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1 Einleitung

Wechselwirkungen zwischen Biomolekülen steuern und regeln alle essentiellen Prozesse in
lebenden Organismen. Bei solch hochspezifischen Vorgängen müssen Proteine zwischen
mannigfaltigen konkurrierenden Biomolekülen differenzieren und mit ihren komplemen-
tären Bindungspartnern eine reversible Bindung eingehen. Diese molekulare Erkennung
wird auch als das Schlüssel-Schloss-Prinzip bezeichnet [1]. Dabei werden die Struktur
sowie die funktionellen Eigenschaften der Proteine durch die Aminosäuresequenz, die
so genannte Primärstruktur, festgelegt [2]. Die Bindung und die Funktion der Prote-
ine werden durch eine Reihe von lokal begrenzten nicht kovalenten Wechselwirkungen
wie Wasserstoffbrücken-, Ionenbindungen und Van-der-Waals-Kräften vermittelt. Die ge-
bildeten Molekül-Komplexe zerfallen wieder nach einer charakteristischen Lebensdauer
durch eine thermisch getriebene Dissoziation. Die Rasterkraftmikroskopie (engl.: Ato-
mic Force Microscopy, AFM) [3] hat sich als eine Werkzeug zur Untersuchung solcher
Vorgänge auf molekularer Ebene etabliert. Dabei hat sich in kraftspetroskopischen Ana-
lysen gezeigt, dass die Bindungen der Molekül-Komplexe anhand des Charakters ihrer
Dissoziation unter einer externen Kraft unterscheiden lassen.
Eine thermische Dissoziation nach Kramers-Bell-Evans [4–6] beschreibt das Verhalten
der meisten bekannten Systeme [7–19] und entspricht einem Slip Bond. Hier nimmt die
Lebensdauer des Komplexes mit wachsender mechanischer Belastung exponentiell ab.
Bei einem Catch Bond hingegen steigt die Lebensdauer bei wachsender Belastung für
ein gewisses Kräfte-Intervall an, verhält sich aber bei hoher Belastung wie ein Slip Bond.
Diese Art der Bindung zeigt somit ein „unintuitives“ Verhalten und ist bis jetzt nur bei
einer Handvoll von Systemen beobachtet worden [20–30]. Bei den meisten dieser Syste-
men ist das Catch Bond Verhalten mit allosterischen Effekten verbunden, die wesentlich
für die Ausübung der Funktion sind.
In dieser Arbeit werden kraftspektroskopische Experimente an der hydrophilen Domäne
(HD) aus der extrazellulären Matrix-Sulfatase1 (Sulf1) durchgeführt. Dazu werden die
Spezifität sowie die Art der Bindung von der HD zu verschiedenen Glycosaminoglyca-
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1 Einleitung

nen kraftspektroskopisch auf Einzelmolekülniveau untersucht und ein mathematisches
Modell für die Beschreibung der Interaktion vorgeschlagen. Die Sulf1 regelt essentielle
Prozesse in der Signalgebung und der Embryonalentwicklung durch das Abspalten ge-
wisser Sulfat-Gruppen von Glycosaminoglycan (GAG)-Ketten der Proteoglycane an der
Zelloberfläche. Dabei steuert die HD die Erkennung, die Desulfatierungs-Effizienz so-
wie das Binden des Substrats Heparansulfat (HS) an die Sulf1 und ist damit wesentlich
für die funktionellen Eigenschaften der Sulf1 [31]. Eine funktionelle Störung der Sulf1
kann onkogene Auswirkungen haben. Deshalb ist das Verständnis der Wechselwirkung
zwischen der hydrophilen Domäne und Heparansulfat sehr wichtig für die Entwicklung
geeigneter Tumortherapien.
Bei kraftspektroskopischen Experimenten werden die zu untersuchenden Biomoleküle
zunächst auf der Spitze eines mikrofabrizierten Kraftsensors wie auch auf einem geeig-
neten Substrat kovalent immobilisiert. Dann wird der Kraftsensor unter physiologischen
Bedingungen nach erfolgter Assoziation des Molekül-Komplexes entweder mit konstanter
Ziehgeschwindigkeit solange ausgelenkt, bis die äußere Kraft der Bindungskraft des Kom-
plexes gleicht (dynamische Kraftspektroskopie) [5] oder mit einer definierten konstanten
Kraft belastet, bis die Bindung sich selbst löst (Force Clamp) [32]. Über die mechanische
Auslenkung des Kraftsensors sind direkt Informationen über die Dissoziationskräfte der
Biomoleküle zugänglich. Werden solche Experimente bei verschiedenen Ziehgeschwin-
digkeiten beziehungsweise Kräften gemacht, kann die thermische Off-Ratenkonstante
k0
off respektive die mittlere Lebensdauer τ des Komplexes mit vorhandenen Modellen

berechnet werden [4–6, 33].
Des Weiteren wird hier ein optisches Rasternahfeldmikroskop (engl.: Scanning Near-
Field Optical Microscope, SNOM) [34] für strukturelle Untersuchungen des Desmins
verwendet. Desmin gehört zum Typ III der Gruppe von Intermediärfilamenten (IF) und
ist für die mechanische Integrität der Muskelzellen verantwortlich. Durch Mutationen
des Desmin-Gens werden die mechanischen sowie die strukturellen Eigenschaften stark
beeinflusst und können sich letal auswirken [35–38].
SNOM ist eine Kombination von AFM mit den optischen Nahfeld-Methoden. Hier wer-
den die Vorteile der Rastersondenmikroskopie mit leistungsfähiger optischer Mikroskopie
gebündelt. Diese Applikation liefert zusätzlich zu hochauflösender Topografie im sub-
Nanometer-Bereich noch eine optische Auflösung, die weit unter der Beugungsgrenze
liegt [39]. Die hier vorgestellte Kombination aus zwei etablierten Methoden, der TIRF
(Total Internal Reflection Fluorescence) Mikroskopie [40, 41] und dem AFM, repräsen-
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tiert das aperturlose optische Rasternahfeldmikroskop (aSNOM). Dieses aSNOM verfügt
über eine phasengekoppelte Fluoreszenz-Detektion. Durch Überlagerung des Topografie-
und des Fluoreszenz-Signals lässt sich die strukturelle Beschaffenheit der Biomoleküle
auf lokaler Ebene präzise untersuchen [42].
Im Folgenden (Kapitel 2) wird auf die physikalischen Grundlagen der Rasterkraftmikro-
skopie, optischen Rasternahfeldmikroskopie und Kraftspektroskopie eingegangen. An-
schließend (Kapitel 3) werden die biologischen Grundlagen behandelt. Danach (Kapitel
4) werden die verwendeten Materialien und experimentellen Methoden angegeben und
die erlangten Ergebnisse (Kapitel 5) präsentiert und diskutiert. Abschließend (Kapitel
6) folgen eine Zusammenfassung und ein Ausblick für mögliche weitere Experimente.
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2 Physikalische Grundlagen

In diesem Kapitel wird die allgemeine Funktionsweise der Rastersondenmikroskopie be-
schrieben. Insbesondere werden das Rasterkraftmikroskop und seine Erweiterung zum
optischen Nahfeldmikroskop sowie die verschiedenen Kraftspektroskopie-Methoden an-
hand einer Kraft-Distanz-Kurve beziehungsweise Kraft-Zeit-Kurve erläutert. Die zuge-
hörigen theoretischen Grundlagen wie die Thermodynamik und die Kinetik der Slip
Bonds und Catch Bonds werden eingeführt.

2.1 Rastersondenmikroskopie
Seit der Einführung des Rastertunnelmikroskops (engl.: Scanning Tunneling Microsco-
pe, STM) [43, 44] im Jahre 1981, gefolgt von dem Rasterkraftmikroskop (engl.: Atomic
Force Microscope, AFM) [3] im Jahre 1985, gibt es eine rasante und mannigfaltige Ent-
wicklung auf dem Gebiet der so genannten Rastersondenmikroskope (engl.: Scanning
Probe Microscope, SPM). Für die Entwicklung des Rastertunnelmikroskops bekamen
dessen Erfinder Binnig und Rohrer 1986 den Nobelpreis für Physik.
Während anfangs das reine Abbilden die Rastersondenmikroskopie dominierte, werden
mittlerweile vielfältige interessante Effekte und Eigenschaften von Oberflächen bezie-
hungsweise Molekülen auf Nanometerskala mit dieser Methode untersucht. Unter ande-
rem sind elektronische, magnetische, biologische, chemische und tribologische Beschaf-
fenheiten von nanoskopischen Systemen für Messungen zugänglich geworden.
Die Rastersondenmikroskope besitzen alle eine sehr feine, aus nur wenigen Atomen be-
stehende Sonde. Diese wird im Kontakt oder im Nahfeld (Abstände von wenigen Nano-
metern) über die Probe gerastert und liefert somit punktweise Informationen über die
Probenoberfläche. Die unterschiedlichen Wechselwirkungen zwischen Sonde und Ober-
fläche charakterisieren die jeweilige Methode.
Beim Rastertunnelmikroskop wird für die Regelung ein sehr kleiner Tunnelstrom (nA –
pA) gemessen, was eine leitfähige Sonde und Oberfläche voraussetzt. In der Rasterkraft-
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2 Physikalische Grundlagen

mikroskopie hingegen werden atomare beziehungsweise molekulare Kraftwechselwirkun-
gen der Größenordnung kleiner als 1 nN zwischen Oberfläche und Sonde als Feedback-
Regelung benutzt. Dieses Messverfahren erlaubt Untersuchungen für einen breiten Tem-
peraturbereich im Vakuum, an Luft und in Flüssigkeit. Die Probe bedarf keiner beson-
deren Präparation und muss nicht leitfähig sein. Somit ist das AFM prädestiniert für
Untersuchungen von biologischen Proben, da diese unter physiologischen Bedingungen
analysiert werden können.
Wird die scharfe Sonde eines Rasterkraftmikroskops zusätzlich noch mit einem Laser be-
oder durchleuchtet [45–47], wird darüber hinaus ein optischer Kanal mit einer Auflösung
kleiner 20 nm zugänglich. In diesem Fall wird das Gerät als optisches Rasternahfeldmi-
kroskop (engl.: Scanning Near-Field Optical Microscope, SNOM) [34] bezeichnet, wobei
hier die Lichtwechselwirkung (evaneszentes Feld) zur Bilderzeugung dient.

2.1.1 Rasterkraftmikroskop (AFM)

Die Grundbausteine eines Rasterkraftmikroskops sind ein Kraftsensor, ein Piezo-Scanner,
sowie eine Regelelektronik inklusive Detektion der Kraftsensor-Bewegung beziehungswei-
se -Auslenkung (Abb. 2.1).
Der Kraftsensor besteht aus einem Federbalken (engl.: cantilever) und einer idealerweise
atomar scharfen Spitze (engl.: tip) mit einem Radius von nur wenigen Nanometern.
Die Annäherung des Kraftsensors an die Probenoberfläche kann feinmechanisch oder
mit piezoelektrischen Stellelementen erfolgen. Die piezoelektrischen Stellelemente las-
sen sich proportional zu einer angelegten Spannung strecken respektive stauchen. Diese
Eigenschaft erlaubt eine punktweise Abtastung der Probenoberfläche.
Bei sehr kleinen Abständen im Bereich von 0,1 – 100 nm wirken auf den Kraftsensor
Kräfte des Oberflächenpotentials (Abb. 2.2 b)) [48–50], die den Federbalken auslenken.
Diese Auslenkung wird vorwiegend durch ein sogenanntes Lichtzeigersystem (optical be-
am deflection) [51] detektiert (Abb. 2.1). Dabei wird ein Laserstrahl auf die Rückseite des
Kraftsensors fokussiert, wobei die Reflektion über einen Spiegel auf einen 4-Quadranten
Fotodetektor [52] projiziert wird. Aufgrund der Verbiegung des Kraftsensors verändert
sich der Reflexionswinkel des Laserstrahls und bewirkt somit eine Verschiebung des
Laserspots auf dem Detektor. Dadurch ändert sich die Spannung in der Detektorein-
heit. Diese Spannungsänderung dient als Rückkopplungssignal für die Steuerung der
Bewegung des Piezo-Scanners beziehungsweise des Kraftsensors (Feedback-Regelkreis).
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2.1 Rastersondenmikroskopie

Je nach Messmodus (Abschn. 2.1.2) kann die Regelung sowohl in vertikaler Richtung,
als auch in lateraler Richtung erfolgen. Damit lässt sich sowohl die vertikale als auch die
laterale Auslenkung des Kraftsensors sehr präzise bestimmen [53] und somit auch die
Topografie der Oberfläche.
Eine vertikale Auslenkung des Kraftsensors entspricht einer Normalkraft FN , die pro-
portional zu der Differenz der Teilspannungen der oberen und unteren Segmente des
Detektors ist (UN = (UA + UB) − (UC + UD)). Die Torsionsauslenkung (bedingt durch
Lateralkräfte FL) ist proportional zur Differenz der Teilspannungen der linken und rech-
ten Segmente (UL = (UA + UC)− (UB + UD)).
Es existieren einige weitere Methoden um die Auslenkung des Kraftsensors zu detek-
tieren, zum Beispiel mit Hilfe des Tunnelstroms [3], über die Interferometrie [54] oder
kapazitiv [55]. Jedoch ist das Lichtzeigersystem das etablierteste, da es relativ einfach
zu handhaben ist.
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Abb. 2.1: Schematische Darstellung eines Rasterkraftmikroskops mit
Lichtzeigersystem.
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2 Physikalische Grundlagen

2.1.2 Messmodi in der Rasterkraftmikroskopie

Prinzipiell existieren zwei Messmodi für die Topografiedarstellung: der Kontakt-Modus
(engl.: contact mode) und der dynamische Modus, wobei der dynamische Modus weiter
unterteilt wird, abhängig von den Regelparametern Amplitude, Frequenz oder Phase.
In Abb. 2.2 b) ist die Potentiallandschaft der Wechselwirkung [49] zwischen Kraftsen-
sor und Oberfläche dargestellt. Diese Wechselwirkung ist charakteristisch und essentiell
für die später beschriebenen Messmodi. Insgesamt lässt sich diese Potentiallandschaft
qualitativ in Form eines Lennard-Jones-Potentials Φ(z) darstellen:

Φ(z) = 4ε
[(
σ

z

)12
−
(
σ

z

)6
]

(2.1)

mit der Tiefe des Potentialtopfes ε, der Nullstelle des Potentials σ und dem Kon-
taktabstand z, wobei ε und σ materialabhängige Parameter sind. Für z < σ wächst
der

(
σ
z

)12
Term stark an. Dementsprechend ist die Potentialkurve in diesem Bereich

sehr steil, die Wechselwirkung daher stark repulsiv und kurzreichweitig. Wenn z >

−Φ( )
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Abb. 2.2: a) Resonanzkurve eines frei schwingenden Siliziumkraftsensors an Luft. Die ro-
te Kurve zeigt den Resonanzpeak bei f0 mit Amplitude A0 und die grüne Kurve
die Phase. Nähert sich der Kraftsensor der Probenoberfläche, so ändern sich die
Parameter ∆f , ∆A und ∆ϕ je nach Wechselwirkung, die für die verschiedenen
Regelarten verwendet werden.
b) Das Lennard-Jones-Potential Φ(z) zeigt die Wechselwirkungsbereiche für die ver-
schiedenen AFM-Messmodi. Die blau und rot gestrichelten Linien verdeutlichen die
Zusammensetzung des Potentials aus Gleichung 2.1. Der Kontakt-Modus (contact)
arbeitet im repulsiven Bereich. Der Tapping-Modus (intermittent contact) arbeitet
sowohl im repulsiven als auch im attraktiven Bereich und der Nichtkontakt-Modus
(non contact) arbeitet ausschließlich im attraktiven Bereich.
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2.1 Rastersondenmikroskopie

σ ist, gibt der −
(
σ
z

)6
Term hauptsächlich das Van-der-Waals-Potential wieder. Das

Van-der-Waals-Potential setzt sich aus Dipol-Dipol-Wechselwirkung∗, Dipolinduzierter-
Wechselwirkung† und der Londonschen Dispersionswechselwirkung‡ zusammen. Hier
sind langreichweitige attraktive Kräfte vorherrschend. Dieses Modell liefert im Vaku-
um bei ungeladenen Proben eine passende Näherung. Bei geladenen Proben muss der
Coulomb-Anteil zusätzlich beachtet werden, der sich aber durch Messungen in Flüssig-
keit wie Wasser aufgrund der Ionen-Abschirmung vermeiden lässt. Außerdem können
Kapillarkräfte bei Messungen unter Umgebungsbedingungen auftreten, die jedoch durch
Verwendung ultra-scharfer Spitzen reduziert werden können [56].
Der Kontakt-Modus [3] ist die einfachste Messvariante. Hierbei wird der Kraftsensor
auf die Oberfläche gedrückt, sodass ein ständiger unmittelbarer „mechanischer“ Kon-
takt vorhanden ist. Für die Regelung kann entweder die Auslenkung des Kraftsensors
(constant force mode) oder der Abstand zur Oberfläche (constant height mode) kon-
stant gehalten werden. Während des Kontakts zwischen Kraftsensor und Oberfläche
überlappen sich die Elektronenwellenfunktionen der Spitzenatome mit denen der Ober-
fläche und rufen eine stark repulsive Kraft mit einer Reichweite von ∼ 0,1 nm hervor.
Diese Tatsache beruht auf dem Pauli-Prinzip, da Elektronen, deren Zustände in allen
Quantenzahlen übereinstimmen, nicht am selben Ort sein dürfen. Die repulsiven Kräfte
erreichen Werte von 10−10 bis 10−6 N und sind sehr abstandssensitiv (z−12), folglich
ist die Auflösung in z-Richtung mit ∼ 0,01 nm sehr hoch [57]. Die erreichbare laterale
Auflösung beträgt aufgrund der Spitzengeometrie etwa 0,1 nm bei idealen Bedingungen.
Aufgrund des Kontakts wird die Problematik mit dem Kondensatfilm [57] und der da-
mit verbundenen Kapillarkräfte aufgehoben, da dieser von der Spitze des Kraftsensors
durchstochen wird.
Der Kontakt-Modus ist vergleichsweise stabil und bietet hohe Auflösungen. Zudem kön-
nen neben der Topografie zusätzliche Informationen über Reibungskräfte und plastische
Verformung [58] gewonnen werden. Allerdings eignet er sich nur bedingt für weiche Ober-
flächen oder Biomoleküle, da diese durch die Interaktion mit der Spitze zerstört werden
können.
Bei den dynamischen Modi [59] gibt es im Wesentlichen drei Möglichkeiten die Topo-
grafie einer Oberfläche zu untersuchen: AM-AFM (Amplituden-Modulation) [60], FM-

∗Ausrichtung von permanenten Dipolen relativ zueinander
†Erzeugung eines Dipolmoments durch das Feld eines Dipols
‡Wechselwirkung zwischen fluktuierenden Dipolen und der in ihrem Feld induzierten Dipolen [50]
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2 Physikalische Grundlagen

AFM (Frequenz-Modulation) [61] und PM-AFM (Phasen-Modulation) [62]. Bei diesen
Techniken wird der Kraftsensor durch eine Piezo-Keramik in Schwingung versetzt, der
mit Resonanzfrequenz f0 und Amplitude A0 in einem Abstand von 1 bis 100 nm von
der Oberfläche oszilliert. In diesem Abstandsbereich wirkt ein Kraftgradient auf den
Sensor, der sich vorwiegend aus attraktiven Van-der-Waals-Kräften [63] zusammensetzt.
Dadurch wird eine Änderung der Schwingungsparameter induziert, die für die jeweili-
ge Methode AM-AFM (∆A), FM-AFM (∆f) und PM-AFM (∆ϕ) zur Bild-Erzeugung
dient.
Beim AM-AFM schwingt der Kraftsensor in der Nähe seiner Resonanzfrequenz f0 mit
einer festen Amplitude Aexc. Die detektierten Kräfte zwischen Spitze und Oberfläche ma-
chen sich durch die Dämpfung der Amplitude um ∆A bemerkbar. Während des Abbil-
dens dient ∆A als Regelgröße (engl.: setpoint), um die Wechselwirkung zwischen Sensor
und Oberfläche konstant zu halten. Diese Methode vermindert stark die Lateralkräfte
[64] und ermöglicht relativ stabile Rahmenbedingungen für das Abbilden verschiedens-
ter Oberflächen und Biomoleküle an Luft und in Flüssigkeit. AM-AFM ist sehr weit
verbreitet und wird vermehrt für Messungen an Luft verwendet. Dabei sind drei Da-
tensätze zugänglich: Topografie-Bild (engl.: height image), ein Amplituden-Bild (engl.:
amplitude image) und ein Phasen-Bild (engl.: phase image). Das Phasen-Bild liefert In-
formationen über die Energiedissipation und den Materialkontrast, die es ermöglichen
zwischen gewissen Oberflächeneigenschaften (elastisch oder hart) zu differenzieren [65].
Ein Unterschied zwischen konservativen und dissipativen Wechselwirkungen kann jedoch
nicht beobachtet werden, da ∆A von beiden beeinflusst wird. Aufgrund der kurzzeitigen
Berührung von Spitze und Oberfläche [66] wird AM-AFM auch häufig als intermittent
contact mode beziehungsweise tappingTM mode§ bezeichnet.
FM-AFM und PM-AFM sind deutlich sensitiver in der Kraftdetektion und ermöglichen
sogar ein Abbilden ohne jeglichen Kontakt (engl.: non contact mode) [67], nicht nur im
Vakuum, sondern auch an Luft und in Flüssigkeit [68, 69]. Diese Methoden sind instabiler
und erfordern einen anspruchsvollen Messaufbau mit sehr sensitiver Regelelektronik.
Deshalb finden sie meist Verwendung in Vakuum-Umgebung.

§Diese Bezeichnung stammt ursprünglich von Digital Instruments jetzt Bruker und ist abgeleitet
vom engl.: to tap = abklopfen.
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2.1 Rastersondenmikroskopie

2.1.3 Optische Nahfeldmikroskopie-Methoden

Die klassische optische Mikroskopie und Spektroskopie bieten enorm umfangreiche Mög-
lichkeiten strukturelle und chemische Informationen von einer breiten Palette verschie-
denster Materialien zu gewinnen. Jedoch ist die erreichbare laterale Auflösung von kon-
ventionellen Mikroskopen mit hochnumerischen Objektiven (NA = 1,4) auf 250−300 nm
für Wellenlängen λ im sichtbaren Bereich durch das Beugungslimit nach Abbe:

∆x ≈ λ

2NA (2.2)

beschränkt [70]. Aber bereits 1928 wurde von Synge beschrieben, wie dieses Beugungsli-
mit überwunden werden könnte [71]. Seine Idee war eine Probe durch eine kleine Apertur
(< λ) zu beleuchten. Dadurch bildet sich zwischen der Apertur und der Probe ein eva-
neszentes Feld aus. Aufgrund des exponentiellen Abfalls der Intensität der evaneszenten
Komponenten darf sich die Apertur nur wenige Nanometer von der Oberfläche entfernt
befinden. Durch das Scannen der Probe mit dieser Apertur im Nahfeld kann eine Auflö-
sung erreicht werden, die weit unter dem Beugungslimit liegt. Die Auflösung ist in diesem
Fall prinzipiell nur von dem Durchmesser der Apertur abhängig. Experimentell konn-
te diese Idee vom optischen Rasternahfeldmikroskop (SNOM) erst in den frühen 80er
Jahren nach der Erfindung der Rastersondenmikroskopie-Techniken realisiert werden
[34, 72]. Heutzutage ist SNOM eine einzigartige Technik der Wissenschaft, die Vorteile
der Rastersonden-Methode mit leistungsfähiger optischer Mikroskopie verbindet.
Es gibt zwei Grundprinzipien für SNOM: das Apertur-SNOM nach der Idee von Synge

Abb. 2.3: Illustration der verschiedenen Verfahren für die Einkoppelung von Licht und der
Detektion des Signals. a) – c) zeigen die Arten des Apertur-SNOM. d) präsen-
tiert das Streuverfahren (aSNOM), dabei kann die Anregung und die Detektion von
oberhalb oder unterhalb des Substrats erfolgen.
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2 Physikalische Grundlagen

und das Aperturlose-SNOM¶ nach dem Babinetschem Prinzip‖. In Abb. 2.3 sind die
gängigen Messmethoden der beiden SNOM-Arten schematisch dargestellt. Wie bei an-
deren Rastersonden-Methoden spielt die Geometrie der Sonde eine Schlüsselrolle für die
maximal erreichbare Auflösung: je kleiner die Apertur beziehungsweise je schärfer die
Spitze, desto höher ist die Auflösung.

2.1.4 Optische Nahfeld-Sonden

Die Sonden des Apertur-SNOM bestehen meist aus geschärften, mit Metall beschichte-
ten Glasfasern, die an der Spitze eine lichtdurchlässige Öffnung (Apertur) besitzen. Für
die Herstellung der Apertur-Sonden werden hauptsächlich zwei Methoden verwendet:
die Laser-Heiz-Zieh Methode [74] und das chemische Ätzen [75, 76]. Bei dem ersten Ver-
fahren wird eine Glasfaser an beiden Enden gezogen und gleichzeitig mit einem Laser
erhitzt. Dabei verjüngt sich die Glasfaser bis zum Abriss [77, 78] und man erhält so zwei
angespitzte Sonden. Bei der zweiten Methode wird die Glasfaser mit oder ohne Mantel
in einem Bad von Flusssäure (HF) und einem organischen Lösungsmittel (z.B. Isooctan

Apert
ur

300 nm

Seite

Apex

Oben
100 nm

Al
Glas

Apertur

a) b) c)

Abb. 2.4: a) Eine mit Aluminium bedampfte Glasfaser-Spitze mit einer Apertur < 100 nm.
(aus [73])
b) AFM-Kraftsensor basierte Apertur-Sonde mit Kraftsensor-Spitze aus einer hoh-
len Aluminium-Pyramide. Die Apertur kann Öffnungen von 40 – 150 nm Durch-
messer haben. (aus Witec Focus Innovation)
c) Monolithischer Siliziumkraftsensor ATEC-NC mit geneigter Spitze. Diese Kraft-
sensoren sind für die aSNOM-Experimente in dieser Arbeit verwendet worden.
(HIM-Bild: Karsten Rott)

¶im Folgenden aSNOM genannt
‖Das Babinetsche Prinzip besagt, dass das von einer scharfen Spitze oder einem Nanopartikel gene-

rierte Nahfeld dieselben Eigenschaften hat wie das durch eine Apertur (komplementäre Strukturen).
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2.1 Rastersondenmikroskopie

oder Chloroform) geätzt. Dabei dient das Lösungsmittel dem Schutz des nicht zu be-
handelnden Teils der Faser und zum Einstellen des Öffnungswinkels [79–82]. Nach dem
Anspitzen werden die Sonden noch mit Metall (meist Aluminium) bedampft. Danach
wird eine Apertur am Apex der Sonden mit Dimensionen kleiner 50 nm durch Festkör-
perelektrolyse, einen fokussierten Ionenstrahl (FIB) oder ein kontrolliertes mechanisches
Abstreifen des Metalls generiert [47, 83].
Die Abstandsregelung während einer Messung wird meist durch die Detektion der Scher-
kräfte (engl.: shear force) bewerkstelligt. Hierbei schwingt die Sonde lateral zur Ober-
fläche. Bei geringen Abständen wird diese Schwingung durch Wechselwirkung mit der
Oberfläche gedämpft, dadurch kann bei konstanter Dämpfung ein konstanter Abstand
zur Oberfläche gehalten werden, ähnlich dem AM-AFM Modus (Abschn. 2.1.2).
Des Weiteren gibt es noch AFM-Kraftsensor basierte Apertur-Sonden, wo die Kraftsensor-
Spitze aus einer hohlen Aluminium-Pyramide mit Öffnungen von 40 – 150 nm besteht
(engl.: hollow pyramid cantilevered, HPC) [84–86]. Abb. 2.4 a) und b) zeigen eine
Glasfaser-Sonde und einen Kraftsensor mit Apertur.
Die optische Auflösung der Apertur-Sonden liegt typischerweise bei 50 nm, da die Trans-
missionsleistung Ptrans(z) des evaneszenten Feldes mit dem Apertur-Durchmesser abfällt:

Ptrans(z) = P (z0) exp
{
−2

∫ z

z0
α11(z) dz

}
, (2.3)

mit z = −D −Da

2 tan δ
und z0 ≤ z ≤ 0, (2.4)

z

0

0

z

zdδ

D ist der Kern-Durchmesser, Da der Apertur-Durchmesser, δ der halbe Öffnungswin-
kel und α11(z) die Schwächungs-Konstante der zylindrischen HE11 Mode. Mit dieser
Beziehung beträgt die Transmissionsleistung Ptrans(z) entlang der Faser-Achse für eine
Apertur von 50 nm in etwa das 10−6 fache und für 20 nm nur noch ∼ 2 · 10−12 fache der
ursprünglichen Transmissionsleistung P (z0). Somit ist ab einem gewissen Durchmesser
der Apertur nicht mehr genug Licht vorhanden, um es detektieren zu können. Deshalb
wird die topografische Auflösung bei Apertur-Sonden auf etwa 60 nm limitiert, bedingt
durch die Apertur am Apex der Sonde. Zudem ist die Reproduzierbarkeit bei der Herstel-
lung, insbesondere bei den Glasfaser-Sonden, nicht immer gegeben. Im Übrigen ist die
komplexe, zeitaufwendige und teilweise sehr kostspielige Herstellung der Nahfeld-Sonden
für das Apertur-SNOM nicht gerade anwenderfreundlich.
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Im Gegensatz dazu werden die Sonden des aSNOM zum größten Teil durch kommerziell
erhältliche metallische STM-Sonden sowie halbleitende oder dielektrische AFM-Sonden
repräsentiert (Abb. 2.4 c)). Diese können vom Anwender weiter modifiziert werden, wie
zum Beispiel durch Nanostrukturierung des Apex, um das Nahfeld-Signal zu verstärken
[87, 88]. Mit aSNOM werden Auflösungen kleiner 20 nm erreicht, sowohl topografisch
wie auch optisch. Zudem können Messungen mit Standard AFM-Messmodi wie dem
Tapping-Modus durchgeführt werden. Somit ist aSNOM eine gute Wahl für die Kombi-
nation aus hoher topografischer und optischer Auflösung. Die Hürde bei dieser Technik ist
die Extraktion des schwachen Nahfeld-Signals von dem parasitären beugungsbegrenzten
Hintergrund. Dieses Hindernis wird aber unter anderem durch interferometrische Techni-
ken [89–91] oder durch Ausnutzung der materialabhängigen Phonon-Polariton-Resonanz
[92, 93] überwunden.

