldsubstrat verwendet werden. Man kann auch in die-
ser Messung Kraft-Distanz-Kurven mit Sigezahnprofil aufnehmen, von denen eine in
Abbildung 5.31 gezeigt ist.

T T T
0 -100 -200 -300 -400
Z-Piezo-Extension [nm]

Abbildung 5.31: Fine Kraft-Distanz-Kurve bei einer Riickziehgeschwindigkeit von 2000 nm/s
mit Sdgezahnprofil, die die Wechselwirkung zwischen MAF-Aggrecan in
CMF-Puffer + 10 mM Ca®’ zeigt.

In Abbildung 5.32 sind die erhaltenen mittleren Abrisslingen zwischen Aggrecan-
plasmaoxidierter Glasoberfliche L4, = 43,5 + 13,8 nm und MAF-plasmaoxidierter
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5 Resultate

Glasoberflache Ly, g5 = 112,06£71, 91 nm noch einmal aufgefiihrt. Vergleicht man diese
mit der erhaltenen mittleren Abrissldnge fiir MAF-Aggrecan L,,q, = 127,224+76,43 nm,
so wird ersichtlich, dass auch die Bindung zwischen MAF-Aggrecan auf jeden Fall von
den involvierten Proteoglykanen herriihrt und vermutlich auch auf die Glykan-Glykan

Wechselwirkung zuriickzufiihren ist.
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+ . +
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Abbildung 5.32: Vergleich der Abrisslangen zwischen: a) Aggrecan-plasmaozxidierte Glasober-
fliche; b) MAF-plasmaozidierte Glasoberflache; ¢) MAF-Aggrecan . Rechis
in dem jeweiligen Histogramm ist die mittlere Abrisslinge und die Bindungs-
wahrscheinlichkeit angegeben.

Uber die Sperzifitit der Bindung der untersuchten Proteoglykane mit sich selbst und
untereinander kann hier keine genaue Aussage getroffen werden, denn wie man gesehen
hat, binden beide auch an eine plasmaoxidierte Glasoberfliche. Dazu muss man anmer-
ken, dass eine plasmaoxidierte Glasoberfliche nicht physiologisch ist. Aber man kann

mit Sicherheit sagen, dass Ca?" eine zentrale Rolle in diesen Bindungen einnimmt.
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6 Zusammenfassung

Das Rasterkraftmikroskop ist ein vielseitiges Werkzeug, das Analysen an sehr unter-
schiedlichen Systemen ermoglicht. In dieser Arbeit wurden rasterkraftmikroskopische so-
wie kraftspektroskopische Untersuchungen an zwei verschiedenen Proteoglykanen durch-
gefiihrt: das Aggrecan aus dem bovinen artikuliren Knorpel und der Aggregationsfaktor
aus dem Meeresschwamm Microciona prolifera.

An beiden Systemen gelang es, durch Optimierung der APTES-Beschichtung des Glim-
mers, hochauflosende AFM-Aufnahmen zu erzeugen, die fiir eine ,prizise® Vermessung
der Proteoglykane dienten.

Bei kraftspektroskopischen Untersuchungen an den Aggrecanen hat man im Gegensatz
zu den Experimenten aus [84] erstmalig Kraft-Distanz-Kurven mit einem S#gezahn-
profil aufnehmen kénnen, wodurch sich einzelne Bindungsereignisse beobachten liefsen.
Auch die erhaltenen Dissipationsenergien, die um einen Faktor 100-1000 kleiner sind
als in [84], spiegeln kraftspektroskopische Messungen an Aggrecanen auf Einzelmole-
kiilniveau wieder. Zudem wurde durch kraftspektroskopische Messungen in verschieden
Salzlosungen und auf verschiedenen Substratoberflichen die Ca?T-Abhingigkeit sowie
die Ca®"-Selektivitit der Selbstadhiision des Aggrecans nachgewiesen. Auferdem konn-
te man mit diesen Messungen die Glykosaminoglykane als die Verursacher der Bindung
zwischen den Aggrecanen identifizieren. Desweiteren konnte man mit der dynamischen
Kraftspektroskopie die Off-Ratenkonstante k:gff des Aggrecans bestimmen. Um diese
Off-Ratenkonstante bewerten zu konnen, sind jedoch Messungen an einzelnen (chemisch
aufgereingten) Glykosaminoglykanen des Aggrecans notig, damit ein Vergleich méglich
wird.

Fiir die MAF konnte das kraftspektroskopische Experiment aus [70] erfolgreich wieder-
holt werden. Aufkerdem wird durch die erhaltenen Ergebnisse die Annahme verstarkt,
dass fiir den Ursprung des in den Kraft-Distanz-Kurven beobachteten Ségezahnpro-
fils die g200-Glykaneinheiten des MAF verantwortlich sind. Die Ermittelung der Off-
Ratenkonstante fiir die MAF mit der dynamischen Kraftspektroskopie ist aufgrund der
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6 Zusammenfassung

hohen Komplexitit der Kraft-Distanz-Kurven bisher nicht moglich gewesen. Hier zeigt
sich der hohe Anspruch an die Interpretation und Auswertungsmethode von multiplen
Ereignissen.

Obwohl die Struktur der beiden untersuchten Proteoglykane recht verschieden ist, hat
sich gezeigt, dass Ca?" bei beiden die zentrale Rolle in der Selbstadhiision der Molekiile

einnimmt und somit ein wichtiges Element fiir die Glykan-Glykan Wechselwirkungen ist.
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