2.1.5 Aperturloses optisches Rasternahfeldmikroskop (aSNOM)

Beim aSNOM handelt es sich im Prinzip um ein AFM (Abb. 2.1), bei dem der Apex
der Sonde zusätzlich mit fokussiertem Laserlicht bestrahlt wird. Als Sonden für aSNOM
werden häufig handelsübliche Kraftsensoren benutzt, wie zum Beispiel der in Abb. 2.4
c) gezeigte ATEC-NC. Für die Daten-Aufnahme wird in den meisten Fällen ein dy-
namischer Standard AFM-Messmodus (Abschn. 2.1.2) verwendet, wobei das optische
Nahfeld-Signal mittels homo- oder heterodyner [94] Detektion unter Verwendung von
Lock-in-Technik extrahiert wird. Die Sonde hat in diesem Fall eine duale Rolle: Sie
dient einerseits als Abtaster der Topografie, andererseits als optische Nano-Antenne für
das Sammeln des Nahfeld-Signals und das Abstrahlen des Signals in das Fernfeld für die
Detektion. Unter gewissen Bedingungen verhält sich die Sonde auch als eine stark örtlich
begrenzte „Lichtquelle“ [95, 96], welche durch eine Feld-Überhöhung am Apex der Sonde
generiert wird. In diesem Fall wird die Sonde nicht zum Streuen des Nahfeld-Signals der
Oberfläche verwendet, sondern sie erzeugt selbst ein lokales Nahfeld und ermöglicht es
lokale spektroskopische Antworten der Oberfläche aufzunehmen. Somit sind simultan
optische Eigenschaften als auch räumlich hoch aufgelöste Struktur-Informationen weit
unter dem Beugungslimit zugänglich.
Die Qualität dieser Attribute ist stark von dem Feld-Überhöhungs-Faktor ζ abhängig
[97], der wiederum eine Funktion der verwendeten Wellenlänge λ, dem Material, der
Geometrie und der Polarisation des einfallenden Lichts ist [98]. Dabei ist ein hoher axialer
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2.1 Rastersondenmikroskopie

Anteil im Anregungsfeld in Richtung der Sonde ausschlaggebend für die Größe des Feld-
Überhöhungs-Faktors. Unabhängig von der Größe des Feld-Überhöhungs-Faktors lässt
sich das elektrische Feld in der Nähe einer scharfen Sonde mit dem Feld eines effektiven
Dipols ~p(ω), der sich im Zentrum des Apex der Sonde befindet, beschreiben [99]:

~p(ω) =


α⊥ 0 0
0 α⊥ 0
0 0 α‖

 ~E0(ω), (2.5)

wobei die z-Achse die axiale Richtung der Sonde widerspiegelt, ~E0 entspricht dem An-
regungsfeld, α⊥ der transversalen und α‖ der longitudinalen Polarisierbarkeit mit:

α⊥(ω) = 4πε0r3
0
ε(ω)− 1
ε(ω) + 2 (2.6)

und

α‖(ω) = 8πε0r3
0ζe(ω), (2.7)

wobei α⊥ der Polarisierbarkeit einer kleinen Kugel entspricht. Hier repräsentiert ε die di-
elektrische Konstante und r0 den Radius der Sondenspitze. ζe stellt den komplexen Feld-
Überhöhungs-Faktor dar und ω = 2π

λ
die Kreisfrequenz. Mit Hilfe der Mehrfachdipol-

[100] beziehungsweise der Mehrfachmultipol-Entwicklung (engl.: Multiple Multipole Me-
thod, MMP) [101–103] lassen sich der komplexe Feld-Überhöhungs-Faktor ζe und das
Feld an der Spitze numerisch berechnen. Ist der Dipol ~p(ω) der Sondenspitze bekannt,
dann lässt sich das Feld an der Spitze ~E näherungsweise berechnen durch:

~E(~r, ω) = ~E0(~r, ω) + 1
ε0

ω2

c2 G(~r, ~r0, ω)~p(ω) (2.8)

mit ~r0 dem Ursprung von ~p und G der dyadischen Greenschen Funktion. Diese Feld-
Überhöhung wird beim aSNOM für die lokale Anregung der elektronischen Zustände von
organischen und anorganischen Farbstoffen und somit für die Erzeugung von Fluoreszenz
verwendet.
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2 Physikalische Grundlagen

2.2 Fluoreszenz

Fluorophore (beziehungsweise Farbstoffe) haben die Eigenschaft durch Absorption (A)
von Licht aus elektronisch angeregten Zuständen Licht wieder zu emittieren (2.5 a)).
Dieses Phänomen tritt bei Molekülen mit delokalisierten π-Elektronen-Systemen auf.
Solche Moleküle besitzen konjugierte C-Doppelbindungen und haben häufig mehrere
aromatische Ringe (Abb. 2.5 b)). Die Emission von Licht wird Lumineszenz genannt und
wird abhängig von den angeregten Zuständen (Singulett oder Triplett) in Fluoreszenz (F)
und Phosphoreszenz (P) unterteilt. Die Prozesse, die zwischen Absorption und Emission
von Licht stattfinden, werden meist durch ein Jablonski-Diagramm dargestellt (Abb. 2.5
a)) [104].
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Abb. 2.5: a) Jablonski-Diagramm mit den Prozessen (IK: Interne Konversion und ISC:
Intersystem-Crossing), die nach Absorption (A) für die Fluoreszenz (F) beziehungs-
weise Phosphoreszenz (P) entscheidend sind. Dabei repräsentieren S0 den Grund-
zustand, S1, S2 sowie Sn die angeregten Singulett-Zustände und T1 sowie T2 die
angeregten Triplett-Zustände.
b) Zwei prominente Bespiele für fluoreszierende Moleküle: Chinin und Rhodamin
B.
c) Absorptions- und Fluoreszenzspektrum von Atto740-maleimide, das den Stokes-
Shift verdeutlicht. Dieser Farbstoff ist für die Fluoreszenzmessungen in dieser Arbeit
verwendet worden.

Die Absorption ist ein sehr schneller Vorgang und dauert typischerweise τA ∼ 10−15 s.
Nach einigen relativ schnellen strahlungslosen Relaxationsprozessen (Interne Konversion,
IK; τIK ∼ 10−14 − 10−11 s) kommt es dann zu Fluoreszenz oder Phophoreszenz, wobei
die Wellenlänge λemitt des emittierten Photons größer ist, dieses also weniger Energie
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2.2 Fluoreszenz

trägt. Die Energieänderung kommt durch Stöße mit anderen Molekülen sowie Vibrati-
onsübergänge zustande und wird als Stokes-Shift [105] bezeichnet (Abb. 2.5 c)). Dabei
wird die Energie zum Teil in thermische Energie umgewandelt. Diese Tatsache beruht
auf dem Franck-Condon-Prinzip [106, 107], da die Übergänge zwischen den elektroni-
schen Zuständen nur aus diskreten Vibrationszuständen stattfinden können. Die Ener-
gie des angeregten Zustands kann auch komplett in thermische Energie umgewandelt
werden. Dies kann durch strahlungslosen Zerfall beziehungsweise Fluoreszenzlöschung
(engl.: quenching) geschehen. Weitere Prozesse, die für die Deaktivierung verantwort-
lich sein könnten, sind zum Beispiel der Förster-Energietransfer, chemische Reaktionen
beziehungsweise Konformationsänderungen oder auch Stöße mit dem Lösungsmittel.
Bei Fluoreszenz wird ein Elektron aus einem angeregten Singulett-Zustand (S1, S2, Sn;
entgegengesetzte Spins, Spin 0) in den Grundzustand S0 überführt. Dieser Übergang
aus dem niedrigsten Vibrationszustand des angeregten S1 Zustands (Kasha Regel [108])
in den Grundzustand ist quantenmechanisch erlaubt und verläuft sehr schnell mit einer
typischen Lebensdauer τF ∼ 10−8 s in Form eines emittierten Photons. In Abb. 2.5 b)
sind zwei Beispiele für fluoreszierende Moleküle wie Chinin∗∗ und Rhodamin B gezeigt.
Phosphoreszenz ist ein Emissionsprozess, bei dem ein Elektron aus dem angeregten
Singulett-Zustand S1 über Intersystem-Crossing (ISC) (τISC ∼ 10−12 s) in den angereg-
ten Triplett-Zustand T1 wechselt (Spin-Umkehr → gleiche Spin-Ausrichtung) und von
dort aus in den Grundzustand zurückkehrt. Dieser Prozess ist quantenmechanisch für
elektrische Dipolstrahlung verboten und hat deshalb eine typische Lebensdauer τP von
einigen Millisekunden bis zu mehreren Sekunden oder gar Minuten. Der Übergang kann
sowohl unter Emission eines Photons stattfinden, als auch strahlungslos in Form von
thermischer Energie. Phosphoreszenz tritt meist bei Molekülen auf, die schwere Atome
wie Brom oder Iod enthalten. Die schweren Atome ermöglichen das Intersystem-Crossing
und erhöhen damit die Wahrscheinlichkeit für den Prozess der Phosphoreszenz [110].
Ein weiteres Charakteristikum der Fluorophore bei Fluoreszenz-Mikroskopie ist die Quan-
tenausbeute Q (engl.: quantum yield)

Q = # emittierter Photonen

# absorbierter Photonen
= Γ

Γ + knon
, (2.9)

mit Γ der Emissions-Rate und knon der Rate für strahlungslose Prozesse. Die Fluoreszenz-
Lebensdauer setzt sich folgendermaßen aus diesen Parametern zusammen:

∗∗Mit Hilfe von Chinin hat Sir Herschel 1845 erstmalig Fluoreszenz beobachten können [109].
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2 Physikalische Grundlagen

τ = 1
Γ + knon

. (2.10)

Eine hohe Quantenausbeute Q impliziert eine große Emissions-Rate Γ , damit werden
konkurrierende Prozesse weniger wahrscheinlich. Deshalb kann bei solchen Fluorophoren
schon mit einer geringen Lichtintensität des Anregungslichts eine detektierbare Antwort
erhalten werden. Das wiederum minimiert den Hintergrund und vermeidet das vorzeitige
Fotobleichen (engl.: photobleaching, fading).

2.2.1 Fluoreszenz in der Nähe einer scharfen Scansonde

Die Anwesenheit einer scharfen Scansonde (metallisch oder dielektrisch), die wenige Na-
nometer von dem Farbstoff entfernt ist, kann durch Dipol-Dipol-Kopplung verstärkende
Auswirkungen sowohl auf die Fluoreszenz-Intensität als auch auf die Emissions-Rate
haben [111, 112]. Deshalb ist es sinnvoll bei Anwendungen wie aSNOM Farbstoffe mit
niedriger Quantenausbeute zu benutzen.
Die Intensität der Fluoreszenz wird verstärkt, wenn das Material der Scansonde die
Anregungs-Rate erhöht (E+Esonde). Dieser Effekt bewirkt eine selektive Anregung ein-
zelner Farbstoffe in der Nähe der Scansonde. In diesem Fall ändert sich die Quantenaus-
beute und folglich auch die Lebensdauer nicht. Wird jedoch die Emissions-Rate erhöht,
so ändert sich die Gleichung 2.9 für die Quantenausbeute zu:

Qsonde = Γ + Γsonde

Γ + Γsonde + knon
(2.11)

und die Gleichung 2.10 für die Lebensdauer zu:

τsonde = 1
Γ + Γsonde + knon

. (2.12)

Dieser Effekt hat eine Erhöhung der Quantenausbeute und eine Verringerung der
Fluoreszenz-Lebensdauer zu Folge. Normalerweise ist eine Abnahme der Lebensdauer
mit einer Abnahme der Quantenausbeute assoziiert, weil dadurch knon die Rate für strah-
lungslose Prozesse anwächst (Gleichungen 2.9 und 2.10). Wird aber die totale Emissions-
Rate ΓT = Γ+Γsonde erhöht, so wächst die Quantenausbeute an. In diesem Fall emittieren
mehr Farbstoffe Licht, bevor diese strahlungslos über knon zerfallen können.
Somit liefern Fluorophore mit niedriger Quantenausbeute in der Nähe einer Scansonde
schnelle und lokale Fluoreszenz-Antworten mit hoher Intensität. Der Rest der Fluoro-
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2.3 Theorie der Kraftspektroskopie

phore auf der Probe fluoresziert aufgrund der niedrigen Quantenausbeute mit geringerer
Intensität. Daraus folgt geringere Hintergrundstrahlung [113].

2.3 Theorie der Kraftspektroskopie

Die Kraftspektroskopie ist eine weitere wichtige Anwendung des AFM, die es ermöglicht
Bindungskräfte zwischen einzelnen Molekülen zu messen. Dafür werden die zu untersu-
chenden Moleküle an dem Kraftsensor beziehungsweise dem Substrat in Submonolagen-
dichte immobilisiert, was in vielen Fällen eine Reihe von chemischen Präparationsschrit-
ten erfordert [114]. Dabei muss beachtet werden, dass die Kopplung der immobilisierten
Moleküle, sowohl an dem Kraftsensor wie auch an dem Substrat, um Größenordnungen
stärker (kovalent) ist, als die Dissoziationskräfte der wechselwirkenden Moleküle. Dies
gewährleistet die Messung der gewünschten Ereignisse. Die Moleküle auf dem Kraftsen-
sor werden häufig über einen Polymer-Linker (Polyethylenglycol, PEG) mit funktionellen
Gruppen befestigt. Der Polymer-Linker stellt die sterische Flexibilität der Moleküle si-
cher und unterbindet die Messung von unspezifischer Adhäsion Fad. Damit findet die
Dissoziation (Fbond) des molekularen Komplexes in einer gewissen Entfernung von der
Oberfläche statt, die der Länge des Polymer-Linkers entspricht (Abb. 2.6). Die Messun-
gen werden in physiologischer Umgebung (Puffer, Lösungsmittel etc.) durchgeführt und
erlauben eine präzise Bestimmung von sehr kleinen Kräften bis ∼ 10 pN.
Die Methode wird in zwei Untergruppen unterteilt: dynamische Kraftspektroskopie (engl.:
Dynamic Force Spectroscopy, DFS) und Force Clamp. Bei der ersten Methode wird mit
konstanter Geschwindigkeit v am Molekül-Komplex gezogen und die Kraft Fbond, die für
die Dissoziation notwendig ist, gemessen. Im zweiten Fall wird die Bindung des Molekül-
Komplexes mit einer konstanten Kraft F belastet, bis dieser von selbst zerfällt. Hier wird
die Zeit τd, die sogenannte Lebensdauer während der Belastung, gemessen.
Die Kraftspektroskopie wird unter anderem für die Bestimmung der thermodynami-
schen Dissoziationsrate von Rezeptor-Ligand-Bindungen [5] sowie in Untersuchungen
von Protein-Faltungsstrukturen [115] verwendet. Die molekularen Bindungskräfte wer-
den mittels des Hookeschen Gesetzes

∆F = −k∆z (2.13)

extrahiert. Dabei wird der Abstand zwischen Kraftsensor und Probenoberfläche in
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Abb. 2.6: Grafische Darstellung der beiden AFM-Kraftspektroskopie-Methoden:
a) Dynamische Kraftspektroskopie, bei der die Ziehgeschwindigkeit v des Kraftsen-
sors konstant gehalten wird.
b) Force Clamp, bei der die wirkende Kraft F des Kraftsensors auf den Komplex
konstant gehalten wird.
c) Darstellung der wichtigsten Phasen der Kraftsensor-Bewegung in Momentauf-
nahmen.

z-Richtung variiert und die Auslenkung ∆z (engl.: deflection) des Kraftsensors mit
dem Lichtzeigersystem (Abschn. 2.1.1) gemessen. Die wirkende Kraft ∆F wird dann
aus der Auslenkung ∆z und der Federkonstante k (Abschn. 2.3.1) des Kraftsensors be-
stimmt. Der Kraftsensor wird zunächst mit dem Piezo an die Oberfläche gefahren, bis
er mit einer definierten Kraft (engl.: trigger point) darauf drückt, und dann über eine
festgelegte Distanz wieder zurückgezogen. Diese Distanz wird durch einen so genann-
ten LVDT-Positionssensor (Linear Variable Differetial Transformator) kontrolliert. Die
Messdaten aus Kraft auf den Kraftsensor und Distanz des Piezos werden abhängig von
der Kraftspektroskopie-Methode über eine Kraft-Distanz-Kurve beziehungsweise Kraft-
Zeit-Kurve visualisiert.
In Abb. 2.6 a) ist eine typische Kraft-Distanz-Kurve der dynamischen Kraftspektrosko-
pie und in Abb. 2.6 b) eine Kraft-Zeit-Kurve einer Force Clamp Messung dargestellt.
Im Bereich l1 ist der Kraftsensor weit von der Probenoberfläche entfernt. Es wirkt
keine Kraft, ergo gibt es keine Auslenkung des Kraftsensors. Nahe der Oberfläche über-
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2.3 Theorie der Kraftspektroskopie

wiegen attraktive Kräfte (Van-der-Waals-, elektrostatische- und Kapillarkräfte), sodass
der Kraftsensor zur Oberfläche „springt“ (snap-in) l2 . Dieses Phänomen wird aber bei
Messungen in Flüssigkeit durch Ladungsabschirmung stark unterdrückt. Bei weiterer
Annäherung verbiegt sich der Kraftsensor aufgrund der nun dominierenden repulsiven
Kräfte zunächst in seine Ruheposition. Bei Kontakt mit der Probenoberfläche wird die-
ser nun nach oben l3 ausgelenkt, bis eine vorgegebene Trigger-Kraft erreicht wird l4 .
Hier kann eine Verweildauer (engl.: dwell time) des Kraftsensors auf der Oberfläche de-
finiert werden, damit die Moleküle genug Zeit zur Interaktion haben. Danach wird der
Kraftsensor wieder zurückgezogen l5 , kann aber durch unspezifische Wechselwirkun-
gen an der Oberfläche haften l6 (Fad). Erst wenn die Rückstellkraft die anziehenden
Kräfte überwiegt, löst sich der Kraftsensor von der Probenoberfläche. Der Kraftsensor
ist dann für kurze Zeit kräftefrei, bis dieser wieder eine Kraft verspürt, die durch eine
spezifische molekulare Wechselwirkung hervorgerufen wird. Das zeigt sich durch einen
nichtlinearen Teil der Kraft-Kurve†† l7 . Bei der dynamischen Kraftspektroskopie wird
der molekulare Komplex solange gestreckt bis dieser dissoziiert. Dabei wird die Höhe des
Kraftsprunges Fbond gemessen. Dagegen wird bei Force Clamp der Komplex mit einer
definierten konstanten Kraft belastet, bis er selbst zerfällt. Hier wird die Lebensdauer τdl8 der Bindung gemessen. Nachdem die Bindung unterbrochen worden ist, befindet sich
der Kraftsensor in seiner Ausgangs-Position l9 und der Annäherungsprozess beginnt
von neuem l1 .

2.3.1 Kalibration des Kraftsensors

Die Federkonstante k des Kraftsensors muss vor jeder Messung kalibriert beziehungs-
weise bestimmt werden, um die wirkenden Kräfte möglichst genau zu messen. Es gibt
mehrere Methoden, die sich in statische und dynamische Methoden unterteilen lassen
[117]. Mit den statischen Methoden wird die Federkonstante des Kraftsensors über das
Anlegen einer exakt bekannten Kraft und die dadurch hervorgerufene Auslenkung be-
rechnet. Bei den dynamischen Methoden wird die Resonanzfrequenz kombiniert mit den
geometrischen Informationen des Kraftsensors für die Bestimmung der Federkonstante
verwendet.
Im Folgenden wird auf die so genannte Thermal Noise Methode [118] genauer eingegan-

††Durch das Anpassen des nichtlinearen Teils der Kraft-Kurve mit dem Wormlike-Chain-Modell
(WLC), kann die Steifigkeit beziehungsweise die Elastizität des Komplexes berechnet werden [116].

23



2 Physikalische Grundlagen

gen, da diese recht gängig ist und auch in dieser Arbeit angewendet worden ist. Die-
se Methode erlaubt es relativ „weiche“ Kraftsensoren bis zu einer Federkonstante von
k = 200 pN

nm zu kalibrieren [119]. Dabei wird der Kraftsensor als harmonischer Oszillator
im thermischen Gleichgewicht betrachtet, der durch die Hamiltonfunktion

H = p2

2meff

+ 1
2meffω

2
0q

2 (2.14)

beschrieben wird. Mit p dem Impuls,meff der effektiven Masse, ω0 der Resonanzfrequenz
und q der Auslenkung des Oszillators (Kraftsensors). Das Äquipartitionstheorem liefert
folgenden Zusammenhang:

〈1
2meffω

2
0q

2
〉

= 1
2kBT, (2.15)

mit kB der Boltzmannkonstante und T der absoluten Temperatur. Durch Verwendung
von ω2

0 = k
meff

folgt für die Federkonstante des Kraftsensors:

k = kBT

〈q2〉
. (2.16)

Für die Berechnung von 〈q2〉 muss die Langevin Gleichung für einen gedämpften harmo-
nischen Oszillator mit erzwungener Schwingung gelöst werden, die durch

d2q

dt2
+ 2αdq

dt
+ ω2

0q = F0

meff

exp iωt (2.17)

gegeben ist, wobei α die Dämpfungskonstante, ω Anregungsfrequenz, ω0 Resonanzfre-
quenz und F0 die externe Kraft ist. Bei geringer Dämpfung (2α � ω0) und ω ≈ ω0 ist
die partikuläre Lösung für stationäre Schwingung im thermischen Gleichgewicht gegeben
durch ein Lorentzprofil:

q(t) = F0

2meffω
√

(ω0 − ω)2 + α2
cos(ωt+ ϕ) (2.18)

mit ϕ = arctan
(

αω
ω2−ω2

0

)
dem Phasenwinkel. Durch Integration des Quadrats der Fou-

riertransformierten dieser Lösung:

q̃(ω)2 = A2
0ω

4
0

(ω2
0 − ω2)2 + (ωω0

Q
)2 (2.19)
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mit Q = ω0
α

Gütefaktor und A0 Amplitude, über den Frequenzraum, ergibt sich die
mittlere quadratische Auslenkung:

〈
q2
〉

=
∫ ∞

0
dωq̃(ω)2. (2.20)

Die Parameter A0, ω0 und Q werden durch einen Fit automatisch ermittelt. Die Aus-
lenkung wird aber zunächst in Defl [V] ausgegeben. Damit die Elektronik das Signal in
pN ausgibt, muss eine Kraft-Distanz-Kurve auf hartem Untergrund (Mica, Gold) aufge-
nommen und die Steigung im Kontaktbereich bestimmt werden. Die inverse Steigung,
liefert die so genannte inverse optische Kraftsensorsensitivität (engl.: invertical optical
lever sensetivity) InvOLS [nm/V], mit der die Auslenkung in Defl [nm] umgerechnet
werden kann:

Defl[nm] = Defl[V] · InvOLS [nm/V] . (2.21)

Damit folgt für die Gleichung 2.16:

k = kBT

〈δV 2〉 · χ2 · InvOLS2 (2.22)

mit χ Korrekturfaktor und 〈δV 2〉 mittlerer quadratischer Auslenkung in Volt. Der Kor-
rekturfaktor ist das Verhältnis von dem InvOLS-Wert für einen frei schwingenden Kraft-
sensor und dem InvOLS-Wert im Kontakt. Auch die Position und Größe des Laserspots
sind für den Korrekturfaktor relevant [120]. Mit Hilfe dieser Parameter wird die auf den
Kraftsensor wirkende Kraft bestimmt:

F [pN] = Defl[nm] · k
[

pN
nm

]
. (2.23)

Der Messfehler bei der Kalibration liegt bei allen Methoden bei etwa 10 – 15% [121, 122].

2.3.2 Kinetik, Thermodynamik und Kräfte

Die AFM-Kraftspektroskopie ist ein Werkzeug, um Dissoziationskräfte von zum Bei-
spiel Rezeptor-Ligand-Systemen zu messen. Anfangs war jedoch die Handhabung bezie-
hungsweise die molekulare Essenz der gemessenen Kräfte nicht ganz klar. Deshalb wur-
de zunächst fälschlicherweise angenommen, dass die absolut gemessenen Kräfte gewisse
molekulare Bindungskräfte widerspiegeln. Es hat sich später herausgestellt, dass die
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gemessenen Kräfte einer statistischen Verteilung unterliegen, die insbesondere von der
Ziehgeschwindigkeit abhängt, aber auch von weiteren Parametern [33]. Diese Erkennt-
nis gelang Evan Evans und Ken Ritchie [5] 1997. Sie entwickelten ein Modell basierend
auf der Reaktionsratentheorie [4, 6, 123, 124] für die Beschreibung der Dissoziation
eines Komplexes unter einer äußeren Kraft. Die Kernannahme war, dass die erzwungene
Dissoziation einer Bindung mit einem thermisch aktivierten Zerfall eines metastabilen
Zustands verglichen werden kann.

Dissoziation im thermodynamischen Gleichgewicht

Die Wechselwirkung eines Rezeptors R mit einem Liganden L wird durch die Assozia-
tionskonstante k0

on

[
1

sM

]
oder auch On-Ratenkonstante und die Dissoziationskonstante

beziehungsweise die thermische Off-Ratenkonstante k0
off

[
1
s

]
beschrieben. Die Assozia-

tionskonstante k0
on reflektiert die Bildung des Komplexes LR und die Dissoziationskon-

stante k0
off dessen Zerfall:

R + L
k0

on−−⇀↽−−
k0

off

RL. (2.24)

Derzeit ist die Assoziationskonstante k0
on über Ensemble-Messungen wie SPR (Surface

Plasmon Resonance) zugänglich [125, 126]. Es gibt aber Hinweise darauf, dass k0
on auch

aus der Annäherungskurve der AFM-Kraftspektroskopie bestimmt werden kann [127].
Biochemische Reaktionen werden durch die freie Enthalpie G(T, p) = H − TS ther-
modynamisch beschrieben. Um die Berechnungen zu vereinfachen, wird der Wert der
Temperatur T und der Druck p festgehalten. Über die Richtung der Reaktion entschei-
det die Differenz ∆G der freien Enthalpien von End- und Anfangszustand:

∆G = ∆H − T∆S = GE −GA, (2.25)

mit ∆H Reaktionsenthalpie und ∆S Entropieänderung im System. Für ∆G folgt mit
der freien Standardenthalpie ∆G0:

∆G = ∆G0 −RT ln [R][L]
[RL] , (2.26)

dabei sind R = 8, 314 J
Kmol die universelle Gaskonstante, [R] und [L] die Konzentratio-

nen der freien Rezeptoren beziehungsweise Liganden und [RL] die Konzentration der
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Rezeptor-Ligand-Komplexe. Befindet sich das System im thermodynamischen Gleichge-
wicht, so ist ∆G = 0, somit folgt:

[R][L]
[RL] =

k0
off

k0
on

= KD (2.27)

und die Dissoziationsgleichgewichtskonstante des Komplexes KD [M] kann berechnet
werden. Die freie Standardenthalpie lässt sich dann schreiben:

∆G0 = RT lnKD. (2.28)

Die Assoziation der Rezeptor-Ligand-Reaktion läuft im thermodynamischen Gleichge-
wicht spontan ab, wenn ∆G0 < 0 ist. Die Dissoziation eines solchen Komplexes erfordert
Energie, die durch thermische Fluktuationen erbracht wird und zum Zerfall der Bindung
führt. Solch eine Dissoziation eines Komplexes kann nach Arrhenius [128] als ein ther-
misch aktiviertes Überwinden einer endlich hohen Potentialbarriere beschrieben werden,
die folgendem Zusammenhang entspricht:

k0
off = C exp

{
−∆G‡
kBT

}
(2.29)

mit ∆G‡ der Höhe der Potentialbarriere, kBT der thermischen Energie und C dem
Proportionalitätsfaktor [4].

Dissoziation unter einer äußeren Kraft

Wird eine äußere Kraft F an einen Komplex angelegt, so wird nach Kramers-Bell-Evans
[4–6] die Höhe der Potentialbarriere um F ·xβ verringert und die Dissoziation des Kom-
plexes beschleunigt:

∆G‡(F ) = ∆G‡ − F · xβ, (2.30)

wobei xβ = xmax − xmin die molekulare Bindungslänge darstellt, die dem Abstand zwi-
schen dem Minimum des metastabilen Zustands und dem Maximum der Potentialbar-
riere entspricht (Abb. 2.7 a)). Aus dieser Beziehung folgt mit Gleichung 2.29 für die
Dissoziation unter einer externen Kraft F :

koff (F ) = k0
off exp

{
F · xβ
kBT

}
. (2.31)
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Abb. 2.7: a) Typische Potentiallandschaft für ein Slip Bond. Die rote Kurve stellt die thermi-
sche Dissoziation eines Komplexes dar, der aus einem metastabilen Zustand xmin
über die Potentialbarriere xmax in einen ungebundenen Zustand beziehungsweise in
einen zweiten metastabilen Zustand übergeht, falls vorhanden. In diesem Fall ist
die Kinetik und damit die thermische Off-Ratenkonstante k0

off von der Tempera-
tur T und der Höhe der Potentialbarriere ∆G‡ abhängig. Die blaue Kurve zeigt
den Verlauf des Potentials bei einer wirkenden äußeren Kraft, die durch die grüne
Kurve angedeutet ist. Die Potentialbarriere ∆G‡ wird dabei um den Wert F · xβ
abgesenkt.
b) Charakteristischer exponentiell abnehmender Verlauf der Lebensdauer τ mit stei-
gender Kraft von Slip Bonds.
c) Zeigt denselben Kontext wie b). Hier werden die Messwerte der Lebensdauer
zunächst abwärts sortiert. Dann wird ln(# intakter Bindungen) gegen die Zeit t
aufgetragen. Mit wachsender Kraft wird die Lebensdauer kürzer.

Die Gleichung 2.31 liefert die Dissoziationsrate als Funktion einer wirkenden mechani-
schen Kraft. Mit der gemessenen Lebensdauer τd bei einer bestimmten Kraft F und der
Beziehung k0

off = 1
τ
können die thermische Off-Ratenkonstante k0

off sowie die molekulare
Bindungslänge xβ aus den Force Clamp Daten (Abschn. 2.3, Abb. 2.6 b)) bereits durch
Gleichung 2.31 bestimmt werden.
Für die Bestimmung von k0

off und xβ mittels der dynamischen Kraftspektroskopie (Abb.
2.6 a)) muss die Reaktionskinetik näher betrachtet werden. Diese ist ein stochastischer
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2.3 Theorie der Kraftspektroskopie

Prozess und wird beschrieben durch:

dp(t)
dt = −koff (F (t))p(t), (2.32)

dabei ist p(t) die Wahrscheinlichkeit, dass die Bindung bis zum Zeitpunkt t überlebt.
Voraussetzung für die Gültigkeit dieser Definition ist, dass die Vergangenheit des Systems
nicht relevant für die Dissoziationswahrscheinlichkeit ist, sondern nur die momentan wir-
kende Kraft. Aufgrund der sehr viel schnelleren Relaxation (t ≈ 10−10−10−9 s) [129, 130]
von intramolekularen Prozessen in das thermodynamische Gleichgewicht, verglichen mit
der Änderung der angelegten Kraft F (t) (∼ 10−4 s bis min) [130] und der Lebensdauer
der Bindung, ist die Prämisse erfüllt. Eine weitere wichtige Annahme ist, dass die wir-
kende Kraft F (t) von der gesamten Auslenkung x = v · t aller elastischen Komponenten
(Moleküle, Kraftsensor etc.) abhängt und nicht von der Ziehgeschwindigkeit:

F (t) = f(v · t) = f(s). (2.33)

Somit ergibt sich bei konstanter Ziehgeschwindigkeit v des Kraftsensors von der Pro-
benoberfläche eine konstante Belastungsrate r (engl.: loading rate) auf den Komplex:

df(s)
dt = df(s)

dx
dx
dt = keff · v = r. (2.34)

Dabei ist keff die effektive Federkonstante des Systems, deren Wert sich aus den Fe-
derkonstanten des Kraftsensors sowie der Elastizität des Linkers und des molekularen
Komplexes zusammensetzt.
Mit Gleichung 2.32 und Gleichung 2.33 ergibt sich dann für die Wahrscheinlichkeit
des Überlebens der Bindung unter einer äußeren Kraft F mit pv(F (t)) = p(t) und
p(t = 0) = pv(F = Fmin) = 1 der Ausdruck:

pv(F ) = exp
{
−1
v

∫ F

Fmin

dF ′ koff (F ′)
f ′(f−1(F ′))

}
. (2.35)

Fmin ist der Schwellenwert, bei dem die Dissoziationskräfte im Experiment gerade noch
von den thermischen Fluktuationen unterschieden werden können.
Damit die inverse Funktion f−1 existiert, muss f(s) monoton wachsend sein. Das Ma-
ximum der Verteilung −d2pv(F )

dF 2 = 0 liefert bei einer gegebenen Belastungsrate r die
wahrscheinlichste Dissoziationskraft Fmax:
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Fmax = kBT

xβ
ln xβr

k0
offkBT

. (2.36)

Dieser Zusammenhang bildet die Basis für die dynamische Kraftspektroskopie. Um die
thermische Off-Ratenkonstante zu erhalten, werden Kräfteverteilungen für verschiedene
Belastungsraten aufgenommen, indem die Ziehgeschwindigkeiten über mehrere Größen-
ordnungen variiert werden. Die erhaltenen Werte der wahrscheinlichsten Dissoziations-
kräfte sollten in einer halblogarithmischen Darstellung eine lineare Abhängigkeit von
den verschiedenen Belastungsraten zeigen. Die inverse Steigung der erhaltenen Regres-
sionsgeraden ist proportional zu der molekularen Bindungslänge xβ. Die Extrapolation
der Regressionsgeraden zum Wert Fmax = 0 liefert die thermische Off-Ratenkonstante
k0
off (Abb. 2.8). Der Kehrwert der Off-Ratenkonstante τ = 1

k0
off

entspricht der mittleren
Lebensdauer der Bindung.
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Abb. 2.8: Ein Beispiel für die Bestimmung der thermischen Off-Ratenkonstante k0
off nach

Kramers-Bell-Evans an dem Datensatz aus [18].
a) Die halblogarithmische Auftragung der wahrscheinlichsten Dissoziationskräfte
gegen die jeweiligen Belastungsraten mit linearer Anpassung der Form y = m·x+n.
Mit den Fit-Parametern m (Steigung) und n (Achsenabschnitt) lassen sich k0

off so-
wie xβ berechnen.
b) Die erhaltenen Verteilungen von Dissoziationskräften für die verschiedenen Zieh-
geschwindigkeiten. Die wahrscheinlichsten Dissoziationskräfte Fmax werden jeweils
mit einer Gauß-Anpassung bestimmt.
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2.3 Theorie der Kraftspektroskopie

2.3.3 Slip Bond

In den meisten Fällen verkürzt sich die Lebensdauer τd des Rezeptor-Ligand-Komplexes
mit zunehmender Zugkraft F [7–19]. Dieses Verhalten gibt die Gleichung 2.31 wieder
und ist in Abb. 2.7 b) und c) für verschiedene Kräfte schematisch dargestellt. Bindungen,
deren Lebensdauer exponentiell mit wachsender Belastung abfällt, werden Slip Bonds
genannt und werden durch die Kramers-Bell-Evans Theorie (Abschn. 2.3.2) beschrie-
ben. Die Potentiallandschaft in Abb. 2.7 a) repräsentiert eine Bindung mit Slip Bond
Charakter.

2.3.4 Catch Bond

In bisher wenigen bekannten Fällen bewirkt eine äußere mechanische Zugkraft in ei-
nem gewissen Kräfte-Intervall, meist zwischen 10 und 40 pN, eine Verlängerung der
Lebensdauer τd (Abb. 2.11 b) und c)) des Molekül-Komplexes. Dieses „unintuitive“ Ver-
halten von Dissoziationsereignissen wird Catch Bond genannt und wurde bereits 1988
von Dembo et al. vorhergesagt [131]. Beobachtet wurden Catch Bonds zum ersten Mal
2002 zwischen dem bakteriellen Adhäsin‡‡ FimH und seinem Liganden, der D-Mannose

Kraft
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 Slip Bond Catch Bond

vklein vhochvmittel
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Abb. 2.9: Wahrscheinlichkeitsverteilungen für Einzelmolekül-Experimente mit konstanter Ge-
schwindigkeit v (dynamische Kraftspektroskopie). Für Slip Bonds a) bleibt die
Wahrscheinlichkeit nahezu konstant, bei wachsender Geschwindigkeit v. Es wird
lediglich der typische Anstieg der Kraft F beobachtet. Bei Catch Bonds b) steigt
sowohl die Kraft F als auch die Bindungswahrscheinlichkeit mit wachsender Ge-
schwindigkeit v an.

‡‡Adhäsine sind Faktoren, die von Bakterien exprimiert werden und für die Anhaftung von Bakterien
an Strukturen beziehungsweise Zellen des Wirtes zuständig sind.
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[132–134]. Weitere Rezeptor-Ligand-Paare mit Catch Bond Charakter sind die Adhäsi-
onsmoleküle der Blutzellen P-Selectin und L-Selectin, die an ihre Sialyl-LewisX§§ enthal-
tenden Liganden binden [30, 135, 136], die Interaktion des Motorproteins Myosin mit
dem Aktinfilament [137], die Wechselwirkung der Integrine mit ihren Liganden [138]
sowie die Bindung zwischen dem Glycoprotein Ibα (GPIbα) mit dem Von-Willebrand-
Faktor (vWF) [139] und die Interaktion der Cadherine [140].
Insbesondere ist die Interaktion zwischen P-Selectin mit seinem primären Liganden P-
Selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL-1) ein sehr prominentes Catch Bond System. Diese
Wechselwirkung ist wesentlich für das Abrollen der Leukozyten entlang der Gefäßwand
[142] und wurde bereits 1998 von Anselmetti und Kollegen mit dynamischer Kraftspek-
troskopie untersucht [143]. Sie stellten fest, dass die Bindungswahrscheinlichkeit mit
zunehmender Zuggeschwindigkeit am Komplex höher wird (Abb. 2.9) und fanden dabei
eine Anomalie, die alle bisher bekannten Catch Bond Systeme zeigen. Somit sind Catch
Bonds sowohl in Experimenten mit konstanter Geschwindigkeit sowie auch mit konstan-
ter Kraft nachweisbar (Abb. 2.6) und können von den Slip Bonds unterschieden werden.
Die klassische Methode für den Nachweis von Catch Bonds sind Ensemble-Messungen in
einer Hydrodynamischen-Flusskammer [144, 145]. Die bessere Alternative sind jedoch

Abb. 2.10: Mögliche Konzepte, die Catch Bond Verhalten hervorrufen können: a) Beim Mo-
dell Harpune beziehungsweise Widerhaken sollte der Ligand in Richtung des Re-
zeptors gebracht werden, damit die Bindung bricht. b) Funktioniert wie eine Fin-
gerfalle. Hier wird die Dissoziation des Komplexes durch eine externe Zugkraft F
erschwert. Bei c) wird der Rezeptor-Ligand-Komplex durch eine angelegte Kraft
F passend deformiert, sodass eine festere Bindung entstehen kann. d) zeigt das
Sliding-Rebinding Modell. Hier wird angenommen, dass bei einer angelegten Kraft
F der Rezeptor-Ligand-Komplex seine Orientierung ändert und dadurch neue Bin-
dungsstellen für eine festere Interaktion frei werden. (aus [141])

§§Sialyl-LewisX oder auch sialyl LeX und SLeX ist ein Tetrasaccharid, das für gewöhnlich über ein
O-Linked Oligosaccharid mit der Zelloberfläche verknüpft wird.
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2.3 Theorie der Kraftspektroskopie

AFM-Experimente mit konstanter Kraft (Force Clamp, Abb. 2.6 b)). Diese Methode
bietet Einzelmolekül-Auflösung und die Lebensdauer des Komplexes ist direkt messbar.
Zudem ist Force Clamp besonders im Kräfte-Bereich einiger Pikonewton sehr sensitiv
[135].
Für die molekulare Funktionsweise von Catch Bonds wurden mehrere anschauliche Kon-
zepte vorgestellt, die in der Abb. 2.10 gezeigt sind. Im einfachsten Fall fungieren Rezeptor
und Ligand mikroskopisch wie eine Fingerfalle oder ein Widerhaken beziehungsweise eine
Harpune makroskopisch.
Wird an den genannten makroskopischen Systemen kräftig gezogen, so bleiben die Finger
in der Falle beziehungsweise der Widerhaken im Fisch, wohingegen sich beim vorsichtigen
Ziehen die Systeme leicht lösen.
Es gibt noch keine einheitliche mathematische Beschreibung der Catch Bonds, da sogar
die wenigen bekannten Systeme untereinander Unterschiede aufweisen und die verfügba-
ren Modelle das Verhalten noch nicht zufriedenstellend beschreiben. Momentan werden
mehrere Modelle diskutiert, die die Wechselwirkung der P- und L-Selectine mit ihren
Liganden beschreiben können. Dazu gehören das Sliding-Rebinding Modell [20, 21], das
Deformation Modell [22] sowie das One-State, two-path Catch Bond Modell [23, 24]
und weitere [25–29]. Das One-State, two-path Catch Bond eignet sich auch für die Be-
schreibung des Bindungsverhaltens von Myosin mit dem Aktinfilament. Die Bindungs-
Charakteristik der FimH Interaktion mit seinem Liganden D-Mannose wird allerdings
bis jetzt nur von dem Two-State Catch Bond [30] Modell qualitativ erklärt. Diese Mo-
delle basieren nicht alle streng auf der Kramers-Bell-Evans Theorie (Abschn. 2.3.2).

2.3.5 One-State, two-path Catch Bond Modell

Als Beispiel wird im Folgenden kurz auf die Physik der Catch Bonds mittels des One-
State, two-path Catch Bond Modells eingegangen.
Experimentell wurde gezeigt, dass eine Catch Bond Interaktion bei einer kritischen Kraft
fcr zur einer Slip Bond Wechselwirkung wird [135, 137, 138]. Aus diesem Verhalten folgt,
dass das Rezeptor-Ligand-System zwei Möglichkeiten der Dissoziation hat (two-pathway
Modell) [136]. Um diese Eigenschaft mit einem Modell zu beschreiben, muss die Poten-
tiallandschaft aus Abb. 2.7 a) angepasst werden, indem ein zweiter Dissoziationsweg
eingeführt wird. In Abb. 2.11 a) besitzt nun die Potentiallandschaft zwei endliche Po-
tentialbarrieren und stellt den Übergang von Catch bei einer mäßigen Kraft zu Slip bei
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Abb. 2.11: a) Die Potentiallandschaft des One-State, two-path Catch Bond Modells. Der
Rezeptor-Ligand-Komplex hat zwei Alternativen zu zerfallen: über den Catch-
Übergang oder den Slip-Übergang, abhängig von der angelegten Kraft. Die rote
Kurve zeigt den Potentialverlauf ohne und die blaue mit Krafteinwirkung.
b) Verlauf der Lebensdauer τd abhängig von der Kraft. Bei der Kritischen Kraft
fcr ist die Lebensdauer τd maximal.
c) ln(# intakter Bindungen) aufgetragen gegen die Zeit t. Auch hier wird deutlich,
dass die Bindungen mit Catch Bond Verhalten bei moderaten Zugkräften (Fmittel)
eine längere Zeit brauchen, um zu zerfallen.

einer hohen Kraft dar.
In diesem Fall kann sich die Bindung auf zwei Wegen lösen. Der Ligand kann abhängig
von der angelegten konstanten Kraft vom gebundenen Zustand x1 über x1c oder über
x1s in den ungebundenen Zustand wechseln. Dabei sind zwei Geometrien möglich:l1 Die Kraft wirkt in Richtung von ~xs,

x1s = |~xs − ~x1| cos θ > 0 (2.37)

sodass die Interaktionslänge x1s > 0 ist. In diesem Fall liegt ein Slip-Übergang vor. Die
Bindung verhält sich wie in Abschn. 2.3.3 beschrieben.l2 Wirkt die Kraft aber so, dass die Interaktionslänge x1c < 0 wird, also negativ:
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x1c = −|~xc − ~x1| cos θ < 0 (2.38)

dann leistet die angelegte Kraft „negative Arbeit“ und führt zur Erhöhung der Potenti-
albarriere ∆G‡catch des Catch-Übergangs. Diese Tatsache ruft einen Anstieg der Lebens-
dauer des Komplexes hervor und somit ist die Bindung ein Catch Bond. Dabei zieht
die Kraft die Bindung von dem Übergangs-Zustand weg und bewirkt eine Verkürzung
der Rezeptor-Ligand-Distanz, verglichen mit der Distanz im gebundenen Zustand ohne
Krafteinwirkung.
Auch in diesem Fall handelt es sich um einen stochastischen Prozess, wo p(t) die Wahr-
scheinlichkeit für das Überleben der Bindung bis zum Zeitpunkt t > 0 angibt. Dabei ist
die Wahrscheinlichkeit p(0) = 1 zur Zeit t = 0 maximal, diese sinkt mit voranschreiten-
der Zeit t gemäß:

dp(t)
dt = −[k1c(F (t)) + k1s(F (t))]p(t). (2.39)

k1c(F (t)) und k1s(F (t)) stellen die beiden Off-Ratenkonstanten bei einer konstant anlie-
genden Kraft für den Catch- beziehungsweise Slip-Übergang gemäß Gleichung 2.31 dar
und sehen folgendermaßen aus:

k1c(F ) = k0
1c exp

{
Fx1c

kBT

}
und k1s(F ) = k0

1s exp
{
Fx1s

kBT

}
(2.40)

mit k0
1c und k0

1s den thermischen Off-Ratenkonstanten gemäß Gleichung 2.29. Der Beitrag
der Assoziation des Liganden mit dem Rezeptor wird in Gleichung 2.39 vernachlässigt,
da dieser sich kaum ändert und sehr klein ist. Die Lösung der Gleichung 2.39 zeigt einen
simplen exponentiellen Abfall der Wahrscheinlichkeit für das Überleben der Bindung:

p(t) = exp {−(k1c + k1s)t} . (2.41)

Dieses Verhalten des two-pathway Catch Bonds ist ähnlich dem des Slip Bonds nach
Kramers-Bell-Evans. Mit dem Zusammenhang 1

τ
= k0

off und der Gleichung 2.40 folgt für
die inverse Lebensdauer:

1
τ(F ) = k0

1c exp
{
Fx1c

kBT

}
+ k0

1s exp
{
Fx1s

kBT

}
. (2.42)

Allgemein folgt für die Lebensdauer τ(F ) mit Gleichungen 2.39, 2.41 und der Wahr-
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scheinlichkeitsdichte w(t) = −dp(t)
dt = 1

τ(F ) exp
{
− t
τ(F )

}
:

τ(F ) =
∫ ∞

0
tw(t)dt. (2.43)

Gleichung 2.42 enthält vier Parameter k0
1c, x1c, k0

1s und x1s, die mittels Approximierung
von experimentellen Daten bestimmt werden können. Vorausgesetzt, die Parameter er-
füllen die Bedingung:

α = −k1cx1c

k1sx1s
> 1 (2.44)

folgt für die kritische Kraft fcr, bei der die Lebensdauer τ maximal ist, mit d(1/τ(F ))
dF = 0:

fcr = kBT

x1s − x1c
ln(α). (2.45)

Gleichung 2.44 setzt den Rahmen für die Bedingungen für das in Abb. 2.11 a) gezeig-
te Potential mit einem Minimum und zwei Maxima. Diese Bedingungen müssen erfüllt
werden, damit ein Catch Bond Verhalten bei wachsender Zugkraft in ein Slip Bond Ver-
halten übergeht. Deshalb muss die thermische Off-Ratenkonstante des Catch-Übergangs
immer höher sein als die des Slip-Übergangs k0

1c > k0
1s und die Interaktionslänge des

Catch-Übergangs darf nicht kleiner werden als die des Slip-Übergangs |x1c| ≥ |x1s|.
Wenn keine externe mechanische Kraft am Molekül-Komplex anliegt, liefert dieses Mo-
dell allerdings eine sehr kurze Lebensdauer (Abb. 2.11 b)).

36



3 Biologische Grundlagen

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

3.1 Glycosaminoglycane
Glycosaminoglycane (GAG) gehören zu der Klasse natürlich vorkommender sulfatierter
Polysaccharide, die aus langen, repetitiven, unverzweigten Polymeren bestimmter Disac-
charide gebildet werden. Die Struktur ist meist durch die Disaccharide einer der beiden
Uronsäuren D-Glucuronsäure respektive L-Iduronsäure und aus N -Acetylglycosamin oder
N -Acetylgalactosamin gegeben. Sie sind charakteristisch für Vertebraten und kommen
nur sporadisch in anderen Organismen wie der Afrikanischen Riesenschnecke (Achatina
fulica) und dem Escherichia coli Bakterium als Kapselpolysaccharid K5 vor. Die GAG
werden in Form hochmolekularer Proteoglycane synthetisiert und bilden einen wichti-
gen Bestandteil der extrazellulären Matrix (EZM) sowie der Glycocalyx tierischer Zellen.
Proteoglycane sind vielfältige Makromoleküle und bestehen aus einem Kernprotein, des-
sen molare Masse (Mr) von 10 bis 500 kDa reichen kann, an das eine (z.B. Decorin) oder
mehrere bis über 100 (z.B. Aggrecan) GAG-Ketten bürstenartig kovalent gebunden sind
[146, 147].
Insgesamt gibt es sechs GAG-Typen: Keratansulfat (KS), Chondroitinsulfat (CS), Der-
matansulfat (DS), Heparin (Hep), Heparansulfat (HS) und Hyaluronsäure (HA) (Abb.
3.1), wobei HA als einziges GAG keine Sulfatierung trägt und an kein Proteinrückgrat
gebunden ist. Sowohl der makromolekulare Aufbau der Proteoglycane als auch der GAG
weist eine breite Strukturpalette auf, die den Proteoglycanen eine vielfältige und essen-
tielle Rolle in vielen physiologischen Prozessen beschert [148, 149].
KS-Proteoglycane haben meist einfache mechanische Aufgaben in Binde- und Stütz-
gewebe (Fibromodulin) und sind auch in der Cornea (Lumican) zu finden.
CS-Proteoglycane sind verbreiteter und haben ebenfalls strukturelle Aufgaben (Knor-
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Abb. 3.1: Schematische Darstellung der natürlich vorkommenden Glycosaminoglycane. Mit

(SO−3 ) markierte Positionen zeigen mögliche Sulfatierungs Konstellationen der
GAG.

pel: Aggrecan) [150] aber auch eine regulatorische Funktion bei der Immunantwort, der
Blutgerinnung, der Ausbildung von Axonen [151] sowie bei der Signaltransduktion (engl.:
signaling) von PDGF (platelet derived growth factor) [152].
HS-Proteoglycane zeigen aufgrund der großen strukturellen Diversität [153–156] und
des ubiquitären Vorkommens die stärkste Bindungskapazität an verschiedenste Pro-
teine. Bislang wurden über 100 verschiedene Proteine wie Enzyme, Proteaseinhibito-
ren, Wachstumsfaktoren, Selectine und einige weitere als Liganden von Heparansulfat
beziehungsweise Heparin identifiziert. HS-Proteoglycane fungieren unter anderem als
Transmembranproteine (Syndican), die die Organisation von Epithelien durch Zell-Zell-
Interaktionen steuern oder dienen als Co-Rezeptor für den Wachstumsfaktor (fibroblast
growth factor, FGF) [157]. Auch in der Basalmembran und EZM werden zahlreiche Vor-
gänge mit Beteiligung von HS-Proteoglycanen (Perlican und Agrin) gesteuert [158].
Die Protein-HS-Interaktion basiert meist auf elektrostatischen Wechselwirkungen, die
zwischen den negativ geladenen Sulfat-Gruppen am GAG und den basischen Amino-
säureresten (AS) am Proteinrückgrat geformt werden. Überwiegend fungieren Arginin-
und Lysinreste, angeordnet in den sogenannten Cardin / Weintraub-Motiven Consensus-
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3.1 Glycosaminoglycane

Sequenzen, als Interaktionspartner zwischen den HS-Ketten. Diese Consensus-Sequenzen
können von der Form [-X-B-B-X-B-] sein, die in der Regel einem β-Faltblatt [159] ent-
spricht oder [-X-B-B-B-X-X-B-X], wobei diese Consensus-Sequenz gewöhnlich eine α-
Helix darstellt [160]. X steht für eine beliebige jedoch ungeladene AS und B für Arginin
oder Lysin. Bei beiden Motiven sind die unpolaren AS-Reste dem Proteinkern zugewandt
und die basischen AS-Reste den HS-Ketten. Jedoch ist bei einer Vielzahl von Protein-
HS-Interaktionen meist nicht die lineare Anordnung der basischen AS-Reste wichtig für
eine spezifische Bindung, sondern ihre Tertiärstruktur, wo die wechselwirkenden AS-
Reste in einem definierten Abstand von etwa 20 Å voneinander entfernt sind. Zudem
existiert eine dritte Consensus-Sequenz der folgenden Komposition [-X-B-B-B-X-X-B-
B-B-X-X-B-B-X-] [161, 162].

3.1.1 Biosynthese von Glycosaminoglycanen

Die komplexe und präzise regulierte Biosynthese der Proteoglycane und GAG verläuft
nach einem fundamentalen Prinzip. Zu Beginn wird das Kernprotein am rauen endo-
plasmatischen Retikulum erzeugt. Darauf folgend startet die GAG-Synthese∗ von CS,
DS und HS im Golgi-Apparat mit der O-glycosidischen Anbindung eines Tetrasaccharid-
Linkers an einen Serinrest des Kernproteins in der Reihenfolge Serin-Xylose-Galactose-
Galactose-Glucuronsäure. Anschließend wird die GAG-Kette alternierend sukzessiv mit
Zuckerbausteinen am jeweils nicht reduzierenden Ende verlängert.
Bei CS/DS-Proteoglycanen werden abwechselnd N -Acetylgalactosamin (GalNAc) und
Glucuronsäure (GlcA) verbaut, bei HS-Proteoglycanen N -Acetylglucosamin (GlcNAc)
und GlcA. Typischerweise besteht eine GAG-Kette aus 50 – 150 Disacchariden [148],
das entspricht einer Länge von etwa 30 – 100 nm†.
Die Modifizierung der GAG-Ketten findet bei CS/DS-Ketten nach vollständiger Ketten-
Elongation statt. DS-Ketten haben im Unterschied zu CS-Ketten einen höheren Iduron-
säure (IdoA) Anteil, der über C5-Epimerisation aus der Glucuronsäure (GlcA) katalysiert
wird und teilweise 2-O-sulfatiert ist. Ansonsten können sowohl DS- als auch CS-Ketten
an 4-O- und 6-O-Positionen des GalNAc Sulfate tragen, die jeweils durch positionsspe-
zifische Sulfotransferasen erzeugt werden [165, 166].

∗Die Keratansulfat-Biosynthese [163] wird hier nicht näher erläutert, da KS nicht als Substrat für
die Messungen verwendet wurde.

†Zum Beispiel hat das CS beim Aggrecan aus dem bovinen artikulären Knorpel eine Länge von 34
– 61 nm [18, 164].
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Bei HS-Ketten [154, 167, 168] beginnt die enzymatische Modifizierung bereits wäh-
rend der Ketten-Elongation [153]. Zunächst werden die Acetyl-Gruppen des Gluco-
samins (GlcNAc) durch eine der vier verschiedenen Isoformen der N -Deacetylase/N -
Sulfotransferase (NDST) umgestaltet, indem die Acetyl-Gruppen bis auf einige Ausnah-
men durch Sulfat-Gruppen ersetzt werden (40 – 60%). Diese Modifizierungen sind essen-
tiell für alle weiteren Konfigurationen der HS-Ketten, welche zwischen Zelltypen variieren
und in einer definierten Reihenfolge stattfinden. Dazu gehören C5-Epimerisation der Gl-
cA zu IdoA mit 2-O-Sulfatierung, 6-O-Sulfatierung des GlcNS sowie GlcNAc und die
seltener vorkommende 3-O-Sulfatierung des GlcNS(6S). Die hochsulfatierten Bereiche
der HS-Ketten werden als S-Domänen bezeichnet. Diese bestehen aus 6 – 10 Disaccharid-
Einheiten und enthalten als häufigste Komposition das tri-sulfatierte Disaccharid IdoA
(2S)-GlcNS(6S). Zwischen den S-Domänen befinden sich Bereiche mit unmodifizierten
N -acetylierten Glycosaminen (NA-Domänen), die 16 – 20 Disaccharide enthalten kön-
nen. Der Übergang zwischen den S-Domänen und den NA-Domänen ist fließend und wird
durch kurze Bereiche aus alternierend N -acetylierten und N -sulfatierten Glycosaminen
(NA/NS-Domänen) gebildet [169]. Der Grad der Sulfatierung und die Ausdehnung der
jeweiligen Domänen ist vom Gewebetyp und Entwicklungsstadium vorgegeben [170, 171].
Durch diese Faktoren werden signifikante Sulfatierungsmuster generiert, die dann sehr
spezifische Interaktionen mit einer Vielzahl von Proteinen eingehen und dadurch wich-
tige physiologische Prozesse steuern oder katalysieren [172].
HS-Proteoglycane werden nach der Biosynthese nach außen sezerniert und auf der Zell-
oberfläche expositioniert. Dort werden dann die HS-Ketten spezifisch desulfatiert, aber
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3.2 Sulfatasen

auch zum Teil durch Proteolyse des Kernproteins freigesetzt, somit können diese sowohl
in Glycosaminoglycan- als auch in Proteinanteilen vorkommen und stellen eine Gruppe
von löslichen membranständigen Proteoglycanen dar.
Für Forschungszwecke wird meistens Heparin anstelle von Heparansulfat verwendet,
da das Heparansulfat sehr heterogene Strukturen annehmen kann, die sich wieder-
um von Zelltyp zu Zelltyp stark unterscheiden können. Heparin enthält über 70% des
tri-sulfatierten Disaccharids IdoA(2S)-GlcNS(6S) und entspricht somit einer langen S-
Domäne von HS-Ketten [173]. Weil die S-Domänen der HS-Ketten für die Regulati-
on vieler essentieller Prozesse verantwortlich gemacht werden, ist das Heparin für die
Nutzung als Modell-GAG prädestiniert [174]. Dadurch wird die Reproduzierbarkeit der
Messergebnisse gewährleistet und in Einzelmolekül-Experimenten die ohnehin geringe
Interaktionswahrscheinlichkeit von spezifischen Sulfatmustern der S-Domänen mit den
Proteinen erhöht. Folgend führt dieses Vorgehen zu einer besseren Statistik.
Das Heparin wird in basophilen Granulozyten‡ und Mastzellen an dem Protein Serglycin
gebildet, wobei durch Einwirkung von spezifischen Proteasen und Endo-β-glucuronidasen
Heparin-Ketten von etwa 15 kDa generiert werden, die bis zur ihrer Freisetzung in der
Granula akkumuliert werden. Heparin kommt in erheblicher Menge in Darmmukosa,
Lunge, Herz, Leber, Milz und Thymus vor. In der Medizin wird es aufgrund seiner an-
tikoagulatorischen Wirkung als Blutgerinnungshemmer verwendet. Physiologisch ist die
Aufgabe von Heparin bisher nicht ganz klar. Vermutlich übernimmt es Schutzfunktionen,
durch das Binden von Proteasen und biologischen Aminen wie zum Beispiel Histaminen
in der Granula, bis zu ihrer Verwendung.

3.2 Sulfatasen
Sulfatasen sind Sulfatester spaltende Enzyme, die beispielsweise den Sulfatierungsstatus
von Glycosaminoglycan (GAG)-Ketten der Proteoglycane an der Zelloberfläche dyna-
misch editieren können und somit eine Vielfalt von essentiellen physiologischen Prozes-
sen regeln. Insgesamt reichen diese von der Degradation sulfatierter Makromoleküle über
anabole Prozesse im Rahmen der Embryogenese und Homöostase im adulten Organismus
bis zur Hormonregulation. Es sind drei Sulfatase-Typen bekannt, deren unterschiedliche
Reaktionsmechanismen durch ihre jeweiligen aktiven Zentren festgelegt sind.

‡analoge Blutzellen
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Die Sulfatasen vom Typ I [175] sind am häufigsten und werden durch einen FGly-Rest (2-
Amino-3-oxypropansäuere, Cα-Formylglycin) in den aktiven Zentren charakterisiert, der
durch eine posttranslationale Modifikation eines Cysteinrestes [176–178] oder Serinrestes
[179] erzeugt wird und für die katalytische Aktivität der Sulfatasen essenziell ist [180].
Dieses Strukturmerkmal kommt bislang bei allen charakterisierten prokaryotischen und
eukaryotischen Sulfatasen vor, welches das Sulfatester hydrolytisch zu anorganischem
Sulfat und einem entsprechendem Alkohol spaltet (Abb. 3.3). Im menschlichen Orga-
nismus sind lediglich Typ I-Sulfatasen zu finden, die deshalb auch humane Sulfatasen
genannt werden. Zurzeit sind 17 verschiedene humane Sulfatasen bekannt, von denen 11
in der Tab. 3.1 aufgeführt sind. In der Regel haben diese Sulfatasen eine Größe von 500
– 600 Aminosäureresten und werden umfangreich N-glycosyliert.
Die Superfamilie der Dioxygenasen stellen die Typ II-Sulfatasen dar und sind Fe(II)
und α-Ketoglutarat abhängige Enzyme. Diese Enzyme spalten oxidativ Sulfatester zu
anorganischem Sulfat und einem entsprechenden Aldehyd [181].
Typ III-Sulfatasen besitzen ein Zn2+-Ion im aktiven Zentrum, welches eine hydrolytische
Spaltung über ein aktives H2O-Molekül vermittelt [182].

Abb. 3.3: Schematische Darstellung des Sulfatesterhydrolyse-Prozesses: Zunächst
erfolgt eine Hydratisierung des Cα-Formylglycins zu einem geminalen
Diol (linke Seite). Folgend wird das Schwefelatom des Sulfatester über
einen Umesterungs-Eliminierungs-Mechanismus einem nukleophilen An-
griff durch eine der beiden Hydroxylgruppen des Cα-Formylglycins unter-
zogen. Dabei verlässt das Substrat als Alkohol das katalytische Zentrum.
Im Weiteren wird das anorganische Sulfat durch intramolekulare Umlage-
rungen des Elektronenpaares der zweiten Hydroxylgruppe entfernt, somit
entsteht wieder ein Cα-Formylglycin, welches sich einem weiteren Reakti-
onszyklus anbietet [183, 184]. (aus [185])
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3.2.1 Humane Sulfatasen

Wie im vorherigen Abschn. 3.2 beschrieben, kommen nur Typ I-Sulfatasen im Menschen
vor. Diese haben erheblichen Einfluss durch das Spalten von Sulfatestern und Sulfamaten
von verschiedenen Biomolekülen, wie Glycosaminoglycanen, Sulfolipiden und sulfatier-
ten Steroidhormonen auf zentrale Funktionen in den Signaltransduktionsprozessen, der
lysosomalen Degradation und der Steuerung von Hormonaktivitäten [175, 187]. Deshalb

Enzym Substrat Lokalisierung Krankheit

Arylsulfatase A Cerebrosid-3-sulfat Lysosom MLD§

Arylsulfatase B DS/CS (4S) Lysosom Maroteaux-Lamy (MPS VI)

Arylsulfatase C Steroidsulfat ER¶ X-chrom. Ichthyose (XLI)
(Steroidsulfatase)
Arylsulfatase E — Golgi-Apparat Chondrodysplasia Punctata 1

(CDPX1)
Arylsulfatase G HS (3S) Lysosom MPS IIIE‖

Sulf1 HS (6S) Zelloberfläche —

Sulf2 HS (6S) Zelloberfläche —

Sulfamidase HS (NS) Lysosom Sanfilippo A (MPS IIIA)

Iduronat-2- DS/HS (2S) Lysosom Hunter (MPS II)
Sulfatase

Galactosamin-6- CS/KS (6S) Lysosom Morquio A (MPS IVA)
Sulfatase

Glucosamin-6- HS/KS (6S) Lysosom Sanfilippo D (MPS IIID)
Sulfatase

Tab. 3.1: Eine Übersicht über einige bekannte humane Sulfatasen, ihre Substrate, Lokalisie-
rungen und auftretende Krankheiten bei einer Dysfunktion [175, 186, 187]. Die sub-
zelluläre Lokalisierung der humanen Sulfatasen differenziert zwischen anabolen En-
zymen mit neutralem pH-Optimum (Endoplasmatisches Reticulum, Golgi-Apparat
und Zelloberfläche) [188] und katabolen, lysosomalen Enzymen mit saurem pH-
Optimum.

§Metachromatische Leukodystrophie
¶Endoplasmatisches Reticulum
‖im Mausmodell gezeigt [189, 190]
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ist das Verständnis ihrer molekularen Funktionsabläufe außerordentlich wichtig. Zudem
sind viele Krankheiten (Tab. 3.1) mit einer Überfunktion oder Defizienz der Sulfatasen
assoziiert [186].
Beim Menschen sind acht unterschiedliche, genetisch bedingte Stoffwechselerkrankungen
[186] bekannt, die mit einem Desulfatierungs-Defekt von spezifisch sulfatierten Metabo-
liten verbunden sind. Im Falle einer Dysfunktion einzelner lysosomaler Enzyme akkumu-
liert unverdautes Substrat in den Lysosomen und führt damit zu Fehlfunktionen, die als
sogenannte lysosomale Speicherkrankheiten des Mucopolysaccharidose-Typs bezeichnet
werden. Die Krankheitsbilder bei Defizienzen unterschiedlicher Arylsulfatasen können
einen schweren Phänotyp aufweisen, der sich mit einer bedingt milden Hautkrankheit
(X-chrom. Ichthyose), über gravierende Demyelinisierung im zentralen und peripheren
Nervensystem (Metachromatische Leukodystrophie) bis hin zu Defekten in der Knochen-
und Bindegewebsentwicklung (Chondrodysplasia Punctata) bemerkbar macht. In selte-
nen Fällen kann es zu verminderter Aktivität oder gar zu komplettem Ausfall aller
humanen Sulfatasen kommen. Diese autosomal-rezessiv vererbte Stoffwechselkrankheit
wird Multiple Sulfatase Defizienz (MSD) genannt [191] und führt zum Tod des Patienten.
Die Dysfunktion der Sulfatasen ist ein Folgeeffekt einer fehlerhaften posttranslationalen
Modifikation eines Cysteinrestes oder Serinrestes zu einem Cα-Formylglycin [192], das
für die katalytische Aktivität aller Sulfatasen unabdingbar ist. In Abb. 3.3 ist die kata-
lytische Spaltung von Sulfatestern durch ein Cα-Formylglycin schematisch dargestellt.

3.2.2 Sulfatasen Sulf1 und Sulf2

Sulf1 und Sulf2 (Sulfs) gehören zu der Klasse der extrazellulären Matrix-Sulfatasen und
sind wesentlich für einige essentielle Prozesse in der Signalgebung und die Embryonal-
entwicklung. Die Erforschung der Sulfs begann mit der Entdeckung von QSulf1 2001
[193], als Dhoot et al. auf der Suche nach Sonic-Hedgehog∗∗ (Shh)-responsiven Genen in
Wachtelembryos waren. Binnen kurzem wurden weitere extrazelluläre Sulf1-Orthologe in
Ratten [194], Mäusen und Menschen identifiziert, wobei für die letzten beiden Gattun-
gen zusätzlich eine Isoform, Sulf2, gefunden wurde [195]. Später folgten weitere Funde
in Huhn [196], Fliege [197], Krallenfrosch [198], Seeigel [199] und Zebrafisch [200].
Die Sulfs haben eine hoch-konservierte Struktur über verschiedene Metazoa. Sie bestehen

∗∗Shh: Ein extrazelluläres Signalmolekül zur Steuerung der Entwicklung von Stammzellen zu spezi-
fischen Geweben und Organen.
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aus ∼ 870 Aminosäuren (AS) und haben eine identische Domänenanordnung (Abb. 3.4)
mit einer Signalsequenz vor zwei Sulfatasen verwandten Domänen der Größe ∼ 372 AS
und ∼ 118 AS, die durch eine ∼ 320 AS große hydrophile Domäne getrennt werden
[195]. Die ∼ 118 AS Domäne ist der C-terminalen Region von lysosomalen Glycosamin-
6-Sulfatasen sehr ähnlich, die für das Abbauen der Heparansulfat-Ketten zuständig ist.
Die am äußersten N-terminus lokalisierte Signalsequenz dient zur Translokation der Sulfs
in das Endoplasmatische Reticulum. Dort wird das Cα-Formylglycin gebildet, anschlie-
ßend wird die Signalsequenz gespalten und eine umfangreiche N-glycosylierung findet im
Golgi-Apparat sowie im Endoplasmatischen Reticulum statt [201–203]. Nach der Bio-
synthese und Prozessierung sind die Sulfs auf der Zelloberfläche lokalisiert. Zusätzlich zu
den strukturellen Parallelen haben biochemische Untersuchungen ergeben, dass die Sulfs
Aktivität gegenüber dem generellen Arylsulfatasen-Substrat 4-Methylumbelliferylsulfat
(4-MSU) zeigen, jedoch hat das Pseudosubstrat eine schwächere Affinität zu den Sulfs
mit KD ≈ 10 mM [204] als zu anderen Arylsulfatasen. Zudem wurde als pH-Optimum
für die Aktivität der Sulfs ein Wert von pH 7,5 ermittelt [195, 205]. Insgesamt lässt sich
die Zugehörigkeit der Sulfs zu den humanen Sulfatasen ableiten, wobei die Sulfs ein-
zigartig für ihre endosulfatische Aktivität, extrazelluläre Lokalisierung und hydrophile
Domäne sind [206, 207].

3.2.3 Sulfs und ihre Hydrophile Domäne

Die in Sulf1 und Sulf2 enthaltene hydrophile Domäne (HD) ist strukturell über verschie-
dene Spezies stark konserviert und bis jetzt wurde kein Pendant zu dieser Sequenz in
anderen Sulfatasen oder Proteinen gefunden. Die HD ist aus ∼ 320 AS aufgebaut (Abb.
3.4 b)), davon sind etwa 27% basisch und etwa 14% sauer. Bis auf einen stark basischen
Cluster am C-terminus, der in Abb. 3.4 durch die pinke Farbkodierung dargestellt ist,
sind die geladenen AS beinahe homogen verteilt. Lediglich in der mittleren Region (in
Abb. 3.4 hellblau dargestellt) ist die Konservierung in geringerem Maße ausgeprägt. Hier
werden Unterschiede zwischen Sulf1 und Sulf2 erkenntlich, wie zum Beispiel ein zusätz-
lich disponierter stark saurer Cluster in der HD von Sulf1 (Abb. 3.4 schwarz dargestellt),
der in der HD von Sulf2 nicht vorhanden ist [195]. Aufgrund der starken positiven Ladung
der HD wird vermutet, dass diese an der Substratbindung beziehungsweise Substrater-
kennung der Sulfs beteiligt ist [201]. Dass die stark konservierten Regionen der HD (in
Abb. 3.4 blau dargestellt) für die Zell-Oberflächen-Lokalisierung und die enzymatische
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*N C

Sulf122 87 416 458 548 616 640 735 871a)

b)

Abb. 3.4: a) Schematische Aufschlüsselung der Domänenanordnung von Sulfs vom
N- zum C-terminus [204] am Beispiel der Sulf1: Signalsequenz (schwarz),
katalytisch aktive Domäne (rot), Cα-Formylglycin (gelber Stern), hydro-
phile Domäne (blau), wobei die mit hellblau markierten Bereiche weniger
stark konservierte Sequenzen zeigen und C-terminale Domäne (braun).
Innerhalb der hydrophilen Domäne markiert das schwarze Rechteck einen
sauren Cluster, das orangene die coiled-coil-Vorhersagen [208, 209] und
das pinke einen basischen Cluster. Die Zahlen kennzeichnen die jeweilige
Aminosäureposition.
b) Detaillierte Darstellung der linearen Aminosäuresequenz der hydrophi-
len Domäne von Sulf1: Der Farbcode entspricht den Bereichen in a) in-
nerhalb der hydrophilen Domäne. Mit + sind die basischen (27%) und
mit – die sauren (14%) Aminosäurereste gekennzeichnet. Diese Darstel-
lung verdeutlicht die stark positive Ladung der HD. Die Aufschlüsselung
der Aminosäuren ist im Appendix in Abb. 6.1 zu finden. (aus [185])

Aktivität der Sulfs erforderlich sind, konnte bereits mit mehreren Deletionsmutanten
nachgewiesen werden. Unter anderem führte eine Deletion des weniger stark konservier-
ten Mittelteils der HD zu keiner nennenswerten Veränderung der Aktivität und Spezi-
fität des Enzyms. Auch Experimente mit isolierter HD dieser Deletionsmutante zeigten
ähnliche Affinitäten zum Substrat wie die native HD. Sogar bei der Deletion der gesam-
ten HD bis auf den basischen Cluster am C-terminus (Abb. 3.4 pinke Farbkodierung)
der Sulf1 aus dem Menschen reduziert sich die enzymatische Aktivität gegenüber dem
physiologischen Substrat nur um 40%, wohingegen die Deletion des basischen Cluster

46



3.2 Sulfatasen

bei der HD aus der Sulf2 der Wachtel die Aktivität lediglich um 16% reduziert hat
[193, 201, 206]. Auch bei der Substrat-Spezifität zeigten sich leichte Unterschiede zwi-
schen Sulf1 aus der Wachtel und demMenschen. Durch in vitro Experimente mit Heparin
(NaCl-Resistenz ∼ 1 M) [210] und Affinitätschromatographie mit verschiedenen GAG
[185] konnte gezeigt werden, dass die Interaktion der Sulf1 aus dem Menschen und auch
ihrer isolierten HD Heparansulfat spezifisch ist. Dabei ist auch die 6-O-Sulfat-Spezifität
der HD an HS-Ketten gezeigt worden, da die HD mit dem durch Sulf1 desulfatierten HS
keine Interaktion mehr einging.

3.2.4 Physiologische Relevanz der Sulfs

Als physiologisches Substrat von den Sulfs wurde Heparansulfat identifiziert. Insbesonde-
re ist die Präferenz zu den 6-O-Sulfaten an den tri-sulfatierten Disacchariden IdoA(2S)-
GlcNS(6S) in den S-Domänen (Abb. 3.2) der Heparansulfat-Ketten und die damit ver-
bundene endolytische Aktivität der Sulfs bei verschiedenen Untersuchungen aufgefallen
[211–214]. Diese besondere enzymatische Aktivität ermöglicht eine bisher einzigartige
postsynthetische Anpassung der Sulfatierung auf den HS-Ketten nach der Biosynthese
und zwar am nicht reduzierenden Ende der GAG-Kette. Die charakteristische Desul-
fatierung bringt maßgebliche physiologische Reaktionen vieler Moleküle auf die vor-
liegenden Bedingungen mit sich und modelliert so ihre spezifische Interaktionen mit
den HS-Ketten. Unter anderem wird dadurch die Signaltransduktion von Wachstums-
und Differenzierungsfaktoren aktiviert, indem die 6-O-Sulfat-spezifisch assoziierte Wnt
(wingless int) und GDNF (gial cell-derived neurotrophic factor) von den HS-Ketten
samt den 6-O-Sulfaten durch die Sulfs abgesondert werden, die dann mit spezifischen
Rezeptoren auf der Zelloberfläche interagieren [205, 215]. Die Sulfs können aber auch
inhibierend auf Signalprozesse wirken, wie es zum Beispiel bei FGF-1 (fibroblast growth
factor) und FGF-2 der Fall ist [216, 217]. Des Weiteren wird eine Vielzahl von Prozessen
durch die Sulfs indirekt beeinflusst beziehungsweise katalysiert. Dazu gehören Zelldif-
ferenzierung, Proliferation, Apoptose [218], Ausprägung des Nervensystems [219, 220],
sowie embryonale Entwicklung des Knorpelgewebes und Homöostase des adulten Knor-
pelgewebes [221, 222]. Zusätzlich zu den physiologischen Schlüsselfunktionen der Sulfs in
der Embryogenese und der Homöostase des adulten Organismus wird häufig eine Fehl-
regulation, das heißt Über- und/oder Unterexpression der Sulfs, in einer Vielzahl von
Tumoren verschiedener Gewebetypen beobachtet. In der Tab. 3.2 ist eine Übersicht von
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Tumor/Zelllinie Expressions Status Referenz
Eierstock,Brust-,
Bauchspeicheldrüsen- und [223]
Leberzellkarzinom Sulf1 [223, 224]
Zelllinie Pnac-1 (Pankreas) unter exprimiert [228]
Brustkrebs [230]
Brust Duktales Karzinom in situ [234]
Zelllinie SU-8686 (Pankreas) [228]
Brustkrebs [229]
Eierstockkrebs Sulf1 [231]
Magenkrebs über exprimiert [240]
akute lymphatische Leukämie [237]
Nierenkarzinom [237]
Brustkrebs [227]
Leberzellkarzinom [226]
multiples Myelom Sulf2 [236]
Lungenadenokarzinom über exprimiert [239]
Hautkrebs [237]
Hodenkrebs [237]
Bauchspeicheldrüsenkrebs Sulf1 und Sulf2 [233]

über exprimiert

Tab. 3.2: Auflistung von Tumoren mit bekannter Sulf-Mitwirkung. Bei
Probanden beziehungsweise Patienten mit einer Unter- und
Überexpression von Sulf1 besteht eine höhere Wahrscheinlich-
keit ein Krebsleiden zu bekommen [242]. Eine beobachtete
Überexpression von Sulf2 in Leber und Lunge ist meist mit
bösartigen Tumoren in diesen Organen verbunden [226, 243].

Tumoren zusammen gestellt, bei denen eine Sulf-Beteiligung beobachtet wurde. Jedoch
sind primär die zu regulierenden Wachstumsfaktoren für die Onkogene [223–240], in sel-
tenen Fällen aber auch für eine Tumorsupressor Wirkung [241] der Sulfs verantwortlich.
Summa summarum sind die humanen extrazellulären Matrix-Sulfatasen Sulf1 und Sulf2
verhältnismäßig gut erforscht und haben sowohl physiologisch als auch medizinisch eine
hohe Relevanz. Allerdings ist die spezifische Substrat Interaktion der Sulfs, insbesondere
ihrer hydrophiler Domäne auf molekularer Ebene, noch nicht generell verstanden worden.
Dieses Verständnis ist notwendig, um wirkungsvolle Tumortherapien zu entwickeln, da
man sich dadurch erhofft die Aktivität der Sulfs zu steuern und damit auch gewisse
Signalprozesse, die zu einem unkontrollierten Zellwachstum führen.
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3.3 Desmin

Desmin gehört zum Typ III der Gruppe von Intermediärfilamenten (IF), die anhand ihrer
Aminosäuresequenzen (Sequence Homology Class, SHC) in sechs Untergruppen klassifi-
ziert werden [244–250]. IF werden aus filamentösen Proteinuntereinheiten zusammenge-
setzt und unterstützen die mechanische Stabilität der Zelle. Zusammen mit den Mikro-
filamenten (Aktin) und den Mikrotubuli bilden sie die strukturellen Hauptbestandteile
des Zytoskeletts. Aufgrund des Durchmessers von ∼ 10 nm, der zwischen den Durchmes-
sern der Mikrofilamente (∼ 7 nm) [251] und der Mikrotubuli (∼ 25 nm) [252] liegt, hat
sich die Bezeichnung Intermediärfilament (engl.: Intermediate Sized Filaments) etabliert
[253, 254].

3.3.1 Struktur und Assemblierung

Ein einzelnes Protein (Monomer) des Desmins ist wenige Nanometer dünn und hat eine
Länge von ∼ 48 nm. Das Monomer setzt sich aus einer stark konservierten ∼ 45 nm lan-
gen α-helikalen Domäne (Rod) zusammen, die von nicht-helikalen, globulären Domänen
am N- und C-terminus (Head und Tail) umschlossen wird. Fügen sich zwei Monomere
parallel zusammen, indem sie sich seilartig um sich selbst winden, entsteht ein so genann-
tes coiled-coil-Dimer. Danach ordnen sich zwei polare Dimere antiparallel zueinander an
und bilden somit apolare Tetramere [259]. Folgend assemblieren die Tetramere zu den
ULF (Unit Length Filaments) [256], wobei diese jeweils innerhalb weniger Millisekunden
[257, 258] aus acht Tetrameren geformt werden. Im letzten Schritt fügen sich die ULF
zu langen Filamenten zusammen [260, 261]. Anschließend wird noch das Filament durch
Umorganisation seiner Untereinheiten in seinem Durchmesser auf ∼ 10 nm reduziert. Die
Assemblierung des Desmins vom Monomer bis zum Filament ist in Abb. 3.5 schematisch
dargestellt.

3.3.2 Physiologische Aufgaben

Desmin ist das wesentliche IF aller Muskelzellen und wird in den drei Muskeltypen
Skelett-, Herzmuskel und glatter Muskel exprimiert [262]. Es vernetzt die einzelnen Myo-
fibrillen [263] und die Z-Scheiben miteinander [264] (Abb. 3.6). Außerdem verknüpft
Desmin die Myofibrillen mit den in Glanzstreifen lokalisierten Desmosomen, die für die
interzelluläre Adhäsion der Herzmuskelzellen (Kardiomyozyten) zuständig sind [265].
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Monomer Paralleles Dimer

Antiparalleles Tetramer

ULF

Assemblierung von ULF zum Intermediärfilament

Radiale Verdichtung

~60 nm

Ø ~10 nm

N C

Head Tail
coiled-coil

Head Rod Tail

C
33

3a)

b)

1A 1B 2A 2B

Abb. 3.5: a) Grafische Darstellung der Domänen in der IF-
Sekundärstruktur. Mit C333 ist die Stelle gekenn-
zeichnet, wo das Desmin mit dem Farbstoff Atto740-
maleimide markiert wird.
b) Skizze der einzelnen Schritte in der in vitro Assemb-
lierung von Desmin. Die Dimere bilden unter gewissen
Voraussetzungen, wie geringe Ionenstärke und physio-
logischer pH-Wert (2 mM Phosphatpuffer pH 7,5 und
1 mM DTT) [255], die Grundkomponente für die wei-
tere nicht kovalente in vitro Assoziation zum Filament.
Durch Erhöhung der Salzkonzentration wird im zwei-
ten Schritt die Assemblierung von Tetrameren zu den
ULF (Unit Length Filaments) eingeleitet [256], die in
wenigen Millisekunden [257, 258] aus acht Tetrameren
geformt werden. (aus [248])
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Des Weiteren bindet Desmin an die Kernlamina [266] und die Mitochondrien [267] sowie
Komponenten des DAPC (Dystrophin Associated Protein Complex), das den Kontakt
zwischen Zellmembran und extrazellulärer Matrix herstellt [268]. Wegen dieser verbin-
denden Eigenschaft wurde diesem Intermediärfilament die Bezeichnung Desmin (griech.:
δεσµóς = Band, Verbindung) verliehen [269].

αB-crystallin

Desmoplakin

Plectin

Unbekannte Bindungs Partner Desmosom

Mitochondrium

Sarkomer

Z-Linie
M-Linie

Nukleus

I-Band A-Band

Abb. 3.6: Illustration der Lokalisation und Funktion von Desmin in einer Mus-
kelzelle. Unter anderem werden die Z-Scheiben benachbarter Myofi-
brillen mit Mitochondrien und dem Zellkern verknüpft. Zusätzlich
bindet Desmin an Desmosome (bei Herzmuskelzellen), die einzelne
Muskelzellen miteinander verbinden. Diese Eigenschaften von Des-
min stellen die intrazelluläre mechanische Integrität der Muskelzellen
sicher. (aus [263])

Medizinisch hat Desmin eine hohe Relevanz, da bereits seit den frühen 1970er Jahren ei-
ne Involvierung von Desmin in einigen Skelettmuskeldystrophien und Kardiomyopathien
beobachtet wurde [270–273]. Wegen der Beteiligung weiterer Proteine bei diesen Erkran-
kungen hat sich die Bezeichnung DRM (Desmin Related Myopathy) etabliert [274, 275].
Erkrankungen, die durch Mutationen vom Desmin-Gen [276, 277] auf Chromosom 2q35
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verursacht werden, tragen den Namen Desminopathien [278]. Diese sind autosomal do-
minant vererbte Krankheiten und werden als relativ selten eingestuft. Eine Folge dieser
Mutationen ist zum Beispiel die Ausprägung einer Arrhythmogenen rechtsventrikulä-
ren Kardiomyopathie (ARVC)††, die zum plötzlichem Herztod insbesondere bei jungen
Menschen und Sportlern führen kann [35–38].
Die Mutationen des Desmin-Gens sind meist mit einer fehlerhaften Assemblierung ver-
bunden [279]. Deshalb ist es von höchster Bedeutung die strukturelle Assemblierung des
Desmins und vor allem seiner Mutanten auf molekularer Ebene zu verstehen und zu un-
tersuchen, da dies die Verbesserung der Diagnostik und die Entwicklung repräsentativer
Behandlungsmethoden begünstigt.

3.4 Tabakmosaikvirus
Das Tabakmosaikvirus (engl.: Tobacco Mosaic Virus, TMV) wurde bereits 1886 von
Adolf Mayer [280] entdeckt. Er hatte beobachtet, wie sich die Tabakmosaik-Krankheit
durch simplen Kontakt auf gesunde Pflanzen übertrug und beschrieb es als Bakterien
ähnlichen Befall. 1892 konnte dann Dimitri Iwanowski [281] zeigen, dass das TMV Tabak-
Pflanzen ohne jegliche Beteiligung von Bakterien infizieren kann, und somit war das erste
Virus gefunden.
Das TMV ist weit verbreitet und ausschließlich für die Pflanzen infektiös, zu denen
alle Nachtschattengewächse (Solanaceae) zählen, inklusive Tomaten und Paprika sowie
einige andere Pflanzenfamilien. Es hat eine Stäbchenform mit ∼ 300 nm Länge und
∼ 18 nm Durchmesser, das auf ganzer Länge einen Hohlraum von ∼ 4 nm im Durch-
messer aufweist (Abb. 3.7). Das Kapsid des Virus besteht aus 2130 identischen und
helikal angeordneten Hüllenproteinen, die die einzel-strängige RNA mit der kompletten
viralen Information umschließen [282, 283].
Aufgrund des enormen Vorkommens, seiner regelmäßigen Stäbchenstruktur und der ho-
hen Stabilität gehört es zu den besterforschten Viren überhaupt. Diese Eigenschaften
prädestinieren das TMV als Test- oder Modellsystem für verschiedene Methoden, ins-
besondere Rastersondenmikroskopie. Zudem gewinnt es immer mehr an Bedeutung in
der Nano-Elektronik, da die Hüllenproteine des TMV sich relativ leicht modifizieren
lassen und infolgedessen Nickel und Kobalt binden können. Es entstehen somit metalli-

††Bei ARVC werden Kardiomyocyten durch Fett- und Bindegewebszellen pathologisch ersetzt.
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Abb. 3.7: a) Schematische Darstellung des TMV. b) AFM-Abbildung von
einzelnen TMV. (TMV-Grafik aus [284]; AFM-Bild: Christin
Kleineberg)

sche Nano-Stäbchen, die zum Beispiel in der Batterietechnik Verwendung finden, um die
Kapazität zu verbessern [285]. Aber auch andere Materialien lassen sich auf dem Virus
immobilisieren, wie zum Beispiel ZnO. Solche TMV können für Feldeffekt-Transistoren
verwendet werden [286].
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4 Experimentelle Methoden und
Materialien

In diesem Kapitel wird auf die experimentellen Präparationsschritte sowie die verwen-
deten Materialien und Geräte der kraftspektroskopischen Messungen und der aSNOM-
Experimente eingegangen.

4.1 Kraftspektroskopie

4.1.1 Biologisches System

Die isolierte hydrophile Domäne (HD) (Abb. 3.4) aus der humanen Sulfatase1 (Sulf1)
wird in E.coli Rosetta 2 (DE3) exprimiert [185, 201, 287]. Durch Klonierung von cDNA∗

der entsprechenden HD-Subdomänen in den Vektor pMAL-c5X (New England Biol-
abs, Frankfurt am Main, Germany) ist ein MBP-HD Fusionsprotein erzeugt worden
[288, 289]. Studien von Frese und Kollegen zeigen, dass die fehlende N -Glycosylierung
im bakteriellen System nicht entscheidend ist, da die HD nicht N -glycosyliert wird [201].
Das MBP (Maltose bindendes Protein) dient zur Aufreinigung sowie Expressionssteige-
rung und beeinflusst die Eigenschaften der HD in keiner Form [290]. Um einen möglichst
hohen Reinheitsgrad und Homogenität zu erhalten, wird MBP-HD mittels Amylose Af-
finitäts Chromatographie (AAC) aufgereinigt. Somit sind mg-Mengen der MBP-HD von
guter Reinheit erzielbar. Zusätzlich sind auch die HD-Subdomänen (Abb. 4.1) HD_I
(Fragment K417 – G458), HD_III (Fragment Q459 – H616) und HD_V (Fragment K617 –
K735) vermessen worden, um die Spezifität beziehungsweise den Anteil der Wechselwir-
kung der einzelnen HD-Subdomänen zu bestimmen. Die MBP-HD Konstrukte sind für
jede AFM-Messung frisch vorbereitet worden und werden maximal 48 h lang verwendet.

∗Die cDNA wird mit dem Enzym Reverse Transkriptase aus RNA synthetisiert.
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Abb. 4.1: a) Schematische Darstellung der MBP-HD und ihrer Subdomänen. Die lineare Ami-
nosäuresequenz der HD ist in Abb. 3.4 im Abschn. 3.2.2 zu finden. Mit Mr ist die
theoretische molare Masse der Konstrukte angegeben.
b) Coomassie gefiltertes SDS-PAGE-Gel der Aufreinigung von MBP-HD und ihrer
Subdomänen nach ACC. Die Banden entsprechen der theoretischen molaren Masse
der jeweiligen Konstrukte. (aus [287])

4.1.2 Chemikalien

Alle benutzten GAG (DS, Hep, HS+6S†, HS–6S und K5NS) sind vor Gebrauch am
reduzierenden Ende nach [201, 291] mit einer Amino-Gruppe versehen worden. Zudem

Reagenz Hersteller und Herkunft
Aceton p.A. Sigma Aldrich, München, Germany
Ethanol p.A. Sigma Aldrich, München, Germany

MilliQ-Wasser 18,2 MΩ/cm Millipore, Eschborn, Germany
Epoxydharz EPO-TEK® 377 Polytec PT GmbH, Waldbronn, Germany

PEG-NHS-Ester Disulfid-Linker Polypure AS, Oslo, Norway
Dimethylsulfoxid (DMSO) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany

Chondroitinsulfat B/Dermatansulfat (DS) Sigma Aldrich, München, Germany
Heparin (Hep) Sigma Aldrich, München, Germany

Heparansulfat (HS+6S) Celsus Glycoscience, Inc., Cincinnati, USA
N -sulfatiertes K5-polysaccharid (K5NS) Iduron Ltd., Manchester, United Kingdom

Tab. 4.1: Übersicht der verwendeten kommerziellen Chemikalien für die kraftspektroskopi-
schen Experimente.

†HS+6S entspricht dem natürlichen Heparansulfat (HS). Um Verwirrungen zu vermeiden, wird es im
Weiteren mit der Abkürzung HS+6S bezeichnet, weil in dieser Arbeit auch desulfatiertes Heparansulfat
(HS–6S) verwendet wird.
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repräsentiert das HS–6S das mittels Sulf1∆HDC‡ 6-O-desulfatierte Heparansulfat. Dabei
wird der Anteil der tri-sulfatierten Disacchariden IdoA(2S)-GlcNS(6S) um 74% auf 8%
reduziert. Währenddessen steigt der Anteil der di-sulfatierten Disaccharide IdoA(2S)-
GlcNS, was den Verlust der 6-O-Sulfatierung widerspiegelt [287].
Neben den schon genannten Chemikalien in Tab. 4.1 sind für die Kraftspektroskopie
zusätzlich folgende selbst hergestellte Puffer benutzt worden:

• Für die Kopplung der GAG mit dem PEG-NHS-Ester Disulfid-Linker ist ein
0,2 M NaHCO3 Puffer mit pH 8,2 verwendet worden.

• Als Mess- und Lagerpuffer ist PBS (Inhaltstoffe auf 1 L MilliQ-Wasser: 1,4 M
NaCl, 0,027 M KCl, 0,1 M Na2HPO4 und 0,018 M KH2PO4) mit pH 7,3 verwendet
worden.
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Abb. 4.2: Diese zwei schematisch dargestellten GAG sind für Negativkontrollen eingesetzt
worden, um die Rolle der 6-O-Sulfate für die Interaktion zwischen GAG und HD
näher zu beleuchten.
a) Das über Sulf1∆HDC desulfatierte HS–6S enthält 40 – 60% nicht sulfatierte Di-
saccharide der Form [4)-β-D-GlcA-(1→4)-α-D-GlcNAc-(1→]n. Es sind immer
noch ∼ 8% tri-sulfatiert [4)-α-L-IdoA(2S)‡-(1→4)-α-D-GlcNS†(6S)*-(1→]n
und ∼ 21% sind di-sulfatiert [4)-α-L-IdoA-(1→4)-α-D-GlcNS†(6S)*-(1→]n.
Insgesamt wird die Sulfatierung des HS–6S durch Sulf1∆HDC um ∼ 12% re-
duziert, verglichen mit dem HS+6S [185].
b) Das K5NS ist ein synthetisches Polysaccharid, das nur N-sulfatiert ist [4)-
β-D-GlcA-(1→4)-α-D-GlcNS†-(1→]n.

‡Sulf1∆HDC ist eine Mutante der Sulf1, deren Spezifität unverändert ist, jedoch fehlt ihr der mitt-
lere, weniger konservierte Teil der HD ( Abb. 3.4) [201].
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4.1.3 Messvorrichtung

Für die dynamische Kraftspektroskopie und die Force Clamp Messungen ist das kom-
merzielle AFM MFP-3D-BIOTM (Asylum Research, Santa Barbara, USA) verwendet
worden, das in Abb. 4.3 gezeigt ist. Der Zusatz BIO in der Bezeichnung steht für die
Besonderheit an diesem Gerät. Es besitzt einen speziellen Z-Piezo mit einer maxima-
len Extensionslänge von 35 µm und ist an einem inversen Mikroskop aufgebaut. Die-
ses ermöglicht kraftspektroskopische Untersuchungen insbesondere an Molekülen mit
einer breiten Größen-Verteilung, wie z.B. Zellen. Die Experimente erfolgten mittels der
Standard-Software von Asylum Research basierend auf Igor Pro 6.22A Wavemetrics.

Abb. 4.3: a) Messaufbau mit inversem Mikroskop und Schallschutzbox. b) Der AFM-Kopf.
c) Petrischale mit Messpuffer und fertig präpariertem Substrat unter dem AFM-
Kopf mit angenähertem Kraftsensor, messbereit.

4.1.4 Kraftsensoren

Als Kraftsensoren für die kraftspektroskopischen Messungen sind die in Abb. 4.4 gezeig-
ten Biolever BL-RC150VB (Olympus, Tokyo, Japan) verwendet worden. Am Biolever-

Abb. 4.4: Biolever BL-RC150VB: a) Die Ansicht der vier Kraftsensoren von unten. b) Die
Ansicht eines kurzen Kraftsensors von unten. c) Die Spitzengeometrie von der Sei-
te. (REM-Bild: Sebastian Zünkeler)
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Chip§ befinden sich vier rechteckige, beidseitig mit Gold beschichtete Kraftsensoren. Die
zwei kurzen, sehr rauscharmen Kraftsensoren haben hervorragende Eigenschaften für die
dynamische Kraftspektroskopie und die zwei langen, mit einer sehr kleinen Federkon-
stante eignen sich für die Force Clamp Experimente. Die Kraftsensoren bestehen aus
Si3N4 und haben eine V-förmige Spitze aus einer hohlen dünnwandigen Pyramide, die
unter einem Winkel von 45° am Federbalken befestigt ist. Diese einzigartige Geometrie
ermöglicht eine sehr präzise Positionierung der Spitze mit Hilfe eines Lichtmikroskops.
Insbesondere bietet die Goldbeschichtung gute Reflexionseigenschaften sowie einfache
Funktionalisierungs-Möglichkeiten über Thiol-Chemie und einen sehr stabilen Messver-
lauf über mehrere Stunden.

Biolever Kurzer Kraftsensor Langer Kraftsensor
Federkonstante 0,03 N/m 0,006 N/m

Resonanzfrequenz 37 kHz 13 kHz
Länge 60 µm 100 µm
Breite 30 µm 30 µm
Dicke 180 nm 180 nm

Spitzenhöhe 7 µm 7 µm
Spitzenradius 30 nm 30 nm

Tab. 4.2: Herstellerangaben der Abmessungen und mechanischen Eigen-
schaften der Biolever. Für die dynamische Kraftspektroskopie sind
die kurzen Kraftsensoren mit der Federkonstante von 0,03 N/m
verwendet worden. Bei Force Clamp Messungen ist der lange
Kraftsensor mit der Federkonstante 0,006 N/m benutzt worden.

4.1.5 Substrate

Bei den kraftspektroskopischen Messungen sind folgende Goldsubstrate für die Präpa-
ration verarbeitet worden:

• TSG: Die selbst hergestellten TSG (Template Stripped Gold) nach [292] sind
ultra-flache Goldsubstrate und werden meist für topografische Messungen ver-
wendet. Sie eignen sich aber auch hervorragend für die AFM-Kraftspektroskopie.
Vorteilhaft an diesen Substraten ist die wegfallende aufwendige Reinigung vor
der Funktionalisierung, aufgrund der Herstellungsart. Hierbei wird zunächst ein

§Mit Chip wird das Substrat bezeichnet, an dem die Kraftsensoren befestigt sind.
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großes Stück (5×5,5 cm2) Glimmer gespalten. Danach wird es mit der saube-
ren Seite nach oben in eine Vorrichtung eingespannt, die in eine Hochvakuum-
Kleinbeschichtungsanlage MED 020 (Vakuumtechnik Wetzlar GmbH, Asslar, Ger-
many) eingebaut wird. Der Glimmer wird bei einem Druck von etwa 2 · 10−6 mbar
ca. 20 h bei 300°C ausgeheizt. Nach der Abkühlung des Glimmers auf etwa 40°C
werden 200 nm Gold über eine Maske mit definierten Flächen von 1 cm2 auf
die Glimmeroberfläche gedampft. Auf die so entstandenen Goldflächen werden als
nächstes Glasplättchen von 8×8 mm2 (Menzel-Gläser, Braunschweig, Germany)
mit einem Epoxydharz-Kleber EPO-TEK® 377 aufgeklebt. Diese Glasplättchen
werden vorher im Aceton-Ultraschallbad gründlich gereinigt, gefolgt von Spülvor-
gängen mit Ethanol und MilliQ-Wasser, sowie einer Trocknung mit Stickstoff. Nach
dem Abziehen der Glasplättchen entstehen saubere und glatte Goldoberflächen auf
dem Glasträger mit Rauigkeiten von unter 2 Å, die sofort einsetzbar sind.

• ArrandeeTM Goldsubstrate (Arrandee, Werther, Germany): Hierbei handelt es
sich um kommerziell erhältliche Goldsubstrate, die etwas rauer sind als die TSG.
Vor der Präparation müssen die Substrate einer gründlichen Reinigung im Aceton-
und Ethanol-Ultraschallbad unterzogen werden. Anschließend werden diese mit
MilliQ-Wasser gespült und mit Stickstoff trocken geblasen. Danach können die
Substrate funktionalisiert werden.

4.1.6 Funktionalisierung

Für die Funktionalisierung werden die oben genannten goldbeschichteten Kraftsensoren
und Substrate benutzt. Vor der Präparation werden alle benutzten Instrumente und
Materialien mit den Lösungsmitteln Aceton und Ethanol im Ultraschallbad gründlich
gereinigt, dann mit MilliQ-Wasser gespült und mit Stickstoff trocken geblasen. Alle
Präparationsschritte erfolgen bei Raumtemperatur.

• Kraftsensor: Vor der Funktionalisierung werden drei Bechergläser mit Aceton,
Ethanol und MilliQ-Wasser gefüllt, um die Kraftsensoren zu reinigen. Die Kraft-
sensoren werden für 20 s mit einer Pinzette in die Flüssigkeiten in der Reihenfolge
Aceton, Ethanol, MilliQ-Wasser getaucht. Danach werden sie auf einem speziellen
Teflonblock¶ für eine Dauer von ca. 15 min vorsichtig zur Trocknung abgelegt.

¶Der Teflonblock fungiert als Kraftsensorhalter, während der Funktionalisierung und Lagerung.
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Abb. 4.5:
PEG-GAG-Konstrukt

Die Immobilisierung der GAG über den PEG-NHS-Ester
Disulfid-Linker auf dem Kraftsensor erfolgt in zwei Schritten.
Zunächst wird der Kraftsensor in 1 mM DMSO PEG-NHS-
Ester Disulfid-Linker Lösung für 60 min gebadet, damit sich
der PEG-Linker über Thiol-Chemie mit dem Kraftsensor ko-
valent verbindet. Danach wird der Kraftsensor mit DMSO,
Ethanol und MilliQ-Wasser gespült und für weitere 60 min
in 1 µg/ml GAG-Lösung bestehend aus 0,2 M NaHCO3 Puf-
fer mit pH 8,2 deponiert. Diese Abfolge ist notwendig, um
die vorzeitige Hydrolyse der NHS-Gruppen zu unterbinden,
denn in wässriger Lösung steigen die Hydrolyse des NHS-
Esters sowie dessen Aminreaktivität mit wachsendem pH-
Wert der Lösung an. Somit beträgt zum Beispiel die Halb-
wertszeit der NHS-Ester bei 0°C und pH 7 ca. 4 – 5 h [293],
bei 25°C und pH 8 dann schon 1 h [294] und bei 4°C und pH
8,6 sogar nur 10 min [295]. Abschließend werden die Kraft-
sensoren mit PBS-Puffer (Abschn. 4.1.2) gespült. In Abb.
4.5 ist ein Schema von einem fertig präpariertem Kraftsensor
gezeigt, an den ein GAG über den PEG-Linker kovalent ge-
bunden ist. In grün ist der PEG-Linker gekennzeichnet und
in schwarz ist der GAG mit rot markierten negativ gelade-
nen Sulfat-Gruppen dargestellt. Die Kraftsensoren können
sofort verwendet werden oder in PBS-Puffer im Teflonblock
bei 4°C gelagert werden. Die so präparierten Kraftsensoren
sind mindestens eine Woche für die kraftspektroskopischen
Experimente verwendbar.

• Goldsubstrat: Die TSG werden mit einer Pinzette vom Glimmer vorsichtig abge-
zogen (Abschn. 4.1.5) und können sofort für die Funktionalisierung genutzt werden.
Die ArrandeeTM Goldsubstrate müssen vorher gründlich gereinigt werden (Abschn.
4.1.5). Alle Substrate werden auf Gummiringen‖ mit der Goldoberfläche nach oben
abgelegt. Als nächstes werden 100 µl Molekül-Lösung (MBP-HD: 100 µg/ml) auf

‖Die Gummiringe fixieren die Substrate beim Transport und erleichtern die Handhabung bei Spül-
vorgängen.
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das Substrat gegeben und 60 min inkubiert. Dabei erfolgt die Kopplung an Gold
über freie Cystein-Gruppen. Nach der Inkubationszeit werden die Substrate mit
PBS-Puffer (Abschn. 4.1.2) gründlich gespült und sofort für die Messung verwen-
det. Bei Messungen mit den HD-Subdomänen ist die Anzahl der Moleküle auf der
Oberfläche über die Konzentration der Inkubationslösung eingestellt worden, da-
mit die Interaktionswahrscheinlichkeiten für verschiedene Messreihen vergleichbar
sind. Die funktionalisierten Substrate sind maximal 10 h lang für die kraftspektro-
skopischen Experimente verwendbar.

Für die Fixierung der Substrate während der Messung ist zusätzlich jeweils ein magneti-
sches Edelstahlplättchen auf deren Rückseite mit dem Epoxydharz-Kleber EPO-TEK®

377 angebracht worden. Dieses ermöglicht eine magnetische Befestigung des Substrats
in einer Petrischale (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Germany) mit ca. 12 ml
Messpuffer (Abb. 4.3 c)). Das und eine gute Abdeckung der Petrischale erlauben sehr
lange Messzeiten bis zu 10 h, da bei geringer Verdunstung sich die Salzkonzentration
nicht stark ändert und über eine längere Zeit ähnliche Messbedingungen vorherrschen.

4.1.7 Kraftspektroskopische Parameter

Dynamische Kraftspektroskopie

Für die dynamische Kraftspektroskopie sind folgende Parameter relevant:

• force distance: gibt die Länge der Kraft-Distanz-Kurve an beziehungsweise die
Strecke, die der Z-Piezo während eines Kraft-Distanz-Zyklus zurücklegt.

• approach velocity: ist die Geschwindigkeit, mit der sich der Kraftsensor der Pro-
benoberfläche annähert. Diese Geschwindigkeit wird bei allen Experimenten kon-
stant gehalten.

• retract velocity: ist die Rückziehgeschwindigkeit des Kraftsensors. Die Änderung
dieser Geschwindigkeit wirkt sich auf die Belastungsrate r aus (Abschn. 2.3.3).

• trigger point: ist die maximale Kraft, die der Kraftsensor auf die Probenoberfläche
ausübt.

• dwell time: die Dauer der Kontaktzeit zwischen Kraftsensor und Probenoberfläche.
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4.1 Kraftspektroskopie

Parameter Wert
force distance 0,2 – 1 µm

approach velocity 3000 nm/s
retract velocity 100 – 5000 nm/s
trigger point 400 pN
dwell time 0,5 s

Anzahl Kurven 1000 – 2000
Temperatur 293 K

Tab. 4.3: Die benutzten Parameter für die dy-
namische Kraftspektroskopie.

In Tab. 4.3 sind die verwendeten Parameter für die dynamischen kraftspektroskopischen
Experimente in dieser Arbeit aufgelistet.

Force Clamp

Bei den Force Clamp Experimenten sind neben den schon genannten Parametern noch
folgende von Bedeutung, die im Weiteren näher erläutert werden:

Parameter Wert
force distance 80 nm

pull off 25 – 30 nm
approach velocity 3000 nm/s
retract velocity 500 nm/s
trigger point 30 – 40 pN
pull trigger 7,5 – 40 pN

hold time limit 30 s
dwell time 1 s

Anzahl getriggerter Ereignisse 150 – 3000
Temperatur 293 K

Tab. 4.4: Die benutzten Parameter für die Force
Clamp Experimente.

• pull off : Dieser Parameter gibt die Distanz an, ab welcher die Software die Kraft
auf die Bindung triggert. Damit wird die Detektion der parasitären Adhäsionser-
eignisse unterbunden.
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• pull trigger : gibt den Wert der konstanten Kraft an, die auf den Molekül-Komplex
wirkt, bis dieser selbst zerfällt.

• hold time limit: Hiermit wird die Zeit angegeben, wie lange die konstante Kraft
wirken soll. Dieser Parameter dient auch zur Vermeidung unsinniger Ereignisse.

In Tab. 4.4 sind die benutzten Werte für die verschiedenen Parameter der Force Clamp
Experimente aufgelistet.

4.1.8 Auswertung der kraftspektroskopischen Daten

Die Analyse der erhaltenen Kraft-Distanz-Kurven aus der dynamischen Kraftspektrosko-
pie und der Kraft-Zeit-Kurven aus den Force Clamp Experimenten erfolgt mit einer auf
Matlab 2010 (The Mathworks, Inc.) basierenden Software, die in enger Zusammenarbeit
mit Herrn Dr. Volker Walhorn (Universität Bielefeld) entwickelt wurde. Im folgenden
wird die Arbeitsweise des Algorithmus für den jeweiligen Datensatz kurz erläutert.

Kraft-Distanz-Kurve

Der Datensatz (Kraft-Distanz-Kurve) wird von der Igor-Software als ibw-Datei ausge-
geben. Beim Einlesen rechnet der Algorithmus für jeden Messpunkt der Kraft-Distanz-
Kurve die Z-Piezo-Position und die Kraftsensorauslenkung (deflection) von [V] in [m] um,
sowie die mit der Igor-Software bestimmte und gespeicherte Federkonstante in [pN/nm].
Für die Auswertung ist nur die Rückziehkurve (blaue Kurve in Abb. 4.6) relevant. Zu-
nächst wird diese stückweise vom Endpunkt linear angepasst, bis eine abrupte Änderung
in der Steigung auftritt. Diese Baseline („Nulllinie“) wird dann bis zu dieser Stelle ange-
passt und für die ganze Kurve extrapoliert. Nun wird der Fit von der Kurve subtrahiert
(Offset und Neigung) und man erhält eine ausgerichtete und gerade Kurve. Der Schnitt-
punkt zwischen der Baseline und dem linearen Kontaktbereich der Kurve stellt den Kon-
taktpunkt zwischen Kraftsensor und Probenoberfläche dar (Abb. 4.6 in gelb dargestellt).
Folgend wird die Kraftsensorauslenkung in [pN] umgerechnet (Abschn. 2.3.1), geglättet
(gleitender Durchschnitt) und danach numerisch differenziert. Nun wird der Datensatz
nach großen Sprüngen durchsucht (Signal-Rausch-Verhältnis), die mindestens um drei
Standardabweichungen vom Durchschnitt abweichen. Die gefundenen Sprünge zeigen
vermeintliche Abrisse auf. Um die Detektion von unspezifischen Adhäsionsereignissen
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Abb. 4.6: Die essentiellen Informationen aus einer Kraft-
Distanz-Kurve, die durch den Algorithmus bestimmt
werden.

zwischen Kraftsensor und Probenoberfläche zu unterbinden, werden nur die Dissoziati-
onsereignisse ab einer Interaktionslänge von 40 nm ausgewertet. Kurven, die Ereignisse
enthalten, werden in einen separaten Ordner kopiert und die relevanten Informationen
in einer txt-Datei zusammengefasst. Dazu gehören die Kraft, die Position der einzel-
nen Ereignisse, die Interaktionslänge, die Elastizität und die Adhäsionsenergie. Mit der
Elastizität wird die „Federkonstante“ (keff ) des Systems (Kraftsensor + Komplex) an-
gegeben, die mittels einem Fit des konvexen Teils der Kraft-Distanz-Kurve (Abb. 4.6
grün dargestellt) mit einem Polynom zweiten Grades kurz vor einem Abriss bestimmt
wird. Die Berechnung der Adhäsionsenergie (Abb. 4.6 mit grau unterlegte Fläche in der
Kraft-Distanz-Kurve) erfolgt durch numerisches Integrieren vom Kontaktpunkt bis zum
Ende der Kurve: Die Summe der deflection-Werte multipliziert mit den Abständen zum
nächsten Positions-Wert.

Kraft-Zeit-Kurve

Bei Force Clamp Experimenten wird der Datensatz ebenfalls als ibw-Datei ausgegeben.
Der Algorithmus rechnet beim Einlesen die Z-Piezo-Position und die Kraftsensorauslen-
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Abb. 4.7: Typische Kraft-Zeit-Kurve einer Force Clamp Messung. Der Da-
tensatz ist in drei Farben kodiert: Der I blau markierte Teil zeigt
den pull off Bereich. Im rot gekennzeichneten Bereich wird die
voreingestellte konstante Zugkraft auf die Bindung getriggert.
Der schwarze, konstante Bereich zeigt die Lebensdauer τd der
Bindung unter der wirkenden Kraft. Im Bereich III (blau ko-
diert) ist die Bindung zerfallen. Der Kraftsensor ist kräftefrei
und wird vollständig zurückgezogen. Nach einer kurzen Warte-
zeit wird dieser für die nächste Messung wieder an die Probeno-
berfläche gefahren.
a) Hier wird die Änderung der Auslenkung des Kraftsensors über
die Zeit (Kraft-Zeit-Kurve) während der Separation zwischen
Rezeptor und Ligand gezeigt. Die Assoziations- beziehungsweise
Annäherungsphase ist nicht gezeigt, da nicht relevant.
b) Diese Kurve zeigt die Änderung der Position des Z-Piezos
über die Zeit (Distanz-Zeit-Kurve). Da dieses Signal deutlich
rauschärmer ist, wird es für die Bestimmung der Lebensdauer
τd aus dem Datensatz benutzt, angedeutet durch die grünen Li-
nien.
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4.1 Kraftspektroskopie

kung (deflection) von [V] in [m] um, wobei hier für die Bestimmung der Lebensdauer τd

die Änderung der Position des Z-Piezos (Abb. 4.7 b)) über die Zeit verwendet wird.
Dazu wird nur die Separationsphase zwischen Kraftsensor und Probenoberfläche ange-
schaut. Wenn eine Distanz-Zeit-Kurve ein relevantes Ereignis enthält, so besitzt diese
eine markante Gestalt, die in Abb. 4.7 b) dargestellt ist. Zunächst kommt ein Bereich
mit konstanter Steigung, dann einer mit Steigung null, gefolgt von einem zweiten Be-
reich mit konstanter Steigung, die ähnlich der aus dem ersten Bereich ist. Werden solche
Distanz-Zeit-Kurven vom Algorithmus gefunden, so werden diese angezeigt und von dem
Anwender als relevant oder nicht relevant eingestuft. Für diese Entscheidung ist die Form
des getriggerten Bereichs von Bedeutung (mit rot markierte Sektion). Hier dürfen keine
Sprünge im Datensatz auftreten, was für eine Übertriggerung der Bindung stehen würde
und somit zur einer verfälschten Ausgabe der Lebensdauer τd führt. Dieser muss für
die Kraft-Zeit-Kurve Abb. 4.7 a) konvex sein und für die Distanz-Zeit-Kurve Abb. 4.7
b) konkav. Ist das der Fall, so wird der Bereich mit Steigung null in der Distanz-Zeit-
Kurve als Lebensdauer τd ausgegeben und in einer txt-Datei abgelegt. Die gleichzeitige
Betrachtung der Kraft-Zeit-Kurve und der Distanz-Zeit-Kurve erhöht die Genauigkeit
und vermeidet die Mitnahme der unspezifischen Ereignisse, wie zum Beispiel Adhäsion.
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4.2 Optische Rasternahfeldmikroskopie (aSNOM)

4.2.1 Messaufbau

Das aSNOM ist eine Eigenkonstruktion, bestehend aus einem diskret aufgebauten in-
versen Mikroskop mit einem aufgesetzten AFM-Kopf. Das inverse Mikroskop sowie teile
des Verschiebe-Tisches aus Aluminium sind in enger Zusammenarbeit mit der Mechanik-
Werkstatt der Universität Bielefeld entwickelt und konstruiert worden. Dasselbe gilt für

Bezeichnung, Typ Hersteller
Motorisierter Verschiebe-Tisch, SCAN IM 112×74 Märzhäuser, Wetzlar, Germany

Mikrometerschrauben Mitutoyo, Neuss, Germany
AFM-Regelung, Nanonis mit OC4 Modul SPECS, Zürich, Switzerland
3D Piezo-Nanopositionierer, P-733.3DD Physik Instrumente, Karlsruhe, Germany

Verstärker, Modul E-503 Physik Instrumente, Karlsruhe, Germany
Schnittstelle, Modul E-516.i3 Physik Instrumente, Karlsruhe, Germany

Auswerteelektronik, Modul E-509.C3A Physik Instrumente, Karlsruhe, Germany
Tapping und Z-Piezo, PSt 150/2×3/5 Piezomechanik, München, Germany

Fokussierungs-Piezo, P-830.10 Physik Instrumente, Karlsruhe, Germany
Laser-Treiber (Lichtzeiger), LDX-3412 Newport Spectra-Physics, Darmstadt, Germany
Laserdiode, RLT904-30MG, λ = 904 nm Roithner Lasertechnik, Vienna, Austria

Interferenz-Filter, RLT-905-33.5-A Roithner Lasertechnik, Vienna, Austria
PSPD∗∗, QD7-5 (R& S 652 027) Anfatec Instruments, Oelsnitz (V), Germany

λ/4-Plättchen Pegasus Lasersysteme, Wallenhorst, Germany
Strahlteilerwürfel, Z690RDC AHF Analysentechnik, Tübingen, Germany

Laserdiode, RLT6830MG, λ = 685 nm Roithner Lasertechnik, Vienna, Austria
Interferenz-Filter, RLT-690-11-A Roithner Lasertechnik, Vienna, Austria

Objektiv, Apo TIRF 100× Oil, NA = 1,49 Nikon, Tokio, Japan
Objektiv, CFI Plan Achromat 10× Nikon, Tokio, Japan
Optische Keilprismen, NT47-624 Edmund Optics, Karlsruhe, Germany
Umlenkspiegel, PFE-10-P01-1 Thorlabs, Newton, NJ, USA

Fluoreszenz-Filter, T = 715 – 855 nm bei 86% Optische Laboratorien, Nabburg, Germany
Emissions-Filter, HQ685/110 AHF Analysentechnik, Tübingen, Germany

Grau-Filter AHF Analysentechnik, Tübingen, Germany
SNOM-Detektor, APD†† SPCMAQR-13 Perkin Elmer, Waltham, MA, USA

Justage-Kamera, Ecoline TV7004 ABUS, Wetter, Germany
Dichroit, z 690 rd AHF Analysentechnik, Tübingen, Germany

Stangenführungssystem, Mikrobank Linos, Göttingen, Germany
Dämpfungstisch, RS4000 Newport Spectra-Physics, Darmstadt, Germany

Tab. 4.5: Auflistung der kommerziell erworbenen Geräte und Materialien, die beim Aufbau
des aSNOM verwendet worden sind.

∗∗PSPD: position sensitive photodiode
††APD: avalanche photodiode
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Abb. 4.8: Foto von dem Messaufbau mit dem diskret aufgebauten inversen Mikroskop und dem
aufgesetzten AFM-Kopf. Auf der rechten Seite sind die Strahlengänge im AFM-Kopf
und inversen Mikroskop schematisch dargestellt. Schema ist nicht maßstabgetreu.

den AFM-Kopf, der fast komplett aus Messing besteht. Messing (ρ = 8,86 g/cm3) hat
eine relativ hohe Dichte im Vergleich zu Aluminium (ρ = 2,7 g/cm3), lässt sich aber
dennoch gut bearbeiten. Ein hohes Gewicht des AFM-Kopfes verleiht Stabilität und
minimiert das Rauschen während des Abbildens, insbesondere bei Konstruktionen, bei
denen die x-y-Richtung von der z-Richtung des Scanners quasi entkoppelt ist. In Abb.
4.8 ist das verwendete Gerät gezeigt. Alle kommerziell erworbenen Komponenten des
aSNOM sind in Tab. 4.5 aufgeführt. Zudem sind auch elektronische Komponenten für
die Regelung der z-Richtung und der Detektion des Fluoreszenz-Signals in enger Zusam-
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menarbeit mit der Elektronik-Werkstatt der Universität Bielefeld entwickelt und gebaut
worden. Die Schaltpläne für diese Komponenten können im Appendix gefunden werden
und die Funktionsweise wird in Abschn. 5.2.1 und 5.2.2 beschrieben.

4.2.2 Kurze Bedienungs- und Funktionsanleitung

Als Erstes werden alle elektrischen Geräte, die für das Expe-Apex Spitze

a) b)

Abb. 4.9: Screenshots des
auf die Substratoberfläche
fokussierten Anregungsla-
sers für die Fluoreszenz
mit dem TIRF Objektiv:
a) Ohne Scansonde und
b) mit Scansonde. Dieser
kleine Schatten, der bei
b) mit dem Pfeil gekenn-
zeichnet ist, repräsentiert
das gestreute Licht durch
die Scansonde. Das ist
ein Zeichen dafür, dass
die Sonde sich im Fokus
befindet und perfekt für
das aSNOM-Experiment
ausgerichtet ist.

riment benötigt werden, 2 h vor der Messung eingeschaltet.
Dadurch stellt sich ein thermisches Gleichgewicht ein und
das Driften wird minimiert. Als Nächstes wird die präparier-
te Probe (Abschn. 4.2.6) auf dem 3D Piezo-Nanopositionierer
mittels einer dünnen PDMS-Schicht (SYLGARD® 184, Dow
Corning, Midland, MI, USA) befestigt. Die PDMS-Schicht
dämpft gleichzeitig störende Vibrationen. Danach werden die
mechanische Abstands-Regelung und der AFM-Kopf samt
Scansonde aufgesetzt. Auf den Federbalken der Scansonde
wird dann der Laser für die Regelung (Lichtzeigersystem,
λ = 904 nm) fokussiert und zusätzlich wird der Apex der
Scansonde mit einem weiteren Laser (λ = 685 nm) von oben
(Abb. 4.8) für die spätere Feinjustierung markiert. Folgend
wird die Scansonde mittels Mikrometerschrauben an der me-
chanischen Abstands-Regelung grob angenähert und mit den
Mikrometerschrauben an demmechanischen Verschiebe-Tisch
möglichst zentral über einem CFI Plan Achromat Nikon 10×
Objektiv ausgerichtet. Danach erfolgt die optische Feinjustie-

rung mit einem Apo TIRF Nikon 100× Objektiv (NA = 1,49) und einem Immersionsöl
(Immersionsöl Immersol 518 F fluoreszenzfrei, Carl Zeiss AG, Switzerland). Dazu wird
der Anregungs-Laser (λ = 685 nm) eingeschaltet und die Scansonde ganz an die Oberflä-
che angenähert. Dabei wird das linear polarisierte Licht der Laserdiode so eingekoppelt,
dass die Polarisation parallel zur Einfallsebene ist (p-polarisiert). Somit wird relativ ein-
fach ein hoher axialer Polarisationsanteil erreicht (Abschn. 2.1.5). Nun wird die Scan-
sonde vorsichtig mit dem motorisierten Verschiebe-Tisch mittels Joystick in Position ge-
bracht und piezoelektrisch fokussiert, bis das in Abb. 4.9 b) gezeigte Muster zu sehen ist.
Abschließend wird die APD auf das maximale Signal ausgerichtet, zunächst über einen
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Grau-Filter, der für die Messung durch den Fluoreszenz-Filter (T = 715 – 855 nm bei
86%) ausgetauscht wird. Vor der Messung werden noch die AFM-Abbildungsparameter
(Abschn. 4.2.7) und dann die phasengekoppelte Fluoreszenz-Detektion (Abschn. 5.2.2)
mithilfe eines Oszilloskops (HM205-3, HAMEG GmbH, Frankfurt, Germany) eingestellt.
Die aufgenommenen Daten werden dann, wie in Abschn. 4.2.8 beschrieben, verarbeitet.

4.2.3 Scansonde

Für die aSNOM-Messungen im Tapping-Modus werden monolithische Scansonden ATEC-
NC 50 (Advanced Tip at the End of the CantileverTM Non Contact) (Nanosensors,
Neuchatel, Switzerland) aus Silizium verwendet. Diese Scansonden besitzen auf der
Rückseite keine Reflexbeschichtung, sind chemisch inert und hoch dotiert, um statische
Aufladungen zu vermeiden. Außerdem haben sie einen hohen mechanischen Gütefaktor
und sind sehr sensitiv. Die Resonanzfrequenz an Luft liegt bei 335 ± 130 kHz und der
Spitzenradius ist kleiner 10 nm. Die besondere Geometrie der Scansonde (Abb. 4.10)
erlaubt eine genaue optische Justierung eines Laser auf den Apex der Spitze. Deshalb
eignet sich diese Scansonde für die aSNOM-Experimente. Weitere wichtige Angaben des
Herstellers sind in Tab. 4.6 aufgeführt.

AdvancedTECTM NC Typische Werte Schwankung
Federkonstante 45 N/m 12 – 110 N/m

Länge 160 µm 150 – 170 µm
Breite 45 µm 40 – 50 µm
Dicke 4,6 µm 3,6 – 5,6 µm

Spitzenhöhe 17 µm 15 – 20 µm
Resonanzfrequenz 335 kHz 210 – 490 kHz

Tab. 4.6: Angaben des Herstellers über die Eigenschaften, Geometrie
und Federkonstante für die ATEC-NC Sonden.

12 μm 6 μm 4 μm

Abb. 4.10: Mikroskopische Ansichten der verwendeten Scansonden ATEC-
NC. (Bild: NanosensorsTM)
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4.2.4 Farbstoff

Als Fluoreszenzfarbstoff ist Atto740-maleimide (Atto-Tec, Siegen, Germany) für alle
aSNOM-Messungen verwendet worden. Dieser Farbstoff ist sehr photostabil, verbun-
den mit einer geringen Quantenausbeute Q = 10%. Atto740 eignet sich hervorragend
für die aSNOM-Experimente, da durch Dipol-Dipol-Wechselwirkungen von Scansonde
und Farbstoff die Emissions-Rate verstärkt wird, und das wiederum erhöht die Quan-
tenausbeute (Abschn. 2.2.1). In Tab. 4.7 sind weitere wichtige Parameter des Atto740
aufgeführt und das Absorptions- und Emissionsspektrum gezeigt.
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W e l l e n l ä n g e  [ n m ]

  A b s o r p t i o n
  F l u o r e s z e n z Eigenschaft Wert

Absorptions-Wellenlänge λA 740 nm
Extinktionskoeffizient εmax 1, 2 · 105 L/mol cm
Fluoreszenz-Wellenlänge λF 764 nm

Quantenausbeute Q 10%
Fluoreszenz-Lebensdauer τF 0,6 ns

Tab. 4.7: Absorptions- und Emissionsspektrum des Atto740 und andere Angaben des Herstel-
lers.

4.2.5 Biologische Systeme

Die Tabakmosaikviren (TMV) sind aus einer infizierten Nicotiana tabacum ’Sam-
sun’ nn Pflanze isoliert worden nach dem Protokoll von Gooding und Hebert [296]. Für
unsere Experimente ist eine TMV-Mutante (TMVCys) genutzt worden [297]. Dieses be-
sondere TMVCys besitzt an jedem Hüllenprotein des Kapsids eine Thiol-Gruppe, die für
das Anbinden des Farbstoffes Atto740-maleimide genutzt werden kann. Die Fluoreszenz-
Markierung des TMVCys erfolgt in 100µL SPP-Puffer (10 mM Natrium Kalium Phos-
phat Puffer mit pH 7,2) mit einer TMVCys Konzentration von 1 µg/µL im Verhältnis
der Stoffmengen von 0,02:1 des Atto740-maleimide zu TMVCys. Diese Lösung wird dann
9 h bei 30°C im Dunklen mit 300 rpm (revolutions per minute) im Thermomixer (Ther-
momixer Compact, Eppendorf, Hamburg, Germany) gerührt. Danach werden 300 µL
des SPP-Puffers dazugegeben, um die ungebundenen Farbstoffe mittels Ultrazentrifuge
(Sorvall Ultra Pro 80, Thermo Fisher Scientific Inc,. Waltham, USA) zu entfernen. Die-
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se Prozedur wird für 2 h bei 15°C unter 120.000g durchgeführt. Der übrig gebliebene
Niederschlag der gelabelten TMVCys wird anschließend wieder in 100 µL SPP-Puffer
gelöst. Der Markierungsgrad ist mit dem Absorptionsspektrum (NanoDrop ND-1000,
PEQLAB, Erlangen, Germany) zu DOL = 1,8% bestimmt worden.

Desmin-Proteine sind in E.coli exprimiert und nach [37] isoliert sowie aufgereinigt wor-
den. Da die Desmin-Monomere ein einzelnes Cystein enthalten, ist es möglich diese
spezifisch mit einem Farbstoff zu versehen. Dazu haben wir die Vorgehensweise von
[298] für die Fluoreszenz-Markierung verwendet. Zunächst wird Desmin 1 h lang bei
Raumtemperatur gegen den Markierungspuffer (5 M Urea, 5 mM Tris-HCl, pH 7,0 –
7,5) dialysiert. Danach wird Atto740-maleimide, gelöst im wasserfreien DMSO zu einer
Konzentration von 5 mg/mL, in einem überschüssigen Stoffmengenverhältnis von 10:1
dazugegeben. Nach 30 min werden die überflüssigen Farbstoffe mit Zugabe von 100 mM
Cysteamin (Sigma Aldrich, München, Germany) abgebunden. Dieser Prozess dauert 1 h
bei Raumtemperatur. Nun wird das markierte Desmin von dem freien Farbstoff mittels
Dialyse gegen 8 M Urea, 5 mM Tris-HCl, 1 mM DTT pH 8,4 getrennt. Danach wer-
den die markierten Proteine zunächst bei −80°C gelagert. Kurz vor dem Experiment
werden native und markierte Desmin-Proteine im Stoffmengenverhältnis 1:10 gemischt
und schrittweise gegen 5 mM Tri-HCl, 1 mM DTT bei pH 8,4 dialysiert. Die Zugabe
der gleichen Menge des Assemblierungspuffers (200 mM NaCl, 45 mM Tris-HCl, pH 7)
ergibt eine Desmin-Lösung von 0,55 g/L. Diese Lösung wird bei 37°C 1 h lang inku-
biert und katalysiert die Assemblierung des Desmins. Der Markierungsgrad ist mit dem
Absorptionsspektrum zu DOL = 2,2% bestimmt worden.

4.2.6 Probenimmobilisierung

Als Substrat für die aSNOM-Experimente sind 0,2 mm dicke Deckgläser (Menzel Gläser,
Braunschweig, Germany) verwendet worden. Dazu sind die Deckgläser zunächst gründ-
lich im Aceton-Ultraschallbad gereinigt und danach mit Ethanol und MilliQ-Wasser
gewissenhaft gespült worden. Als nächstes werden die Deckgläser in 65% iger Salpe-
tersäure (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany) geätzt, um die Glasoberfläche zu
aktivieren. Anschließend wird das gesäuberte Deckglas mit Stickstoff getrocknet und
mit 5 µL von den jeweiligen fluoreszenz-markierten Molekülen (TMVCys: 1 ng/µL oder
Desmin: 130 ng/µL) benetzt. Dieses Volumen wird dann mit Stickstoffgas auf der Ober-
fläche vorsichtig und gleichmäßig verteilt, was die Immobilisierungs-Zeit verkürzt und
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den Salzrand verhindert. Folgend wird das Deckgläschen noch ein letztes Mal mit MilliQ-
Wasser gespült und mit Stickstoff getrocknet, um störende Salzreste zu entfernen. Nun
kann das Deckgläschen für das aSNOM-Experiment verwendet werden. Die mit Des-
min präparierten Deckgläser sind sofort verwendet und höchstens 48 h benutzt worden.
Deckgläser mit TMVCys sind auch sofort verwendbar, können aber auch bis zu einem
Jahr in lichtundurchlässigen Petrischalen gelagert werden.

4.2.7 Abbildungsparameter

Alle aSNOM-Abbildungen sind mit dem AM-AFM Modus (tappingTM mode, Abschn.
2.1.2) bei einer Scanrate von 0,5 Hz an Luft mit der Standard-Software von NanonisTM ,
die laufend aktualisiert wurde, aufgenommen worden. Um Schäden an der Scansonde zu
vermeiden, wird der Scanbereich während der Annäherung auf Null gesetzt. Erst danach
wird ein geeigneter Scanbereich gewählt, der zwischen 3 – 10 µm2 liegt. Dann werden
die Regelparameter mittels integral gain und proportional gain für die jeweilige Probe
individuell angepasst, sodass Hin- und Rückspur deckungsgleich sind.

4.2.8 Auswertung und Aufbereitung der aSNOM-Daten

Für die Auswertung der aSNOM-Abbildungen werden die Topografie und das Fluoreszenz-
Signal verwendet. Pro Scanzyklus werden zwei Fluoreszenz-Signale aufgenommen. Eins
enthält das optische Nahfeld-Signal mit parasitären Fernfeld-Komponenten und das an-
dere nur des Fernfeld-Signal (Abschn. 5.2.2, Abb. 5.22). Durch Subtrahieren dieser bei-
den Fluoreszenz-Signale voneinander, mit zusätzlicher Tiefpass-Filterung Linie für Linie,
entsteht ein korrigiertes Nahfeld-Signal mit deutlich reduzierten Fernfeld-Störungen. Die
erhaltenen AFM-Topografie-Daten werden zunächst durch einen Planefit erster bezie-
hungsweise zweiter Ordnung Linie für Linie korrigiert. Defekte Scanlinien oder Sprünge
in den Bildern werden einzeln anhand der Daten von benachbarten Scanlinien entfernt.
Die vorbereitende Bearbeitung und Auswertung der aSNOM-Daten erfolgt mittels des
Programms Scanning Probe Image Processor 4.6.0 (Image Metrology A/S, Hørsholm,
Denmark) und teilweise auch mit der Open Source SPM-Software Gwyddion. Nach dem
Export der Bild-Daten im Tagged Image File Format (Tiff) werden das Topografie-Bild
und das korrigierte Nahfeld-Signal in Adobe Photoshop CS5 übereinandergelegt.
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5 Ergebnisse und Diskussion

Im ersten Teil dieses Kapitels werden die Ergebnisse der kraftspektroskopischen Ex-
perimente an der HD aus Sulf1 mit den verschiedenen GAG-Systemen (Hep, HS+6S,
DS, HS–6S und K5NS) vorgestellt und diskutiert. Dazu sind Messungen mit konstan-
ter Geschwindigkeit (dynamische Kraftspektroskopie) sowie mit konstanter Kraft (Force
Clamp) gemacht worden.
Im zweiten Teil werden die technischen Besonderheiten des aSNOM präsentiert sowie
die erzielten Ergebnisse an zwei verschiedenen biologischen Systemen: dem TMV und
dem Desmin.

5.1 Kraftspektroskopie
Für die Kraftspektroskopie sind die gleichen Funktionalisierungen und Messbedingungen
sowohl für Experimente mit konstanter Geschwindigkeit als auch mit konstanter Kraft
verwendet worden. Lediglich die Federkonstanten der Kraftsensoren unterscheiden sich
(Abschn. 4.1.4). Für die Experimente mit konstanter Kraft ist ein längerer und weicherer
Kraftsensor verwendet worden. Um den Messfehler klein zu halten und Vergleichbarkeit
zu gewähren, ist pro Messreihe beziehungsweise Experiment bei der dynamischen Kraft-
spektroskopie derselbe lange Kraftsensor (k = 0, 006 N/m) und bei Force Clamp derselbe
kurze Kraftsensor (k = 0, 03 N/m) für das jeweilige GAG verwendet worden.
Als Interaktionspartner für die HD sind die GAG Hep, HS+6S, DS, HS–6S und K5NS
gewählt worden. Hep und DS dienen als Referenz zu dem natürlichen Substrat HS+6S.
Mit den GAG HS–6S und K5NS soll auch die Rolle der 6-O-Sulfate überprüft werden.
Da HS–6S nur sehr schwach 6-O-sulfatiert ist und K5NS gar keine 6-O-Sulfate trägt
(Abschn. 4.1.2, Abb. 4.2), werden diese GAG als Negativkontrolle benutzt. Die vorge-
stellten kraftspektroskopischen Messungen sind bei Raumtemperatur in PBS-Puffer mit
pH 7,3 durchgeführt worden.
In Abb. 5.1 a) ist das Messprinzip zwischen HD und GAG schematisch dargestellt.
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Abb. 5.1: a) Schematische Darstellung des Messprinzips zwischen HD und GAG. Die Kreise
an dem GAG symbolisieren Sulfat-Gruppen, wobei die roten Kreise die 6-O-Sulfate
repräsentieren.
b) Eine 3×3 µm2 AFM-Aufnahme der MBP-HD auf Glimmer. Aufgenommen an
Luft im Tapping-Modus (CMBP-HD = 2 µg/ml). Der Skalenbalken repräsentiert
500 nm.

Abb. 5.1 b) zeigt eine 3×3 µm2 AFM-Aufnahme der MBP-HD auf Glimmer∗ (Plano
GmbH, Wetzlar, Germany). Demnach ist die MBP-HD ein globuläres Protein mit einem
Durchmesser von 11 ± 0,53 nm. Auffällig ist die Oligomerisierung der MBP-HD (coiled-
coil-Vorhersage in der Sequenz der HD [208, 209]), die in [185] genauer untersucht wurde.
Die Experimente in dieser Arbeit sind dadurch nicht beeinträchtigt worden, da immer
mit frisch aufgereinigter MBP-HD† gemessen worden ist.

5.1.1 Spezifität der HD und ihrer Subdomänen zu Hep und DS

Die Interaktion zwischen der HD und den GAG ist hochkomplex und basiert im Wesent-
lichen auf der elektrostatischen Wechselwirkung zwischen den negativ geladenen Sulfat-
Gruppen der GAG mit den positiv geladenen Aminosäureresten der HD. Da aber alle
GAG eine negative Ladung tragen, interagieren diese zwangsläufig mit der HD, wobei
diese Ereignisse nicht unbedingt spezifisch sind. Deshalb ist zunächst versucht worden
Unterschiede der Interaktion zwischen verschiedenen GAG mit der HD und ihren Sub-

∗Glimmer (engl.: mica) ist ein Schichtsilikat (KAl2(OH)2(AlSi3O10), das durch abziehen mit Kle-
bestreifen eine saubere, atomar flache, negativ geladene und hydrophile Oberfläche liefert.

†Im Weiteren auch HD genannt.
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domänen (Abschn. 4.1.1) festzustellen.
Dazu sind die GAG Dermatansulfat (DS) und Heparin (Hep) verwendet worden. DS be-
sitzt einen gewissen IdoA Anteil, der teilweise eine 2-O-Sulfatierung tragen kann. Zudem
kann auch der GalNAc an den 4-O- und 6-O-Positionen sulfatiert sein (Abschn. 3.1.1).
Somit besteht eine gewisse Ähnlichkeit mit dem nativen GAG der HD dem Heparansul-
fat (HS+6S). Als zweites GAG ist Heparin ersatzweise für HS+6S benutzt worden, da
HS+6S sehr heterogene Sulfat-Strukturen annehmen kann, die zu Schwankungen in der
Reproduzierbarkeit bei den Messungen führen können. Heparin dagegen enthält über
70% des tri-sulfatierten Disaccharids IdoA(2S)-GlcNS(6S) und entspricht deshalb einer
langen S-Domäne von HS+6S-Ketten. Somit haben wir mit DS ein HS+6S ähnliches
GAG-System und Heparin, das das HS+6S mimt.
Um die Spezifität der Wechselwirkung zwischen der HD und den GAG zu prüfen, sind
Experimente mit konstanter Ziehgeschwindigkeit v = 500 nm/s gemacht worden. Da-
bei sind die ganze MBP-HD sowie ihre Subdomänen MBP-HD_I, MBP-HD_III und
MBP-HD_V gegen DS und Hep vermessen worden. Zusätzlich sind auch als Negativ-
kontrolle nur MBP und eine saubere Goldoberfläche als Interaktionspartner für die bei-
den GAG getestet worden. Dabei liegt die Bindungswahrscheinlichkeit für die saubere
Goldoberfläche unter 1%. Außerdem sind die Persistenzlängen lp mittels WLC für HD
mit Hep lHep

p = 0, 16 ± 0, 02 nm und DS lDS
p = 0, 18 ± 0, 06 nm bestimmt worden. Die-

se Werte decken sich gut mit anderen Glycosaminoglycan beziehungsweise Proteogly-
can Persistenzlängen wie für die Interaktion zwischen den Aggregationsfaktoren (MAF)
lMAF
p = 0, 48 nm aus dem Meeresschwamm Microciona prolifera [299], den Aggreca-
nen lAgg

p = 0, 31± 0, 04 nm aus dem artikulären Knorpel [18] und der Wechselwirkung
zwischen P-Selectin und PSGL-1 lPSGL

p = 0, 35 ± 0, 05 nm [143]. Somit ist gewährleis-
tet, dass die gemessenen Ereignisse auf Glycosaminoglycan-Protein-Wechselwirkungen
zurückzuführen sind.
Für den Vergleich der Spezifität der beiden GAG zu der HD sind die Bindungswahr-
scheinlichkeit Wges und die Adhäsionsenergie Ead (Abb. 4.6) ausschlaggebend, die für
die jeweilige Subdomäne in Abb. 5.2 angegeben sind. Die durchschnittliche Adhäsions-
energie Ead wird aus jedem Histogramm durch eine Anpassung mit einer Gaußfunktion
der Form:

y(f) = c1exp(−
(
f − c3

c2

)2

) + c4 (5.1)
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Abb. 5.2: Histogramme aus den Messungen mit konstanter Ziehgeschwindigkeit v = 500 nm/s
für die Untersuchungen der Spezifität von verschiedenen MBP-HD Konstrukten so-
wie MBP allein zu den GAG Hep und DS. Die Verteilungen in schwarz repräsen-
tieren die Adhäsionsenergie Ead der Interaktionen mit Hep und in grau mit DS.
Die schwarzen Punkte zeigen die Gauß-Anpassung von Ead für Hep und die grauen
Punkte für DS. Die Bindungswahrscheinlichkeit [%] und die Adhäsionsenergie [aJ]
ist für die verschiedenen Konstrukte in der jeweiligen Grafik angegeben. (rechts
unten) Auszählung der Dissoziationen pro Kraft-Distanz-Kurve für Hep mit den
MBP-HD Konstrukten.
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ermittelt, wobei c1, ..., c4 die Fit-Parameter sind. In Abb. 5.2 sind die Unterschiede der
Wechselwirkungen zwischen MBP, MBP-HD sowie den Subdomänen der MBP-HD mit
den GAG DS und Hep dargestellt. Die Studie zeigt, dass Hep zu allen Konstrukten eine
höhere Bindungswahrscheinlichkeit Wges

‡ hat. Das komplette Konstrukt MBP-HD zeigt
erwartungsgemäß die höchste Bindungswahrscheinlichkeit (27, 4 ± 9, 59%) zu Hep im
Gegensatz zu DS (12, 8± 6, 08%). Die Subdomänen MBP-HD_I (12, 7± 6, 81%), MBP-
HD_III (11± 8, 16%) und MBP-HD_V (12, 5± 8, 07%) liefern für Hep ähnliche Werte
wie auch bei DS (MBP-HD_I 7, 95± 8, 36%, MBP-HD_III 8, 25± 4, 99%, MBP-HD_V
5, 3 ± 5, 22%), die etwas niedriger ausfallen. Auch bei den Adhäsionsenergien Ead zeigt
sich die gleiche Tendenz für Hep (MBP-HD 3, 9 ± 0, 5 aJ, MBP-HD_I 2, 2 ± 0, 4 aJ,
MBP-HD_III 1, 2± 0, 3 aJ, MBP-HD_V 2, 3± 0, 4 aJ) und DS (MBP-HD 4, 2± 0, 5 aJ,
MBP-HD_I 1, 2± 0, 3 aJ, MBP-HD_III 1, 2± 0, 4 aJ, MBP-HD_V 1, 1± 0, 8 aJ).
Auffällig ist dabei die Subdomäne MBP-HD_V, die das basische Cluster enthält (Abb.
3.4). Diese scheint eine große Rolle bei der spezifischen Erkennung der GAG zu spielen,
da diese nämlich nach der ganzen MBP-HD den größten Unterschied sowohl bei der
Bindungswahrscheinlichkeit als auch der Adhäsionsenergie zwischen Hep (Wges = 12, 5±
8,07%, Ead = 2, 3± 0, 4 aJ) und DS (Wges = 5, 3± 5, 22%, Ead = 1, 1± 0, 8 aJ) zeigt.
MBP allein liefert ähnlich niedrige Werte sowohl für Hep (Wges = 4, 1 ± 3, 06%,
Ead = 1, 2 ± 0, 6 aJ) als auch für DS (Wges = 4, 4 ± 3, 73%, Ead = 1, 3 ± 1, 4 aJ)
und kann als unspezifischer Hintergrund angesehen werden.
Viele erhaltenen Kraft-Distanz-Kurven aus den Experimenten mit konstanter Ziehge-
schwindigkeit haben die Form eines Sägezahn-Profils. Diese Charakteristik ist auch für
weitere Glycosaminoglycan beziehungsweise Proteoglycan Bindungsstudien wie bei den
schon erwähnten Aggregationsfaktoren MAF [300] und dem Aggrecan [18] bekannt (Abb.
5.3). Diese Mehrfachereignisse für die verschiedenen MBP-HD Konstrukte und Hep sind
näher untersucht worden. Dazu sind jeweils 160 Kraft-Distanz-Kurven pro MBP-HD
Konstrukt ausgewertet worden. Es ergibt sich folgende durchschnittliche Anzahl von Dis-
soziationen pro Kraft-Distanz-Kurve: ganze MBP-HD 3, 29± 0, 87, Subdomänen MBP-
HD_I 2, 25± 0, 25, MBP-HD_III 2, 18± 0, 87, MBP-HD_V 1, 25± 0, 15 und nur MBP
1, 25 ± 0, 18 (Abb. 5.2 (rechts unten)). Auch hier zeigt die ganze MBP-HD die meisten
Interaktionen pro Kurve. Aber auch das Indiz, dass die Subdomäne MBP-HD_V eine
essentielle Bedeutung für die Spezifität zu Hep hat, wird bekräftigt. Denn im Vergleich

‡Der Fehler für Wges stellt die Standardabweichung der Ereignisse in einem Intervall von 500 Kraft-
Distanz-Kurven dar.
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Abb. 5.3: Typische Kraft-Distanz-Kurven für die Interaktion zwischen MBP-HD und den
GAG mit Sägezahn-Profil. Sowohl Hep wie auch DS zeigen dieses Verhalten.

zu den anderen Subdomänen sind bei MBP-HD_V häufiger Kraft-Distanz-Kurven mit
Einzelereignissen aufgetreten. Das wiederum spricht für eine spezifische Interaktion.
Diese Resultate korrespondieren nicht ganz mit den Messungen der Live-staining Im-
munfluoreszenzen an HT1080 Zellen aus [287], wo für die MBP-HD_I keine Wechsel-
wirkung mit den GAG an der Zelloberfläche beobachtet wurde. Das hat in unserem
Fall vermutlich sterische Gründe, bedingt durch die Geometrie im AFM-Experiment.
Erwähnenswert ist auch, dass die bestimmte relative Bindungsaffinität mittels Affinität-
schromotographie in [287] für HD_V§ (1150 mM NaCl) mit Hep am höchsten gewesen
ist, sogar höher als für die ganze HD (1040 mM NaCl).
Insgesamt hat sich bei diesen Experimenten herausgestellt, dass Hep deutlich stärker
an die ganze MBP-HD bindet als DS. Ob diese stärkere Bindung nur auf die höhere
negative Ladung beziehungsweise den Sulfatierungsgrad [173] von Hep (0,9 – 1,25) im
Vergleich zu DS (∼ 0,7) oder auf besondere Sulfatierungsmuster (S-Domänen, Abb. 3.2)
zurückzuführen ist, wird im Weiteren genauer untersucht.

5.1.2 HD-GAG Dissoziation bei konstanten Ziehgeschwindigkeiten

Um die Spezifität der verschieden GAG zu der ganzen MBP-HD qualitativ einzuord-
nen, sind mittels dynamischer Kraftspektroskopie nach dem Kramers-Bell-Evans Modell
(Abschn. 2.3.2) die jeweiligen thermischen Off-Ratenkonstanten k0

off bestimmt worden

§Hier ist das MBP über eine PreScission-Protease Spaltung entfernt worden, um nur die Interaktion
zwischen GAG und HD sowie ihren Subdomänen zu beobachten.
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sowie die damit verbundenen mittleren Lebensdauern τ = 1
k0

off
. Dazu sind Messun-

gen bei vier verschiedenen Ziehgeschwindigkeiten (100 nm/s, 500 nm/s, 2000 nm/s und
5000 nm/s) für die GAG Hep, HS+6S, DS, HS–6S und K5NS durchgeführt worden.
Beim Auswerten der Messdaten ist festgestellt worden, dass es bei der Interaktionslänge
zwischen HD und GAG zwei Populationen gibt, insbesondere bei Hep und DS (Abb.
5.4). Bei HS+6S, HS–6S und K5NS ist das nicht beobachtet worden. Die Anhäufun-
gen der Ereignisse liegen bei einer Interaktionslänge von ∼ 50 nm und ∼ 125 nm. Die
vorangegangenen Experimente von [18, 164] mit Chondroitinsulfat liefern aber eine Län-
genverteilung zwischen 34 – 61 nm für die GAG. Deshalb sind für die Auswertung nur
die Ereignisse genommen worden, die zwischen 40 – 80 nm liegen. Die zweite Populati-
on ist verworfen worden, da diese vermutlich Entfaltungs-Ereignisse der MBP-HD zeigt
(Abb. 5.4 (rechts)). Diese Entfaltungs-Ereignisse könnten durch die hohe negative La-
dung von Hep beziehungsweise DS begründet sein, die unspezifische Mehrfachbindungen
begünstigt. Die dadurch entstehenden hohen Bindungskräfte könnten zur Entfaltung der
Domänen-Struktur von MBP-HD führen.
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Abb. 5.4: Verteilungen von Interaktionslängen links für Hep und rechts für DS mit MBP-HD.
Es sind deutlich zwei Populationen bei beiden Verteilungen erkennbar: bei ∼ 50 nm
und ∼ 125 nm. Da aber die durchschnittliche Länge der GAG bei 34 – 61 nm liegt,
ist die zweite Population nicht für die Auswertung berücksichtigt worden. In der
linken Verteilung ist anhand einer Kraft-Distanz-Kurve gezeigt, welcher Bereich für
die Auswertung relevant ist. Die Verwendung des PEG-NHS-Ester Disulfid-Linkers
verlängert das System um ∼ 10 nm, deshalb müssten alle spezifischen Ereignisse
in der Verteilung zwischen 40 – 80 nm liegen.
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5 Ergebnisse und Diskussion

Verteilungen von Dissoziationskräften der GAG

Die wahrscheinlichste Dissoziationskraft Fmax wird für jede Ziehgeschwindigkeit mit ei-
ner Gauß-Anpassung der jeweiligen Verteilungen von Dissoziationskräften bestimmt.
Dabei setzt sich der Fehler für die wahrscheinlichste Dissoziationskraft aus dem Stan-
dardfehler des Mittelwerts der Gaußverteilung für eine 95,4%-ige Konfidenz (2σ/

√
N)

und dem Fitfehler für die wahrscheinlichste Dissoziationskraft zusammen. Die Werte für
die Elastizitäten keff (Abschn. 4.1.8, Abb. 4.6) sind auf gleiche Weise ermittelt worden,
diese liegen zwischen 3 und 16 pN/nm. Mit keff und der jeweiligen Ziehgeschwindigkeit
lässt sich die Belastungsrate r = keff · v errechnen. Die erhaltenen Verteilungen von
Dissoziationskräften für die vier Ziehgeschwindigkeiten sowie die bestimmten Werte für
Fmax und r sind in Abb. 5.5 für Hep, Abb. 5.6 für HS+6S, Abb. 5.7 für DS, Abb. 5.8
für HS–6S und Abb. 5.9 für K5NS dargestellt.
Eine Zunahme der wahrscheinlichsten Dissoziationskraft Fmax mit wachsender Ziehge-
schwindikeit v ist nur für die GAG Hep, HS+6S und DS beobachtet worden (Abb. 5.5
– 5.7). Die GAG HS–6S und K5NS zeigen keine Belastungsraten-Abhängigkeit (Abb.
5.8 und 5.9). Auffälligerweise steigt auch die Bindungswahrscheinlichkeit zwischen der
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K r a f t  [ p N ]

 5 0 0 0  n m / s
 2 0 0 0  n m / s
   5 0 0  n m / s
   1 0 0  n m / s

H e p
v [nm/s] r [pN/s] Fmax [pN] Wges

100 308± 55 88, 57± 8, 53 0,16
500 2180± 295 76, 96± 11, 89 0,31
2000 11720± 1120 116, 05± 10, 71 0,38
5000 29200± 2250 140, 44± 12, 25 0,47

Abb. 5.5: Mit Gauß-Kurven angepasste Verteilungen der Dissoziationskräfte für die Ziehge-
schwindigkeiten 100 nm/s bis 5000 nm/s für Hep mit MBP-HD. Es ist deutlich
eine Zunahme der Bindungswahrscheinlichkeit Wges mit wachsender Ziehgeschwin-
digkeit v zu erkennen, die mit rot 100 nm/s, grün 500 nm/s, blau 2000 nm/s und
cyan 5000 nm/s kodiert sind. Auf der rechten Seite ist die Tabelle mit extrahierten
Werten aus den kraftspektroskopischen Experimenten für Hep gezeigt, wobei Fmax
und r im Weiteren für die Bestimmung der thermischen Off-Ratenkonstante benutzt
werden (Abb 5.10).
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 2 0 0 0  n m / s
   5 0 0  n m / s
   1 0 0  n m / s

H S + 6 S
v [nm/s] r [pN/s] Fmax [pN] Wges

100 812± 717 105, 01± 14, 23 0,02
500 4465± 730 136, 32± 16, 07 0,08
2000 25040± 1740 146, 31± 12, 55 0,13
5000 78200± 4550 186, 75± 19, 83 0,11

Abb. 5.6: Mit Gauß-Kurven angepasste Verteilungen der Dissoziationskräfte für die Ziehge-
schwindigkeiten 100 nm/s bis 5000 nm/s für HS+6S mit MBP-HD. Auch hier ist
eine Zunahme der Bindungswahrscheinlichkeit Wges mit wachsender Ziehgeschwin-
digkeit v deutlich zu erkennen, obwohl die Bindungswahrscheinlichkeiten insgesamt
etwas niedriger ausfallen als bei Hep. Diese Beobachtung korreliert mit dem niedri-
geren Sulfatierungsgrad von HS+6S verglichen mit dem von Hep. Die rechte Seite
zeigt die Tabelle mit extrahierten Werten aus den kraftspektroskopischen Experi-
menten für HS+6S, wobei Fmax und r im Weiteren für die Bestimmung der ther-
mischen Off-Ratenkonstante benutzt werden.
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D S
v [nm/s] r [pN/s] Fmax [pN] Wges

100 392± 76 93, 26± 11, 10 0,07
500 2615± 355 87, 46± 6, 79 0,11
2000 9740± 640 149, 97± 10, 01 0,34
5000 27550± 1400 189, 96± 7, 97 0,63

Abb. 5.7: Mit Gauß-Kurven angepasste Verteilungen der Dissoziationskräfte für die Ziehge-
schwindigkeiten 100 nm/s bis 5000 nm/s für DS mit MBP-HD. Das Steigen der
Bindungswahrscheinlichkeit Wges mit wachsender Ziehgeschwindigkeit v zeigt sich
auch bei DS. Für die Ziehgeschwindigkeit 5000 nm/s ist eine höhere Bindungs-
wahrscheinlichkeit als bei Hep beobachtet worden. Vermutlich wird diese durch un-
spezifische Wechselwirkungen von DS mit MBP-HD verfälscht, die aufgrund der
höheren Dynamik mehr ins Gewicht fallen als bei langsamen Ziehgeschwindigkei-
ten. Rechts ist die Tabelle mit extrahierten Werten aus den kraftspektroskopischen
Experimenten für DS gezeigt, wobei Fmax und r im Weiteren für die Bestimmung
der thermischen Off-Ratenkonstante benutzt werden.
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 5 0 0 0  n m / s
 2 0 0 0  n m / s
   5 0 0  n m / s
   1 0 0  n m / s

H S - 6 S
v [nm/s] r [pN/s] Fmax [pN] Wges

100 244± 111 77, 27± 8, 64 0,02
500 2785± 1590 108, 45± 16, 64 0,04
2000 17040± 3100 100, 91± 8, 21 0,03
5000 39700± 3050 107, 95± 8, 35 0,09

Abb. 5.8: Mit Gauß-Kurven angepasste Verteilungen der Dissoziationskräfte für die Ziehge-
schwindigkeiten 100 nm/s bis 5000 nm/s für HS–6S mit MBP-HD. Hier steigt
die Bindungswahrscheinlichkeit Wges mit wachsender Ziehgeschwindigkeit v zwar
an, jedoch zeigt die Interaktion von HS–6S mit MBP-HD keine Belastungsraten-
Abhängigkeit, da die Dissoziationskräfte für alle Ziehgeschwindigkeiten annähernd
konstant bleiben. Auffällig ist auch, dass die Verteilungen relativ schmal sind im
Vergleich zu Hep, HS+6S und DS. Rechts ist die Tabelle mit extrahierten Wer-
ten aus den kraftspektroskopischen Experimenten für HS–6S gezeigt. Die ermittel-
ten Fmax Werte zeigen nicht den vorhergesagten Zusammenhang nach Kramers-
Bell-Evans aus Abschn. 2.3.2, deshalb ist eine Bestimmung der thermischen Off-
Ratenkonstante für HS–6S nicht möglich.
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 2 0 0 0  n m / s
   5 0 0  n m / s
   1 0 0  n m / s

K 5 N S
v [nm/s] r [pN/s] Fmax [pN] Wges

100 235± 24 75, 85± 6, 62 0,02
500 3150± 630 95, 78± 12 0,02
2000 13560± 1000 102, 37± 6, 61 0,07
5000 32350± 2650 106, 44± 5, 61 0,09

Abb. 5.9: Mit Gauß-Kurven angepasste Verteilungen der Dissoziationskräfte für die Ziehge-
schwindigkeiten 100 nm/s bis 5000 nm/s für K5NS mit MBP-HD. Auch hier zeigt
die Interaktion von K5NS mit MBP-HD keine Belastungsraten-Abhängigkeit mit
relativ schmal verteilten Dissoziationskräften. Auf der rechten Seite ist die Tabelle
mit extrahierten Werten aus den kraftspektroskopischen Experimenten für K5NS
gezeigt. Die ermittelten Fmax Werte zeigen nicht den vorhergesagten Zusammen-
hang nach Kramers-Bell-Evans aus Abschn. 2.3.2, deshalb ist eine Bestimmung der
thermischen Off-Ratenkonstante für K5NS analog zu HS–6S nicht möglich.
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MBP-HD und den GAG mit wachsender Ziehgeschwindigkeit an. Dieses Phänomen zeigt
zum Beispiel auch P-Selectin mit seinem primären Liganden PSGL-1 [143]. Seit 2003
[135] ist bekannt, dass ein solches Verhalten vermutlich für Catch Bond (Abschn. 2.3.4)
spricht. Genauere Untersuchungen und Ergebnisse dazu werden im folgenden Abschn.
5.1.3 vorgestellt.
Anzumerken ist auch, dass die Verteilungen der Dissoziationskräfte sowie die Bindungs-
wahrscheinlichkeiten mit dem Sulfatierungsgrad der GAG Hep (0,9 – 1,25), HS+6S (0,4
– 0,9) und DS (∼ 0,7) korrelieren [173]. Dabei spiegeln die relativ breiten Verteilungen
der Dissoziationskräfte die Diversität der Sulfatierungsmuster bei diesen GAG wider
(Abschn. 3.1.1). Bei den GAG HS–6S und K5NS sind im Gegensatz dazu schmalere
Verteilungen beobachtet worden (Abb. 5.8 und 5.9). Zudem verdeutlicht die fehlende
Belastungsraten-Abhängigkeit die essentielle Rolle der 6-O-Sulfate bei der Wechselwir-
kung der GAG mit der HD, da diese bei HS–6S nur sporadisch auftreten und bei K5NS
gänzlich fehlen.
Allerdings zeigt DS bei 5000 nm/s einen Ausreißer mit einer Bindungswahrscheinlichkeit
von 63%, die sogar höher ist als die von Hep mit 47%. Das kann damit zusammenhängen,
dass bei DS allgemein nur 10 – 15% der Disaccharide nicht sulfatiert sind [301–303]. Ein
geringer Anteil der Disaccharide des DS ist sogar zweifach sulfatiert [304]. Aus diesem
Grund können viele unspezifische Bindungen entstehen. Diese fallen aber erst bei höheren
Geschwindigkeiten ins Gewicht, da sie sehr kurzlebig sind und eine größere Dynamik
brauchen, um detektiert werden zu können.

Bestimmung der thermischen Off-Ratenkonstanten

Die thermischen Off-Ratenkonstanten k0
off für die Interaktion zwischen den GAG und

MBP-HD werden bestimmt, indem die Werte der wahrscheinlichsten Dissoziationskräfte
halblogarithmisch gegen die jeweiligen Belastungsraten aufgetragen werden (Abb. 5.5 –
5.9). In Abb. 5.10 zeigt sich auch der von Kramers-Bell-Evans vorhergesagte Zusammen-
hang (Abschn. 2.3.2) für die GAG Hep, HS+6S und DS aus Gleichung 2.36:

Fmax = kBT

xβ
ln xβr

k0
offkBT

.

Durch die lineare Anpassung der jeweiligen Datensätze und der folgenden Extrapola-
tion auf die verschwindende äußere Kraft Fmax = 0 ist die Belastungsrate r0 (rHep

0 =
0, 49 ± 4, 14 pN/s, rHS+6S

0 = 1, 76 ± 3, 74 pN/s, rDS
0 = 39, 89 ± 73, 11 pN/s) zugäng-
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Abb. 5.10: Halblogarithmische Auftragung der wahrscheinlichsten Dissoziationskräfte Fmax
gegen die jeweiligen Belastungsraten r für die GAG inklusive der linearen Anpas-
sung des jeweiligen Datensatzes in Farben kodiert, und zwar schwarz für Hep, blau
für HS+6S, rot für DS, cyan für HS–6S und grün für K5NS. Bei Hep, HS+6S
und DS zeigt sich der von Kramers-Bell-Evans vorhergesagte Zusammenhang, bei
HS–6S und K5NS nicht. Bei der linearen Anpassung der Daten von HS–6S und
K5NS ergaben sich nicht verwendbare Fit-Parameter für die Bestimmung der Off-
Ratenkonstante. Deshalb ist die lineare Anpassung dieser Datensätze mit einer
gestrichelten grünen Linie angedeutet. Rechte Seite zeigt die Tabelle mit den be-
rechneten thermischen Off-Ratenkonstanten k0

off und molekularen Bindungslän-
gen xβ für die jeweiligen GAG.

lich, bei der die Dissoziation thermisch getrieben ist. Die inverse Steigung der Gera-
den aus der linearen Anpassung ist proportional zu der molekularen Bindungslänge xβ.
Mit der Beziehung:

k0
off = 1

kBT
xβr0 (5.2)

lässt sich die thermische Off-Ratenkonstante k0
off errechnen. Die Werte von xβ und k0

off

sind in Abb. 5.10 für das jeweilige GAG aufgeführt. Mit der Beziehung τ = 1
k0

off
kann

die Lebensdauer der Bindung berechnet werden. Erwartungsgemäß ist die Lebensdauer
für Hep mit MBP-HD τHep = 25 s am höchsten und für DS τDS = 0, 7 s am niedrigs-
ten. Die Lebensdauer für HS+6S τHS+6S = 9 s liegt um den Faktor drei unter der von
Hep τHep = 25 s. Die GAG HS–6S und K5NS zeigen keine Belastungsraten-Abhängigkeit
(Abb. 5.10 cyan und grün kodiert), deshalb kann die Lebensdauer für diese GAG mit der
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dynamischen Kraftspektroskopie nicht bestimmt werden. Deren Bindungen sind vermut-
lich sehr kurzlebig und benötigen sehr viel höhere Ziehgeschwindigkeiten, damit diese
eine Belastungsraten-Abhängigkeit zeigen. Das ist jedoch durch die Bandbreite der Da-
tenerfassung und die Resonanzfrequenz des Kraftsensors limitiert.
Die Resultate aus den Experimenten der dynamischen Kraftspektroskopie zeigen, dass
nicht nur die Gesamtladung der GAG eine wichtige Rolle für das Zustandekommen
einer spezifischen Interaktion mit der MBP-HD spielt, sondern dass auch gewisse Sulfa-
tierungsmuster (S-Domänen), insbesondere das 6-O-Sulfat, essentiell dafür sind.

5.1.3 HD-GAG Dissoziation bei konstanten Kräften (Force Clamp)

Bei den in Abschn. 5.1.2 vorgestellten kraftspektroskopischen Experimenten mit kon-
stanten Ziehgeschwindigkeiten an MBP-HD mit GAG, hat sich eine Erhöhung der Bin-
dungswahrscheinlichkeit mit wachsender Ziehgeschwindigkeit gezeigt. Dieses Verhalten
legt die Vermutung nahe, dass es sich bei der Interaktion zwischen MBP-HD und GAG
um ein Catch Bond handeln könnte. Denn die bisherigen Systeme, denen ein Catch
Bond Verhalten nachgewiesen worden ist (Absch. 2.3.4, [30, 132–139]), zeigen alle eine
ansteigende Bindungswahrscheinlichkeit mit wachsender Ziehgeschwindigkeit.

Verifizierung des Catch Bond Verhaltens

Für die Verifizierung des Catch Bond Verhaltens sind zusätzlich kraftspektroskopische
Experimente mit konstanten Kräften (Abschn. 4.1.7) an MBP-HD und den GAG im
Kräfte-Bereich von 7,5 – 40 pN durchgeführt worden. In Tab. 5.1 – 5.4 sind die ermit-
telten Lebensdauern τ zu den jeweiligen externen Kräften aus den Force Clamp Experi-
menten aufgelistet. Dabei sind die Datensätze auf zwei verschiedene Arten ausgewertet
worden:

• Zum einen durch lineare Anpassung des logarithmischen Zerfalls analog zum Zer-
fallsgesetz von radioaktiven Substanzen:

N(t) = N0 · exp
{
− t
τ

}
. (5.3)

Die linearen Anpassungen für den Catch Bond Bereich sind in Abb. 5.11 – 5.14 b)
gezeigt. Hier gleicht die negative inverse Steigung (-1/Steigung) der durchschnitt-
lichen Lebensdauer τ des Komplexes. R2 stellt den Determinationskoeffizienten
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Abb. 5.11: a) Auftragung der Lebensdauer gegen die Kraft für Hep, dabei repräsentieren die
schwarzen Kreise die Mittelwerte und die roten Rauten die negative inverse Stei-
gung der linearen Anpassung des logarithmischen Zerfalls. Um die Entwicklung
der Lebensdauer mit zunehmender Kraft zu verdeutlichen, ist der Verlauf mit ei-
ner gestrichelten Trendlinie angedeutet.
b) Halblogarithmische Auftragung aller detektierten Ereignisse der jeweiligen Kraft
gegen die Lebensdauer für Hep im Catch Bond Bereich inklusive der linearen An-
passungen. Hier wird deutlich, wie die Lebensdauer des Komplexes mit wachsender
Kraft ansteigt.

F [pN] Mittelwert τ [s] – 1/Steigung τ [s] R2

7,5 0,405 ± 0,09 0,45 0,94
10 0,214 ± 0,03 0,18 0,98

11,25 0,244 ± 0,05 0,20 0,88
12,5 0,235 ± 0,04 0,16 0,94
13,25 0,321 ± 0,07 0,31 0,94
15 0,548 ± 0,09 0,51 0,98
17,5 0,373 ± 0,06 0,36 0,94
20 0,194 ± 0,06 0,25 0,81
22,5 0,216 ± 0,06 0,26 0,87
25 0,107 ± 0,01 0,05 0,57

Tab. 5.1: Auflistung der ausgewerteten Messwerte aus den Force
Clamp Experimenten für Hep.
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Abb. 5.12: a) Auftragung der Lebensdauer gegen die Kraft für HS+6S, dabei repräsentieren
die schwarzen Kreise die Mittelwerte und die roten Rauten die negative inverse
Steigung der linearen Anpassung des logarithmischen Zerfalls. Um die Entwick-
lung der Lebensdauer mit zunehmender Kraft zu verdeutlichen, ist der Verlauf mit
einer gestrichelten Trendlinie angedeutet. Im Vergleich zu Hep ist der Catch Bond
Bereich bei HS+6S stärker ausgeprägt.
b) Halblogarithmische Auftragung aller detektierten Ereignisse der jeweiligen Kraft
gegen die Lebensdauer für HS+6S im Catch Bond Bereich inklusive der linearen
Anpassungen. Auch hier zeigt sich deutlich, wie die Lebensdauer des Komplexes
mit wachsender Kraft ansteigt, wobei sich hier die Lebensdauer allgemein sogar
zu höheren Werten verschiebt.

F [pN] Mittelwert τ [s] – 1/Steigung τ [s] R2

7,5 0,553 ± 0,09 0,86 0,89
10 0,351 ± 0,04 0,40 0,92
12,5 0,521 ± 0,09 0,72 0,94
15 0,662 ± 0,06 0,66 0,98
17,5 0,835 ± 0,12 1,11 0,96
20 0,470 ± 0,07 0,70 0,89
25 0,488 ± 0,05 0,60 0,97
30 0,387 ± 0,04 0,39 0,98
35 0,253 ± 0,03 0,27 0,96
40 0,279 ± 0,03 0,29 0,95

Tab. 5.2: Auflistung der ausgewerteten Messwerte aus den Force
Clamp Experimenten für HS+6S.

89



5 Ergebnisse und Diskussion

0 5 10 15 20 25 30
0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4
0

1

2

3

4
Kraft. [pN]

12,5
13.25
15

τ
Mittelwert
−1/Steigung

Trendlinie

Lebensdauer.[s]Kraft.[pN]

L
eb

en
sd

au
er

.[
s]

DS

ln6,.intakter.B
ind.8

a8 b8

Abb. 5.13: a) Auftragung der Lebensdauer gegen die Kraft für DS, dabei repräsentieren die
schwarzen Kreise die Mittelwerte und die roten Rauten die negative inverse Stei-
gung der linearen Anpassung des logarithmischen Zerfalls. Um die Entwicklung
der Lebensdauer mit zunehmender Kraft zu verdeutlichen, ist der Verlauf mit ei-
ner gestrichelten Trendlinie angedeutet. Hier ist der Anstieg der Lebensdauer nur
schwach ausgeprägt. Das hängt mit der geringen 6-O-Sulfatierung zusammen wie
die folgenden Experimente mit K5NS zeigen werden.
b) Halblogarithmische Auftragung aller detektierten Ereignisse der jeweiligen Kraft
gegen die Lebensdauer für DS im Catch Bond Bereich inklusive der linearen An-
passungen. Auch hier ist das Ansteigen der Lebensdauer des Komplexes mit wach-
sender Kraft zu beobachten.

F [pN] Mittelwert τ [s] – 1/Steigung τ [s] R2

7,5 0,299 ± 0,06 0,26 0,98
10 0,295 ± 0,04 0,26 0,93

11,25 0,266 ± 0,03 0,23 0,93
12,5 0,172 ± 0,01 0,08 0,97
13,25 0,237 ± 0,03 0,23 0,87
15 0,411 ± 0,04 0,29 0,92

16,25 0,319 ± 0,06 0,26 0,97
17,5 0,317 ± 0,06 0,32 0,96
20 0,174 ± 0,02 0,09 0,97
22,5 0,186 ± 0,03 0,12 0,93
25 0,217 ± 0,03 0,15 0,97

Tab. 5.3: Auflistung der ausgewerteten Messwerte aus den Force
Clamp Experimenten für DS.
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beziehungsweise das Bestimmtheitsmaß dar und gibt Auskunft über die Genauig-
keit der Anpassung. Der Wert 1 entspricht der maximalen Übereinstimmung.

• Zum anderen durch simple Bildung des Mittelwerts, wobei die Unsicherheit dem
Standardfehler entspricht, der mit σ/

√
N berechnet worden ist.

Bei beiden Verfahren ergibt sich eine sehr ähnliche Tendenz für die Entwicklung der
Lebensdauer in Abhängigkeit von der anlegten Zugkraft. In Abb. 5.11 – 5.14 a) sind
die Werte der Lebensdauer τ gegen die jeweilige externe Kraft aufgetragen, dabei sind
die Mittelwerte mit schwarzen Kreisen kodiert und die Werte für -1/Steigung mit roten
Rauten. Tatsächlich zeigt sich für die Interaktion zwischen MBP-HD und den GAG Hep,
HS+6S und DS ein „unintuitiver“ Charakter, bei dem die Lebensdauer τ des Komple-
xes ansteigt, obwohl eine externe mechanische Kraft F anliegt. Die Stabilisierung der
Bindung ist für Hep im Kräfte-Bereich zwischen 10− 16 pN beobachtet worden (Abb.
5.11, Tab. 5.1). Bei HS+6S ist dieses Verhalten im Kräfte-Bereich zwischen 10− 18 pN
stark ausgeprägt (Abb. 5.12, Tab. 5.2). Auch bei DS ist es im Kräfte-Bereich zwischen
12− 16 pN zu beobachten (Abb. 5.13, Tab. 5.3), jedoch nur in sehr geringem Maße. Um
das „unintuitive“ Verhalten der Bindung zu verdeutlichen, ist der Verlauf der Lebens-
dauer mit zunehmender Zugkraft mit einer gestrichelten Trendlinie unterlegt worden.
Diese Trendlinie verdeutlicht, dass die Interaktion der MBP-HD mit Hep, HS+6S und
DS sich außerhalb der genannten Kräfte-Intervalle wie ein klassischer Slip Bond verhält
(Abschn. 2.3.3). Außerdem wird dadurch erkennbar, dass die bisherigen Modelle für die
Beschreibung von Catch Bond [20–30] bei unserem System nicht greifen. Insbesondere
das in Abschn. 2.3.5 vorgestellte One-State, two-path Catch Bond Modell liefert für ei-
ne verschwindende externe Kraft F→ 0 eine sehr kurze Lebensdauer für den Komplex.
Das ist bei der Interaktion zwischen HD und GAG offensichtlich nicht der Fall. Auf die
mathematische Beschreibung sowie die Interpretation der Bindung von HD und GAG
wird in Abschn. 5.1.4 und 5.1.6 eingegangen.
Der Vergleich zwischen den Datensätzen für Hep, HS+6S und DS und der Struktur der
GAG weist daraufhin, dass nicht die Gesamtladung der GAG ausschlaggebend für das
Catch Bond Verhalten der MBP-HD mit den GAG sein kann, sondern vermutlich das
Sulfatierungsmuster (S-Domänen).
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5 Ergebnisse und Diskussion

Relevanz der 6-O-Sulfate für das Catch Bond Verhalten

Vorangegangene Experimente von [185] deuten daraufhin, dass das Sulfatierungsmuster,
vor allem die 6-O-Sulfate eine essentielle Rolle bei der Interaktion zwischen der HD und
den GAG spielen. Um zu prüfen, ob die 6-O-Sulfate auch essentiell für das Catch Bond
Verhalten sind, ist auch in diesem Fall das synthetische GAG K5NS für die Negativkon-
trolle verwendet worden. Messungen mit dem HS–6S sind nicht durchgeführt worden,
da hier noch eine geringe 6-O-Sulfatierung vorhanden ist. Somit ist ein kompletter Aus-
schluss der Interaktion über 6-O-Sulfate bei HS–6S nicht gegeben.
Bei den Force Clamp Messungen mit K5NS ist kein Catch Bond Verhalten beobachtet
worden. Im Gegenteil: die Interaktion zwischen MBP-HD und K5NS, dem die 6-O-
Sulfatierung gänzlich fehlt, verhält sich wie ein Slip Bond (Abb. 5.14, Tab 5.4) und
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Abb. 5.14: a) Auftragung der Lebensdauer gegen die Kraft für K5NS, dabei repräsentieren
die schwarzen Kreise die Mittelwerte und die roten Rauten die negative inver-
se Steigung der linearen Anpassung des logarithmischen Zerfalls. K5NS zeigt das
klassische Slip Bond Verhalten nach Kramers-Bell-Evans und kann mit Gleichung
2.31 angepasst werden, dabei repräsentiert die grüne Kurve den Fit des Datensat-
zes.
b) Halblogarithmische Auftragung aller detektierten Ereignisse der jeweiligen Kraft
gegen die Lebensdauer für K5NS im vermeintlichen Catch Bond Bereich inklusive
der linearen Anpassungen. In diesem Fall sinkt die Lebensdauer des Komplexes
mit wachsender Kraft, somit entspricht die Bindung einem Slip Bond. Die Än-
derung der Bindungseigenschaft ist vermutlich auf das Fehlen der 6-O-Sulfate
zurückzuführen.
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kann mit der Beziehung nach Kramers-Bell-Evans (Gleichung 2.31):

koff (F ) = k0
off exp

{
F · xβ
kBT

}
beschrieben werden. Damit ergibt sich für die thermische Off-Ratenkonstante des K5NS
k0
off = 0, 613± 0, 162 1/s und für die molekulare Bindungslänge xβ = 0, 92± 0, 04 nm.

F [pN] Mittelwert τ [s] – 1/Steigung τ [s] R2

7,5 0,538 ± 0,07 0,66 0,95
10 0,492 ± 0,06 0,62 0,97
12,5 0,298 ± 0,03 0,35 0,93
15 0,287 ± 0,03 0,31 0,96
17,5 0,373 ± 0,05 0,35 0,92
20 0,291 ± 0,05 0,31 0,96
25 0,311 ± 0,04 0,31 0,97

Tab. 5.4: Auflistung der ausgewerteten Messwerte aus den Force
Clamp Experimenten für K5NS.

Die Force Clamp Experimente manifestieren die zentrale Rolle der 6-O-Sulfate für die
Interaktion zwischen HD und GAG. Sie zeigen, dass die 6-O-Sulfate nicht nur für die
spezifische Erkennung essentiell sind, sondern auch für die Art der Bindung. Es ist offen-
sichtlich, dass nicht die 6-O-Sulfate allein die spezifische Interaktion ausmachen, sondern
ihre Anordnung in S-Domänen. Das ist deutlich beim Vergleich der Datensätze für Hep
und HS+6S erkennbar. Obwohl Hep einen deutlichen Überschuss an 6-O-Sulfaten besitzt
als HS+6S, ist trotzdem das Catch Bond Verhalten bei HS+6S stärker ausgeprägt. Das
natürliche Substrat HS+6S der HD zeigt Catch Bond Verhalten über einen breiteren
Kräfte-Bereich als Hep mit der höchsten gemessenen Lebensdauer τ = 0, 835 s bei einer
relativ hohen Zugkraft von F = 17, 5 pN (Tab. 5.2).

5.1.4 Ansatz für die Beschreibung der Interaktion von HD mit GAG

Wie schon erwähnt, ist die Beschreibung des Catch Bond Verhaltens der GAG Hep
und HS+6S mit der HD durch gängige Modelle wie dem One-State, two-path Catch
Bond Modell nicht zufriedenstellend (Anschn. 2.3.5), da insbesondere die Anpassung
der Datensätze mit diesem Modell für Kräfte → 0 divergiert.
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Two-State Two-Path Modell

Für die Beschreibung des Systems HD/GAG wird der Ansatz von [305] benutzt und das
vorgestellte Modell als Two-State Two-Path bezeichnet. Dieses Modell ist zwar nicht
neu, wurde aber bisher auf kein Catch Bond System angewendet. Hier kann der moleku-
lare Komplex in zwei verschiedenen Bindungszuständen vorliegen (S1 oder S2), die sich
in einer Potentiallandschaft (Abb. 5.15) bestehend aus zwei Potentialmulden jeweils an-
siedeln können. Ohne der Einwirkung einer externen Kraft ist der Zustand S1 bevorzugt.
Wird jedoch eine externe Kraft auf den Komplex ausgeübt, kann dieser dissoziieren oder
sukzessiv jenseits einer Schwellkraft in den Zustand S2 überführt werden. Somit hat das
System zwei alternative Pfade zu zerfallen: vom Zustand S1 über x1 oder S2 über x2,

x1 x12 x21 x2
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F=0
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Dissoziation bei niedrigen Kräften

Dissoziation bei hohen Kräften

S1

Abb. 5.15: Modellierte Potentiallandschaft für die Interaktion von HD mit 6-O-
Sulfat enthaltenden GAG mit zwei Potentialmulden, in denen sich die
Zustände S1 und S2 jeweils ansiedeln können. Bei Kraft F = 0 ist der Zu-
stand S1 bevorzugt. Ab einer gewissen Schwellkraft liegt das System nur
im Zustand S2 vor. Die Zerfälle beider Zustände entsprechen zwei ver-
schiedenen Slip Bond Dissoziationen. Der Übergang zwischen den beiden
Slip Bond Dissoziationen bewirkt eine Änderung der Konformation des
Komplexes und damit das Catch Bond Verhalten. Rechts ist eine ver-
einfachte Darstellung der beiden möglichen Zerfallspfade bei niedrigen
Kräften für S1 über x1 und bei hohen Kräften für S2 über x2 gezeigt.
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indem es die jeweilige Potentialbarriere überwindet. Dabei wird angenommen, dass die
beiden Bindungszustände S1 und S2 jeweils verschiedenen Konformationen der HD ent-
sprechen. Zudem findet die konformationelle Relaxation von Proteinen sehr viel schneller
statt als ein einzelner Force Clamp Zyklus und liegt im Bereich von t ≈ 10−6 − 10−3 s
[306–308]. Das gilt auch für die HD. Deshalb werden die Möglichkeiten für Dissoziatio-
nen höherer Ordnung wie zum Beispiel S1 über x12 und x2 oder aus Übergangszuständen
vernachlässigt. Somit befindet sich das System HD/GAG zu jedem Zeitpunkt des Expe-
riments im thermodynamischen Gleichgewicht und der Pfad der Dissoziation ist nur von
der Besetzungswahrscheinlichkeit der Zustände S1 und S2 abhängig. Beschrieben wird
dies mit der kraftabhängigen Zustandssumme für die beiden Zustände:

Z(F ) = exp
{
E12 − Fx12

kBT

}
+ exp

{
E21 − Fx21

kBT

}
. (5.4)

Daraus folgt für die kraftabhängigen Besetzungswahrscheinlichkeiten p1 und p2:

p1(F ) = 1
Z

exp
{
E12 − Fx12

kBT

}
(5.5)

p2(F ) = 1
Z

exp
{
E21 − Fx21

kBT

}
. (5.6)

Die Gleichungen 5.5 und 5.6 lassen sich vereinfachen zu:

1
p1(F ) =

exp
{
E12−Fx12

kBT

}
+ exp

{
E21−Fx21

kBT

}
exp

{
E12−Fx12

kBT

}

=
exp

{
E12−Fx12

kBT

}
exp

{
E12−Fx12

kBT

} +
exp

{
E21−Fx21

kBT

}
exp

{
E12−Fx12

kBT

}

= 1 + exp
{
E21 − Fx21 − E12 + Fx12

kBT

}
.

Mit ∆E = E21 − E12 der Energiedifferenz zwischen den beiden Zuständen und ∆x =
x21 − x12 der Übergangslänge ergibt sich für p1(F ):

p1(F ) = 1
1 + exp

{
∆E−F∆x
kBT

} .
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Analog gilt für p2(F ):

p2(F ) = 1
1 + exp

{
−∆E+F∆x

kBT

} .
Damit lässt sich die kraftabhängige Dissoziationsrate koff (F ) des Komplexes mit geeig-
neten Parametern E12, E21, x12 und x21 bestimmen:

koff (F ) = p1(F ) · k0
1 · exp

{
Fx1

kBT

}
+ p2(F ) · k0

2 · exp
{
Fx2

kBT

}
, (5.7)

wobei k0
1 und k0

2 die thermischen Off-Ratenkonstanten und x1 und x2 die molekularen
Bindungslängen des jeweiligen Zerfallspfades sind (Abb. 5.15). Der Zustand, aus dem das
System dissoziiert, ist ausschließlich von der Energiedifferenz ∆E zwischen den beiden
Zuständen S1 und S2 abhängig.
Mit dem vorgestellten Modell können unsere Force Clamp Datensätze für Hep und
HS+6S sehr gut angepasst werden und damit auch die Wechselwirkung zwischen HD
und GAG mathematisch beschrieben werden (Abb. 5.16 und 5.17 schwarze Kurve). Da-
bei werden die Zerfälle der jeweiligen Zustände S1 und S2, aufgrund der andersartigen
Konformation der beiden Zustände, als zwei verschiedene Slip Bond Dissoziationen be-
trachtet. Die beiden Slip Bond Dissoziationen sind jeweils in den Abb. 5.16 für Hep und
in Abb. 5.17 für HS+6S mit einer gestrichelten Linie angedeutet. Grün repräsentiert den
niedrigen Kräfte-Bereich und blau den Bereich für hohe Kräfte. Das bedeutet für unse-
ren Fall, dass das beobachtete Catch Bond Verhalten in einem mittleren Kräfte-Intervall
vermutlich durch die Änderung der Konformation des Komplexes zustande kommt. Die-
ser Konformationswechsel wird hier als Slip-Slip Übergang bezeichnet. Dadurch wird
eine Stabilisierung respektive Straffung der Bindung bewirkt, die sich in einer längeren
Lebensdauer τ widerspiegelt. Das Catch Bond Verhalten verschwindet bei höheren Zug-
kräften, da die Besetzungswahrscheinlichkeit des Zustands S1 gegen 0 geht und damit
die Koexistenz nicht mehr gegeben ist. Das System verhält sich danach wie ein klassi-
scher Slip Bond. Die erhaltenen Werte ∆E und ∆x für den Slip-Slip Übergang sowie die
jeweiligen Off-Ratenkonstanten k0

1 und k0
2 und die molekularen Bindungslängen x1 und

x2 aus der Anpassung sind jeweils in Abb. 5.16 für Hep und in Abb. 5.17 für HS+6S
auf der rechten Seite aufgelistet. Deren Vergleich und die mögliche Bedeutung für die
Interaktion zwischen HD und diesen GAG wird im Abschn. 5.1.6 diskutiert.
Laut diesem Modell müsste die Koexistenz der beiden Slip Bond Dissoziationen auch
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Abb. 5.16: Anpassung der Mittelwerte für die Lebensdauer τ der Force Clamp Daten aus
Tab. 5.1 für Hep mit dem Two-State Two-Path Modell (Slip-Slip Fit). Die beiden
Slip Bond Dissoziationen der verschiedenen Konformationen des Systems sind mit
gestrichelten Linien angedeutet. Grün repräsentiert den niedrigen Kräfte-Bereich
und blau den Bereich für hohe Kräfte. Rechts sind die ermittelten Werte aus der
Anpassung der Daten für Hep aufgelistet.
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Abb. 5.17: Anpassung der Mittelwerte für die Lebensdauer τ der Force Clamp Daten aus Tab.
5.2 für HS+6S mit dem Two-State Two-Path Modell (Slip-Slip Fit). Die beiden
Slip Bond Dissoziationen der verschiedenen Konformationen des Systems sind mit
gestrichelten Linen angedeutet. Grün repräsentiert den niedrigen Kräfte-Bereich
und blau den Bereich für hohe Kräfte. Rechts sind die ermittelten Werte aus der
Anpassung der Daten für HS+6S aufgelistet.
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in den Experimenten mit konstanten Ziehgeschwindigkeiten auftreten. Dabei sollten die
Verteilungen der Dissoziationskräfte zwei Populationen zeigen. Das ist jedoch in voran-
gegangenen Messungen der dynamischen Kraftspektroskopie nicht beobachtet worden
(Abb. 5.6). Die Ursache dafür könnten möglicherweise die verwendeten Belastungsraten
sein, die im Vergleich mit dem Kräfte-Intervall aus den Force Clamp Messungen für den
Catch Bond Bereich relativ hoch sind. Deshalb wird im Folgenden die Abhängigkeit der
Besetzungswahrscheinlichkeit der beiden Zustände S1 und S2 von der Ziehgeschwindig-
keit beziehungsweise der Belastungsrate genauer untersucht.

5.1.5 Messungen bei niedrigen Belastungsraten für HD mit
Heparansulfat

Um einen Überblick zu erhalten, werden zunächst mit den erhaltenen Force Clamp Daten
für HS+6S (Abb. 5.17) die möglichen Verteilungen der Dissoziationskräfte für die dyna-
mische Kraftspektroskopie simuliert. Dazu wird entsprechend dem Kramers-Bell-Evans
Modell aus Abschn. 2.3.2 die Gleichung 5.7 in Gleichung 2.32 eingesetzt:

dp(t)
dt = −koff (F (t))p(t),

und diese Differentialgleichung für Belastungsraten im Intervall von 10− 105 pN/s ge-
löst. Analog zu den Experimenten mit konstanten Kräften entspricht die Simulation für
Experimente mit konstanten Geschwindigkeiten der Vorhersage des Two-State Two-Path
Modells. In Abb. 5.19 sind die simulierten Daten der Kraft halblogarithmisch gegen die
Belastungsraten aufgetragen worden. Dabei repräsentieren die mit Graustufen unterleg-
ten Bereiche die Wahrscheinlichkeitsverteilung der Kraft und der Belastungsrate aus der
Simulation. Es sind deutlich zwei verschiedene Bereiche mit unterschiedlichen Steigun-
gen zu erkennen, die zwei verschiedenen Slip Bond Dissoziationen entsprechen. Dabei
findet eine Dissoziation bei sehr niedrigen Belastungsraten statt und die andere bei ho-
hen Belastungsraten. Es gibt aber auch einen Übergangsbereich, in dem die Zustände
S1 und S2 koexistieren und jeweils mit charakteristischen molekularen Bindungskräften
zerfallen. Diese Superposition der beiden Zustände im Übergangsbereich schlägt sich auf
die Verteilungen der Dissoziationskräfte nieder, indem wie vermutet zwei Populationen
in den Verteilungen beobachtet werden können.
In den vorangegangenen Experimenten mit konstanten Ziehgeschwindigkeiten ist dieses
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Abb. 5.18: Verteilungen von Dissoziationskräften der Interaktion zwischen HD und HS+6S
für vier repräsentative Ziehgeschwindigkeiten links aus der experimentellen Mes-
sung und rechts aus der Simulation mit den Force Clamp Daten. Beide Vertei-
lungen zeigen große Ähnlichkeit und die Koexistenz zweier Zustände bei Ziehge-
schwindigkeiten zwischen 20 – 450 nm/s.

Phänomen nicht beobachtet worden. Da zum einen die Belastungsraten relativ hoch ge-
wesen sind und zum anderen die Bindungswahrscheinlichkeit für niedrige Ziehgeschwin-
digkeiten relativ klein, ist diese Koexistenz der Zustände S1 und S2 verborgen geblie-
ben. Dennoch stimmt der Wert der Off-Ratenkonstante für die hohen Belastungsraten
k0

2 = 0, 37± 0, 14 1/s aus der Simulation mit dem von uns k0
off = 0, 11± 0, 23 1/s vorher

gemessenen und kürzlich publizierten Wert gut überein [287].
Aufgrund dieser Erkenntnisse werden unsere vorangegangenen Experimente auf niedri-
gere Ziehgeschwindigkeiten ausgeweitet und der Bereich zwischen 20 – 450 nm/s genauer
untersucht¶. Tatsächlich zeigt sich auch experimentell die Koexistenz der zwei Zustände.
In Abb. 5.18 sind vier repräsentative Ziehgeschwindigkeiten aus den Messungen links
und der Simulation rechts dargestellt. Bei den Ziehgeschwindigkeiten 20 nm/s (rot),
30 nm/s (grün) und 450 nm/s (blau) ist die Koexistenz der beiden Zustände deutlich
bei beiden Verteilungen erkennbar. Bei 1000 nm/s (cyan) ist im Experiment nur noch ei-
ne Population zu erkennen, wohingegen bei der Simulation die Koexistenz noch schwach
angedeutet ist, aber langsam verschwindet.
In Abb. 5.19 ist die Simulation mit der realen Messung in einer halblogarithmischen
Auftragung der wahrscheinlichsten Dissoziationskräfte Fmax für den jeweiligen Zustand

¶Diese Messungen sind von Ann-Kristin Möller im Rahmen einer Masterarbeit durchgeführt worden
[309].
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Abb. 5.19: Halblogarithmische Auftragung der wahrscheinlichsten Dissoziationskräfte Fmax
für den jeweiligen Zustand S1 in grün und S2 in blau gegen die jeweiligen Belas-
tungsraten r. Die in Graustufen unterlegten Bereiche zeigen die Schar der Simula-
tion. Bei beiden Datensätzen sind eindeutig zwei separate Steigungen zu erkennen.
Auf der rechten Seite sind die berechneten Werte nach Kramers-Bell-Evans für die
Zerfälle der Zustände S1 und S2 dargestellt.

v [nm/s] r [pN/s] F1 [pN] F2 [pN]
20 130± 12 24± 0, 4 45± 3
30 201± 15 28± 1 53± 4
50 325± 50 25± 1 56± 7
100 690± 50 32± 2 67± 2
300 2610± 150 35± 5 66± 4
450 3825± 225 36± 7 65± 6
600 4920± 600 − 85± 10
700 9520± 700 − 79± 5
900 9630± 900 − 89± 3
1000 7500± 1000 − 81± 6
1300 14690± 2600 − 100± 8
5000 46500± 5000 − 108± 10

Tab. 5.5: Auflistung der Messwerte aus den Experimenten
mit konstanten Ziehgeschwindigkeiten für die
Interaktion von der MBP-HD mit HS+6S. In
diesem Fall wird unsere frühere Messung (Abb.
5.6) an HS+6S auf langsame Ziehgeschwindig-
keiten ausgeweitet. Die Kräfte F1 und F2 reprä-
sentieren die charakteristischen Dissoziations-
kräfte der jeweiligen Zerfälle aus den Zuständen
S1 und S2.
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S1 und S2 gegen die jeweiligen Belastungsraten r übereinander gelegt worden. Dabei
stellen die grünen Kreuze den Zerfall des Zustands S1 und die blauen des Zustands S2

dar. Die simulierten Daten decken sich ganz gut mit den Messdaten. Bei Belastungs-
raten im Bereich zwischen 102 − 104 pN/s ist die Koexistenz der beiden Zustände S1

und S2 deutlich erkennbar. Analog zu den Force Clamp Daten werden die Zerfälle der
beiden Zustände auch bei der dynamischen Kraftspektroskopie separat nach Kramers-
Bell-Evans behandelt. Deshalb werden die beiden Slip Bond Dissoziationen jeweils mit
Gleichung 2.36:

Fmax = kBT

xi
ln xir

k0
i kBT

.

angepasst. Dabei repräsentiert der Index i = 1, 2 den jeweiligen Zustand Si. Nun kann
die jeweilige thermische Off-Ratenkonstante k0

i und die molekulare Bindungslänge xi mit
Gleichung 5.2:

k0
i = 1

kBT
xir0

analog zum Abschn. 5.1.2 berechnet werden. Es haben sich für den Zerfall des Zustands
S1 folgende Werte für k0

1 = 0, 05 ± 0, 21 1/s und x1 = 1, 126 ± 0, 69 nm ergeben. Der
Zustand S2 hat die Werte für k0

2 = 0, 15 ± 0, 11 1/s und x2 = 0, 382 ± 0, 04 nm. Auch
die experimentellen Werte für hohe Belastungsraten (Zerfall des Zustands S2) haben
eine gute Übereinstimmung mit unserer früheren Messung an HS+6S mit k0

off = 0, 11±
0, 23 1/s und xβ = 0, 25± 0, 06 nm (Abb. 5.10).
Dieses Experiment zeigt, dass bei Untersuchungen von vermeintlichen Catch Bond Sys-
temen mit dynamischer Kraftspektroskopie ein genaues Augenmerk auf die niedrigen
Belastungsraten gelegt werden muss, da sonst nur der Zerfall des Zustands S2 beobach-
tet werden kann. Andererseits könnte die Koexistenz der beiden Zustände bei moderaten
Ziehgeschwindigkeiten, wie in unserem Fall < 500 nm/s, die Werte der thermischen Off-
Ratenkonstante und der molekularen Bindungslänge verfälschen.

5.1.6 Interpretation der Wechselwirkung zwischen HD und
Heparansulfat

Die präsentierten Experimente der dynamischen Kraftspektroskopie (Abschn. 5.1.2 und
5.1.5) und ebenfalls die Resultate aus den Force Clamp Messungen (Abschn. 5.1.3) zei-
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gen alle eindeutig, dass die 6-O-Sulfatierung essentiell für eine spezifische Erkennung
der Wechselwirkung zwischen der HD aus Sulf1 und den GAG ist. Darüber hinaus ist
das Catch Bond Verhalten nur bei GAG mit 6-O-Sulfatierung beobachtet worden (Abb.
5.14). Diese Erkenntnisse und die hervorragende Übereinstimmung der Datensätze mit
dem vorgestellten Two-State Two-Path Modell deuten auf einen allosterischen Charakter
dieser Wechselwirkung hin. Dabei fungieren die 6-O-Sulfate anscheinend als allosterische
Effektoren beim konformationellen Übergang zwischen den Zuständen S1 und S2. Dieser
Slip-Slip Übergang bewirkt eine Festigung der Bindung zwischen HD/GAG und verlän-
gert damit die Lebensdauer τ des Komplexes während eines gewissen Kräfte-Intervalls
(≈ 10− 18 pN).

Heparansulfat bindet effizienter als Heparin an HD

Die Beobachtungen sowohl aus den Experimenten mit konstanten Ziehgeschwindigkei-
ten als auch mit konstanten Kräften zeigen, dass 6-O-Sulfate zwar essenziell für die
spezifische Erkennung und die Art der Bindung sind, aber ihre besondere Anordnung in
S-Domänen macht die Wechselwirkung zwischen HD und GAG effizienter.
Beim direkten Vergleich der Wechselwirkungen von Hep mit HD und HS+6S mit HD
ist bei beiden kraftspektroskopischen Methoden eine höhere Affinität von Hep als von
HS+6S zu HD festgestellt worden. Die dynamische Kraftspektroskopie liefert folgende
Werte für niedrige Kräfte (Zustand S1):

• Heparansulfat: k0
1 = 0, 05± 0, 21 1/s (Abb. 5.19)

und für hohe Kräfte (Zustand S2):

• Heparin: k0
off = 0, 04± 0, 35 1/s (Abb. 5.10)

• Heparansulfat: k0
off = 0, 11± 0, 23 1/s (Abb. 5.10)

und k0
2 = 0, 15± 0, 11 1/s. (Abb. 5.19)

Dabei ist auffällig, dass die thermische Off-Ratenkonstante für HS+6S bei niedrigen
Kräften zu der für Hep bei hohen Kräften sehr ähnlich ist. Hier ist bei Hep vermut-
lich eine Überlagerung der beiden Slip Bond Dissoziationen detektiert worden, da bei
früheren Messungen die Zustände nicht separat betrachtet worden sind.
Auch bei den Force Clamp Resultaten zeigt sich die gleiche Tendenz für niedrige Kräfte
(Zustand S1):
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• Heparin: k0
1 = 0, 362 1/s (Abb. 5.16)

• Heparansulfat: k0
1 = 0, 462 1/s (Abb. 5.17)

und für hohe Kräfte (Zustand S2):

• Heparin: k0
2 = 0, 17± 0, 19 1/s (Abb. 5.16)

• Heparansulfat: k0
2 = 0, 378± 0, 14 1/s. (Abb. 5.17)

Bei näherer Betrachtung der Energiedifferenz ∆E und der Übergangslänge ∆x zwischen
den beiden Zuständen, die notwendig sind für den konformationellen Übergang, zeigt
sich das natürliche Substrat der HD, das Heparansulfat und damit die spezielle Anord-
nung der 6-O-Sulfate in S-Domänen als effizienterer Partner. Beim HS+6S (Abb. 5.17)
beträgt die Energiedifferenz zwischen Zustand S1 und S2 ∆E = 36, 41± 25, 27 pN · nm
(≈ 9kBT ), also um etwa den Faktor zwei kleiner als bei Hep (Abb. 5.16) ∆E = 81, 08±
39, 73 pN · nm (≈ 20kBT ). Auch die Übergangslängen von HS+6S ∆x = 3, 127±1, 8 nm
und Hep ∆x = 6, 62 ± 2, 6 nm verhalten sich ähnlich. Somit benötigt der Übergang
zwischen den Konformationen bei der Interaktion HD/HS+6S die Hälfte der Energie
von HD/Hep. Dabei liegt die benötigte Energie für das Überwinden der Potentialbarrie-
re, und damit für die Änderung der Konformation bei der Interaktion HD/HS+6S, im
Bereich einer typischen Wasserstoffbrückenbindung [310]. Außerdem belegen diese ver-
hältnismäßig niedrigen Potentialbarrieren ∆E die Annahme, dass das System HD/GAG
sich während des Experiments zu jedem Zeitpunkt im thermodynamischen Gleichgewicht
befand.

Fundamentale Indizien für Allosterie

Konformationelle Übergänge sind bereits als Grund für das Catch Bond Verhalten beim
bakteriellen Adhäsin [133], dem Aktin [311] und den Cadherinen [140] identifiziert wor-
den. Im Falle der HD aus Sulf1 liegt noch keine 3D-Struktur des Proteins vor und über
allosterische Effekte wurde bislang nicht berichtet. Zudem wirft sich die Frage nach
physiologischer Relevanz und Notwendigkeit dieser speziellen Wechselwirkung auf. Die
bisher bekannten Catch Bond Systeme sind physiologisch molekularen Scherkräften aus-
gesetzt, wie zum Beispiel der Fluss im Blutkreislauf oder das Anspannen des Muskels.
Deshalb ist die Erklärung für das Catch Bond Verhalten bei diesen Systemen nahelie-
gend. Die Moleküle müssen sich fixieren, da diese sonst ihre Funktionen nicht ausüben
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könnten. Die Sulf1 ist aber ein Enzym und eine Beeinflussung durch Scherkräfte ist in
physiologischer Umgebung bisher nicht bekannt. Somit wird das Catch Bond Verhalten
vermutlich auf enzymatischer Ebene generiert und wäre damit bisher einzigartig.
Kürzlich konnten Seffouh und Kollegen zeigen, dass sowohl die humane Sulf1 als auch
die humane Sulf2 richtungsorientiert prozessieren und dadurch die 6-O-Sulfate des He-
paransulfats (HS+6S) innerhalb der S-Domänen entfernen, allerdings mit verschiedenen
Ratenkonstanten [31]. Dabei hat die HD eine zentrale Rolle bei der Erkennung des Sub-
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Abb. 5.20: Hypothetisches Modell der Bindung zwischen Sulf1 und HS+6S. Dabei sind die
Resultate von Seffouh [31] und die Beobachtungen aus dieser Arbeit kombiniert
worden. Die Wechselwirkung der Sulf1 mit einer HS+6S-Kette wird zum größten
Teil durch die HD gesteuert. Die HD ist für die Erkennung, die Bindung und für
die gerichtete Führung während der Prozessierung verantwortlich. Innerhalb die-
ser Prozesse findet laut unseren Ergebnissen wahrscheinlich eine wiederkehrende
Änderung der Konformation innerhalb der HD statt. Nach erfolgreicher Entfer-
nung aller 6-O-Sulfate innerhalb der jeweiligen S-Domäne dissoziiert die HD und
damit das komplette Enzym von der HS+6S-Kette.
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strats, der Desulfatierungs-Effizienz und der Prozessivität. Nach Seffouh bindet die HD
an die Saccharide mit 6-O-Sulfaten auf dem Heparansulfat, sodass das aktive Zentrum
des Enzyms dem gegenläufig weitestentfernten 6-O-Sulfat zugewendet ist. Somit kann
die Ausrichtung des Heparansulfats beziehungsweise der S-Domänen durch die HD für
die enzymatische Katalyse beeinflusst werden. Die prozessive Desulfatierung der 6-O-
Sulfate entlang des Heparansulfats findet dann in Richtung der HD statt, geführt durch
die Bindung der HD mit den 6-O-sulfatierten Sacchariden auf der gegenläufigen Seite
der Kette. Das Erreichen des Endes einer S-Domäne induziert das Lösen der HD und
damit der ganzen Sulf von der Heparansulfat-Kette.
Bei diesem Zusammenspiel zwischen Erkennung, Bindung, richtungsorientierter Prozes-
sierung und Dissoziation sind allosterische Effekte nicht nur möglich, sondern voraus-
gesetzt und notwendig. Dabei ist hier eindeutig gezeigt worden, dass die 6-O-Sulfate
anscheinend als allosterische Effektoren beim konformationellen Übergang zwischen den
Zuständen S1 und S2 fungieren. Der mögliche Ablauf dieser hochkomplexen und phy-
siologisch sehr essentiellen Interaktion zwischen den Sulfs und dem Heparansulfat ist in
Abb. 5.20 gezeigt. Dabei ist die HD für die Erkennung und die Bindung an die HS+6S-
Kette verantwortlich. Die HD der ungebundenen Sulf1 erkennt eine S-Domäne auf einer
HS+6S-Kette. Diese wird dann durch die HD ausgerichtet und an die Sulf1 gebunden.
Nach erfolgreicher Bindung prozessiert die Sulf1 gerichtet und gleitet dabei entlang der
HS+6S-Kette innerhalb der S-Domäne bis zum letzten 6-O-Sulfat, geführt durch die
HD. Sind alle 6-O-Sulfate der S-Domäne entfernt, löst sich die HD und damit das kom-
plette Enzym von der HS+6S-Kette. Es wird angenommen, dass die Prozessierung in
der Konformation des Zustands S1 stattfindet. Beim Gleiten befindet sich die HD in
einem konformationellen Mischzustand zwischen S1 und S2. Dabei wird der konforma-
tionelle Übergang der HD wahrscheinlich durch auftretende Scherkräfte beim Gleiten
induziert. Dadurch wird die Bindung zwischen HD/HS+6S abgesichert und eine vorzei-
tige Dissoziation wird unterbunden→ Catch Bond. Wird das nächste 6-O-Sulfat erreicht,
verankert sich die HD und liegt nur im Zustand S1 vor. Das Enzym kann ungestört das
6-O-Sulfat entfernen und gleitet zum nächsten 6-O-Sulfat. Das geht so weiter, bis das
letzte 6-O-Sulfat der S-Domäne entfernt ist und die HD beziehungsweise die Sulf1 sich
von der HS+6S-Kette wieder löst.
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5.2 Optische Rasternahfeldmikroskopie (aSNOM)
Für die Realisierung einer optischen Auflösung weit unter der Beugungsgrenze an Bio-
molekülen bis hin zu 17 nm ist in dieser Arbeit ein zum Teil selbst entwickeltes und
konstruiertes aperturloses optisches Rasternahfeldmikroskop (engl.: apertureless Scan-
ning Near-Field Optical Microscope, aSNOM) verwendet worden.
Metallische oder mit Metall beschichtete Scansonden liefern in der Regel eine deut-
lich höhere Fluoreszenz-Emission [312–315], aber die erzeugte Fluoreszenz von einzel-
nen Farbstoffen mit metallischen Scansonden zeigt häufig ein komplexes Muster auf
[100, 316, 317], das nicht einfach interpretiert werden kann. In dieser Arbeit werden
als Scansonden kommerziell erhältliche monolithische Silizium AFM-Kraftsensoren (Ab-
schn. 4.2.3) benutzt. Silizium hat zwar eine schwächere Feld-Überhöhung und eine kaum
nennenswerte Dipol-Dipol-Wechselwirkung [39], erzeugt jedoch eine lokale punktuelle
Fluoreszenz ohne komplexe Muster (Abb. 5.23). Um ein möglichst hohes Auflösungs-
vermögen zu erzielen, wird die Regelung der z-Richtung mit einem Lichtzeigersystem
(Abschn. 2.1.1) über zwei verschiedene Piezos realisiert sowie eine besondere phasenge-
koppelte Detektion des Fluoreszenz-Signals verwendet. Auf diese technischen Finessen
wird im Folgenden eingegangen.

5.2.1 Regelung der z-Richtung

Die Anregung und die Detektion der Fluoreszenz erfolgt unterhalb der Probe über ein
TIRF‖ Objektiv mit hoher NA = 1,49. Das entstehende und exponentiell abnehmende
evaneszente Feld hat eine Eindringtiefe von 100 – 200 nm. Dadurch wird nur ein sehr
kleines Volumen beleuchtet, was wiederum zur einer starken Reduzierung der Hinter-
grundfluoreszenz führt. Jedoch muss der Spalt zwischen Objektiv und Probe mit einer
Immersionsflüssigkeit gefüllt werden, um den Brechungsindex anzupassen. Hier wird das
Immersionsöl 518 F von Zeiss verwendet. Diese relativ zähe Flüssigkeit koppelt nun das
Objektiv über die Probe mit dem 3D Piezo-Nanopositionierer (Scanner). Somit wäre
bei dieser Konstellation eine z-Regelung über die Probenhalterung nicht vorteilhaft, da
auftretende Oszillationen im Immersionsöl zu störenden Abbildungs-Artefakten führen
würden. Dieses Problem ist mit einer Quasi-Entkopplung der z-Regelung durch Verwen-

‖TIRF Mikroskopie wurde von Ambrose 1956 eingeführt [318] und hat sich über Jahre zu einer
mächtigen Methode entwickelt [40, 41].
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Abb. 5.21: Auf der linken Seite ist ein Foto von dem 3D Piezo-Nanopositionierer und dem
AFM-Kopf samt dem Tapping-Piezo gezeigt. Rechts ist eine Schematische Dar-
stellung des Zusammenspiels der beiden Piezos bei der Abstandsregelung zwischen
Scansonde und Probe in z-Richtung abgebildet.

dung eines zweiten Piozos in der z-Richtung gelöst worden (Abb. 5.21). Ein zweiter Piezo
(Tapping-Piezo) ist ohnehin für die mechanische Anregung der Scansonde erforderlich
gewesen, da alle Aufnahmen in dem AM-AFM Modus (Abschn. 2.1.2) durchgeführt wor-
den sind. Somit ist die günstigste Realisierung eine Frequenzen-Trennung durch einen
Tiefpassfilter, wobei alle Frequenzen > 1 Hz auf den Tapping-Piezo von Piezomechanik
geführt werden und die tiefen Frequenzen auf die z-Richtung des Scanners von Physik
Instrumente, auf dem die Probe befestigt ist. Im Detail:

UP = G · (UZ − UT )± UC + 75V. (5.8)

Dabei repräsentiert UZ das Gesamt-Signal für die z-Position und kann Werte von
0 – 10 V annehmen. UT ist das tiefpassgefilterte Signal mit Grenzfrequenz f ≈ 1 Hz
und Spannungen von 0 – 10 V, das auf die z-Richtung des Scanners geht. UC ist die
Anregungs-Spannung des Tapping-Piezos mit Werten von einigen Millivolt bei 100 –
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350 kHz. Die Verstärkung G ist von 40 – 60 einstellbar und liefert Spannungen von 0 –
135 V. Somit enthält UP das Anregungs-Signal der Scansonde und das Regel-Signal mit
Frequenzen > 1 Hz. Außerdem wird der Tapping-Piezo mit 75 V vorgespannt. Allgemein
kann die Endstufe eine kapazitive Last von 90 nF bei einer Bandbreite größer 10 kHz trei-
ben. Mit dieser Konfiguration wird nun die z-Richtung des 3D Piezo-Nanopositionierers,
auf dem die Probe befestigt ist, für die langsamen Bewegungen benutzt, wie das Annä-
hern der Scansonde und der Tapping-Piezo für die schnellen Bewegungen. Somit wird
quasi die ganze Abstands-Regelung zwischen Scansonde und Probe mit dem Tapping-
Piezo realisiert, wobei Partikel mit bis zu 2 µm Höhe abgescannt werden können. Mit
dieser Technik ist eine kostengünstige und stabile Lösung gefunden worden. Die Schalt-
pläne für den Piezo-Treiber können im Appendix gefunden werden.

5.2.2 Phasengekoppelte Fluoreszenz-Detektion

Die Extraktion des Nahfeld-Signals aus dem detektierten Fluoreszenz-Signal ist beim
aSNOM eine Herausforderung, die sehr komplex und kostenintensiv sein kann. Beispiele
dafür sind interferometrische Techniken [89–91] oder die Ausnutzung der materialabhän-
gigen Phonon-Polariton Resonanz [92, 93]. Bei dem hier verwendeten aSNOM-Gerät ist
die so genannte phasengekoppelte Fluoreszenz-Detektion benutzt worden [39, 319]. Bei
diesem Verfahren wird die Detektion des Fluoreszenz-Signals und die Laserbeleuchtung
mit der Oszillation der Scansonde synchronisiert (AM-AFM Modus, Anschn. 2.1.2). Es
werden in jedem Schwingungszyklus jeweils an dem Umkehrpunkt zwei Fluoreszenz-
Signale aufgenommen (Abb. 5.22 a)), wenn sich die Scansonde in unmittelbarer Nähe
der Probenoberfläche befindet (Nahfeld) und am weitesten davon entfernt (Fernfeld).
Die Amplitude der Schwingung beträgt ca. 100 nm und wird konstant gehalten. Die
Detektion erfolgt jeweils über ein Phasenfenster von 20 – 40° der Schwingung und kann
individuell angepasst werden. Die Schaltvorgänge von Detektor und Laserbeleuchtung
sind ebenfalls einstellbar. Eine Übersicht über die Schaltpläne für den Dioden-Treiber
kann im Appendix gefunden werden.
Das erhaltene Nahfeld-Signal ist jedoch noch durch ein beugungsbegrenztes parasitäres
Fernfeld-Signal überlagert, weil das charakteristische fokale Volumen einen Radius von
≈ 300 nm hat. Die Verstärkung der Fluoreszenz-Emission wird allerdings nur durch
die Feld-Überhöhung (Abschn. 2.1.5) an dem Apex der Scansonde hervorgerufen bei
Abständen ≈ 10 nm von Farbstoff und Scansonde. Hier kommt nun das zusätzlich auf-
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5.2 Optische Rasternahfeldmikroskopie (aSNOM)

genommene Fernfeld-Signal ins Spiel. Es wird von dem Nahfeld-Signal subtrahiert, des
Weiteren werden diese Daten noch mit einem Tiefpass linienweise gefiltert. Somit ent-
steht ein korrigiertes Nahfeld-Signal mit deutlich reduzierten Fernfeld-Störungen und
Rauschartefakten. Nun kann das korrigierte Nahfeld-Signal ohne weitere Anpassungen
mit der Topografie überlagert werden. Beide Datensätze sind von vornherein deckungs-
gleich, da die Scansonde beim aSNOM gleichzeitig als Abtaster der Topografie und als
optische Nano-Antenne des Nahfeld-Signals fungiert. In Abb. 5.23 ist das korrigierte

a)

Nahfeld

PositionzderzSonde

LaserzSchaltungzz

APDzSchaltung

APDzSchaltung

Fernfeld

Anregung

FernfeldNahfeld

Signal

Phasenfensterzz20z−z40°zz

10zkHz

5

0b) c)

Abb. 5.22: a) Schematische Darstellung der phasengekoppelten Fluoreszenz-Detektion. Die
Anregung und die Detektion erfolgen zweimal pro Schwingungszyklus in einem
Phasenfenster von 20 – 40° und sind abhängig von der Position der Scansonde.
Dabei entstehen zwei Fluoreszenz-Datensätze, einer vom Nahfeld und der andere
vom Fernfeld.
b) und c) 5×5 µm2 Scanfläche von fluoreszenz-markiertem Desmin. b) Ungefil-
tertes Nahfeld-Signal. c) Fernfeld-Signal. Der Skalenbalken repräsentiert 500 nm.
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Abb. 5.23: Die aufbereiteten Daten aus Abb. 5.22 der Desmin-Filamente.
a) Korrigiertes Nahfeld nach Subtraktion des Fernfeld-Signals und der
Tiefpass-Filterung Linie für Linie.
b) Die Überlagerung der Topografie mit dem korrigierten Nahfeld-Signal.
Der Skalenbalken repräsentiert 500 nm.
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Abb. 5.24: Ein weiteres Beispiel für hochauflösende optische Mikroskopie mit-
tels aSNOM. Hier handelt es sich um einen 5×5 µm2 Scan von
fluoreszenz-markiertem TMV.
a) Fernfeld-Signal. b) Ungefiltertes Nahfeld-Signal.
c) Die Kombination beziehungsweise Überlagerung der Topografie mit
dem korrigierten Nahfeld-Signal. Die Zoom-Ausschnitte verdeutlichen
die Vorteile der phasengekoppelten Fluoreszenz-Detektion. Der Ska-
lenbalken repräsentiert 500 nm.
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Nahfeld-Signal der Fluoreszenz und das kombinierte Fluoreszenz-Topografie-Signal des
Intermediärfilaments Desmin (Abschn. 3.3) gezeigt.
Ein weiteres Beispiel für die Leistungsfähigkeit dieser Detektionsmethode ist in Abb 5.24
dargestellt. Hier handelt es sich um das Tabakmosaikvirus (Abschn. 3.4). Das TMV ist
als Test- und Modellsystem in dieser Arbeit verwendet worden.

5.2.3 Auflösungsvermögen des aSNOM

Topografische Auflösung

Die erreichbare topografische Auflösung unseres aSNOM ist etwas niedriger verglichen
mit kommerziell erhältlichen AFM-Geräten, die insbesondere einen Piezo-Tube-Scanner
verwenden. Ein Beispiel ist in Abb. 5.25 gezeigt. Beide AFM-Bilder zeigen das Inter-
mediärfilament Desmin, wobei der Scanbereich 5×5 µm2 beträgt. Bild 5.25 a) ist mit
einem Nanoscope IIIa Multimode (Digital Instruments, Santa Barbara, USA) aufge-
nommen worden. Links oben ist zusätzlich noch ein hochauflösender Zoom-Ausschnitt
gezeigt. Abb. 5.25 b) zeigt die gleiche Scanfläche aufgenommen mit dem aSNOM. Es
ist deutlich zu sehen, dass das aSNOM die Morphologie des Desmins nicht so gut auf-

0

8 nm

4

a) b)

Abb. 5.25: a) Ein 5×5 µm2 AFM-Scan von Desmin, der mit einem Nanoscope
IIIa Multimode gemacht worden ist. Links in der Ecke ist zusätzlich ein
hochauflösender Zoom-Ausschnitt gezeigt. (AFM-Bild: Mareike Dieding)
b) Ein 5×5 µm2 AFM-Scan von Desmin, der mit unseren aSNOM ge-
macht worden ist. Der Vergleich zeigt, dass beim aSNOM aufgrund des
Konzepts Einbußen bei der topografischen Auflösung hingenommen wer-
den müssen. Der Skalenbalken repräsentiert 500 nm.
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5 Ergebnisse und Diskussion

löst wie das Multimode. Die schlechtere Auflösung ist ein konzeptionelles Problem von
AFM-Geräten, bei denen die x-y-Richtung von der z-Richtung des Scanners entkoppelt
ist. Außerdem muss die Probe beim aSNOM von unten und oben zugänglich sein, und
da hier mit einem TIRF Objektiv gearbeitet wird, müssen als Substrate 0,2 mm dünne
Deckgläser verwendet werden. Diese Bedingungen machen das aSNOM und die Probe
anfällig für störende Schwingungen, die die Topografie überlagern. Abb. 5.26 zeigt einen
Schnitt durch die in Abb. 5.25 gezeigten Datensätze. Im direkten Vergleich erscheinen
die Desmin-Filamente beim aSNOM im Durchschnitt 10 nm breiter als beim Multimo-
de. Somit ist die topografische Auflösung ca. 15% niedriger. Fairerweise ist zu erwähnen,
dass das Multimode eines der einfachsten und robustesten AFM-Geräte auf dem Markt
ist für das Abbilden bei Umgebungsbedingungen.
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Abb. 5.26: Ein Schnitt gelegt durch einen Topografie-Datensatz von Desmin.
Der linke Datensatz ist mit einem Nanoscope IIIa Multimode auf-
genommen worden und der rechte mit unserem aSNOM. Bedingt
durch das Konzept des aSNOM ergibt sich eine etwas niedrige-
re topografische Auflösung. Die Abstands-Werte in den Graphen
repräsentieren die FWHM-Werte der Peaks.

Optische Auflösung

Die optische Auflösung ist mittels Anpassung der Fluoreszenz-Peaks mit einer Gaußfunk-
tion bestimmt worden, wobei der FWHM-Wert (engl.: Full Width Half Maximum) der
Gaußfunktion die Auflösung repräsentiert. Optische Auflösungen bis zu 17 nm sind an
Biomolekülen erreicht worden (Abb. 5.27). Die durchschnittliche optische Auflösung des
verwendeten aSNOM liegt bei ∆x = 24 ± 1 nm (Abb. 5.27 c)) bei einem Signal-Rausch-
Verhältnis (engl.: Signal to Noise Ratio, SNR) von besser als 10, was sich hervorragend
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Abb. 5.27: a) Die Kombination der Topografie mit dem korrigierten Nahfeld-Signal
des Desmins. Die eingekreisten Bereiche markieren die untersuchten
Fluoreszenz-Spots. Der Skalenbalken repräsentiert 500 nm.
b) Schnitt des Fluoreszenz-Signals der in a) markierten Bereiche: 1 ge-
hört zum linken Bild und 2 zum rechten. Die gefundenen Abstände zwi-
schen zwei benachbarten Fluoreszenz-Spots entsprechen der Länge ei-
nes ULF. c) Verteilung der gemessen FWHM-Werte an Desmin-Daten.
Die daraus resultierende optische Auflösung unseres aSNOM beträgt im
Durchschnitt ∆x = 24 ± 1 nm.

mit den publizierten Daten aus [320] deckt. In Abb. 5.27 c) ist auffällig, dass einige
FWHM-Werte relativ stark von dem Durchschnitt abweichen. Das hängt mit der Orien-
tierung und der Position der Farbstoffe zusammen. Die Farbstoffe können innenliegend
oder unter dem Molekül sein und somit für die Scansonde nicht immer erreichbar. Da
aber der Abstand zwischen Apex der Scansonde und dem Farbstoff signifikant für die
maximale Auflösung ist, erscheint der Fluoreszenz-Peak verbreitet.

113
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Die beschriebenen Fluoreszenzlöschungs-Effekte, die auch durch Scansonden aus Sili-
zium bei sehr kleinen Abständen hervorgerufen werden können [321], sind hier nicht
beobachtet worden, vermutlich weil die detektierte Fluoreszenz über ein relativ breites
Phasenfenster von 20 – 40° aufintegriert wird und das Signal somit nie Null werden kann.

5.2.4 Das aSNOM als Diagnosewerkzeug

Die Leistungsfähigkeit unseres aSNOM ist an zwei verschieden biologischen Systemen,
dem TMV und Desmin, demonstriert worden. Insbesondere die Experimente mit dem
Desmin zeigen das große Potential des aSNOM. Bei der Auswertung der Desmin-Daten
sind öfters zwei benachbarte Fluoreszenz-Signale mit Abständen zwischen 50 – 70 nm
aufgefallen (Abb. 5.27 a) und b)). Diese Abstände repräsentieren die Länge eines ULF
(Unit Length Filaments), die etwa 60 nm beträgt (Abschn. 3.3.1) [261]. Damit ist es prin-
zipiell möglich gewisse Mutationen des Desmins durch Abstände der Fluoreszenz-Spots
zu bestimmen, da einige mutierte Desmin-Monomere anders assemblieren als der Wild-
Typ [322–324]. Erwähnenswert ist jedoch, dass die Desmin-Filamente mit benachbarten
Fluoreszenz-Spots relativ kurz waren, sodass vermutlich die Fluoreszenz-Markierung die
Assemblierung stört. Beispiele dafür sind in Abb. 5.28 gegeben. Dieses Phänomen muss
noch näher untersucht werden.

Abb. 5.28: Zoom-Ausschnitte der kombinierten Topografie mit dem korrigierten Nahfeld-
Signal des Desmins. Benachbarte Fluoreszenz-Spots treten oft auf relativ kurzen
Desmin-Filamenten auf. Der Skalenbalken repräsentiert 500 nm.

Die Kombination aus zwei etablierten Methoden der TIRF Mikroskopie und dem AFM
zum aSNOM bringt ein sehr vielseitiges Werkzeug zu Tage. Das aSNOM bündelt die
Rastersonden-Methode mit leistungsfähiger optischer Mikroskopie und erhält dadurch
die einzigartige Eigenschaft simultan topografische und optische Informationen mit hoher
Präzision im nm-Bereich zu liefern. Wegen der Benutzung von kommerziell erhältlichen
Scansonden aus Silizium entfällt die komplexe Eigenherstellung der Sonden, was finan-
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zielle und zeitliche Vorteile mitbringt. Außerdem sind die optischen und topografischen
Signale von vornherein synchron und bedürfen keiner weiteren Anpassung. Sie können
einfach übereinander gelegt werden und zeigen auf Anhieb sehr genau die Lokalisierung
der Farbstoffe und damit auch der speziellen funktionellen Gruppen. Zusätzlich kann
aus der Fluoreszenz der Markierungsgrad der Moleküle bestimmt werden. Zudem er-
laubt das aSNOM Messungen in Flüssigkeit und ist somit prädestiniert für biologische
Anwendungen. Die phasengekoppelte Fluoreszenz-Detektion verhindert das frühzeitige
Fotobleichen und verlängert die Messzeit, da die Beleuchtung nur auf das Wesentliche
minimiert wird (Abschn. 5.2.2). Es ist ein vielseitiges Gerät, das durch kleine Umbau-
maßnahmen auch für zweifarbige Fluoreszenz-Detektion eingesetzt werden kann.
Folglich eignet sich das aSNOM für Untersuchungen von verschieden Molekülen, insbe-
sondere Biomolekülen, wo die genaue Lokalisierung auf Einzelmolekülniveau von gewis-
sen funktionellen Gruppen auf Oberflächen essentiell ist. Auch die strukturelle Beschaf-
fenheit der Moleküle kann mittels aSNOM analysiert werden.
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Das Rasterkraftmikroskop ist ein vielseitiges Werkzeug, das sowohl spektroskopische
als auch mikroskopische Analysen von strukturellen und funktionellen Eigenschaften
unterschiedlicher Systeme ermöglicht.
Im ersten Projekt dieser Arbeit sind kraftspektroskopische Untersuchungen der Wechsel-
wirkung zwischen der HD aus Sulf1 und den jeweiligen GAG Hep, HS+6S, DS, HS–6S
und K5NS durchgeführt worden. Dazu sind die dynamische Kraftspektroskopie sowie
Force Clamp für die Bestimmung der thermischen Off-Ratenkonstante beziehungsweise
der Lebensdauer des Komplexes verwendet worden. Alle Datensätze zeigen, dass nicht
die Gesamtladung, sondern die Anwesenheit der 6-O-Sulfate eine zentrale Rolle für die
Erkennung und die Bindung zwischen HD und GAG hat. Außerdem sind starke Indizien
gefunden worden, dass die Subdomäne MBP-HD_V der HD eine Schlüsselrolle bei der
Erkennung und Bindung haben könnte. Des Weiteren ist auch die Notwendigkeit der 6-O-
Sulfate für das Catch Bond Verhalten gezeigt worden, da nur GAG mit 6-O-Sulfatierung
solch eine Charakteristik aufweisen. Insbesondere beim natürlichen Substrat HS+6S und
seinem engen Verwandten Hep ist dieses Verhalten im Bereich zwischen 10 – 18 pN stark
ausgeprägt. Darüber hinaus war es möglich mit dem in dieser Arbeit vorgestellten Two-
State Two-Path Modell diese besondere Interaktion mathematisch zu beschreiben und
zu zeigen, dass die spezielle Anordnung der 6-O-Sulfate in S-Domänen die Wechselwir-
kung zwischen HD und HS+6S effizienter macht im Gegensatz zu HD/Hep. Außerdem
bekräftigt die hervorragende Übereinstimmung des Two-State Two-Path Modells mit
den Messergebnissen die Hypothese der Allosterie für die Wechselwirkung zwischen HD
und 6-O-sulfatierten GAG. Damit lässt sich das Catch Bond Verhalten ansatzweise er-
klären. Über die physiologische Relevanz und Notwendigkeit dieser Charakteristik kann
derzeit keine genaue Aussage gemacht werden. Jedoch wird auf der Basis der Ergebnis-
se von Seffouh und Kollegen und den Messergebnissen aus dieser Arbeit angenommen,
dass die Prozessierung und das Gleiten der Sulf1 auf der HS+6S-Kette bei verschieden
Konformationen der HD stattfinden. Dabei entstehen wahrscheinlich während des Glei-
tens Scherkräfte, die den konformationellen Übergang und damit auch das Catch Bond
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Verhalten verursachen. Diese Konformationsänderung sichert vermutlich die Bindung
zwischen HD/HS+6S ab (Mischzustand zwischen S1 und S2), um eine vorzeitige Dis-
soziation zu unterbinden. Wird das nächste 6-O-Sulfat erreicht, verankert sich die HD
(Zustand S1), damit das Enzym ungestört das 6-O-Sulfat entfernen kann. Dieser Zyklus
findet solange statt, bis das letzte 6-O-Sulfat der S-Domäne entfernt ist und die HD
beziehungsweise die Sulf1 sich von der HS+6S-Kette wieder löst. Für ein detailliertes
Verständnis der Wechselwirkung und der Physiologie, müssen weitere kraftspektrosko-
pische Experimente mit der vollständigen Sulf1 durchgeführt werden. Außerdem ist zu
prüfen, inwiefern die Subdomänen der HD, insbesondere die MBP-HD_V, Einfluss auf
das Catch Bond Verhalten haben. Zudem wäre die Kenntnis über die 3D-Struktur der
HD sehr hilfreich für die Beschreibung und Modellierung der Wechselwirkung.
Zum zweiten Projekt dieser Arbeit gehört die Weiterentwicklung sowie Anwendung ei-
nes aperturlosen optischen Rasternahfeldmikroskops (aSNOM). Dazu ist die bewährte
AFM-Technik mit der TIRF Mikroskopie kombiniert worden. Charakteristisch für unser
aSNOM sind insbesondere die Benutzung kommerzieller Scansonden aus Silizium, die
Regelung der z-Richtung mit einem Lichtzeigersystem über zwei separate Piezos sowie
eine besondere phasengekoppelte Detektion des Fluoreszenz-Signals. Diese technischen
Finessen ermöglichen molekukare Auflösungen sowohl topografisch als auch optisch. Mit
dem aSNOM ist auf zwei verschiedenen biologischen Systemen, dem TMV und Desmin,
eine optische Auflösung kleiner 20 nm demonstriert worden. Die Kombination aus Topo-
grafie und der hohen optischen Auflösung zeigt das enorme Potential dieser Applikation
für diagnostische Zwecke. Diese Methode eignet sich besonders für Systeme, die sich
aus mehreren gleichen oder gemischten Untereinheiten zusammensetzen, wo definierte
Abstände zwischen gewissen funktionellen Gruppen die strukturellen Beschaffenheiten
beschreiben. Das haben besonders die Untersuchungen an Desmin offenbart, bei denen
Abstände von 50 – 70 nm zwischen benachbarten Fluoreszenz-Signalen gefunden worden
sind. Diese Abstände decken sich hervorragend mit der Länge eines ULF, die etwa 60 nm
beträgt. Somit kann die Kombination der Topografie mit der optischen Information Auf-
schluss über Strukturmerkmale des Systems geben. Dabei kann eine Veränderung dieser
speziellen Abstände mit einer möglichen Mutation in der Aminosäuresequenz assoziiert
werden. Für die Prüfung der Aussagekraft dieser Methode sollten im nächsten Schritt
insbesondere Messungen mit Mutanten von Desmin durchgeführt werden. In der Zukunft
kann außerdem unser aSNOM ohne besondere Umbaumaßnahmen auch für zweifarbige
Fluoreszenz-Detektion eingesetzt werden. Damit können gleichzeitig zwei verschiedene
funktionelle Gruppen beobachtet werden.
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Aminosäuren

Abb. 6.1: Aufschlüsselung der Abkürzungen und der Buchstaben-Codes der Aminosäuren.
(aus [325])
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