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1 Zusammenfassung

lonenkanale sind wichtige Bestandteile der Membranen lebender Zellen bzw.
Organismen. Durch diese Kanale konnen lebende Zellen I6sliche Stoffe mit
ihrer Umwelt austauschen. In Gram-negativen Bakterien durchspannen Porine
als lonenkanale die auliere Membran dieser Organismen. Ein Vertreter dieser
Porine ist Omp32 aus Delftia acidovorans. Dieses Porin eignet sich, aufgrund
seiner gelosten atomaren Struktur, als Modellsystem zum Studium des
transmembranen Transports. Ziel dieser Arbeit war es, einen tieferen Einblick in
die lonen-Protein-Wechselwirkung in lonenkanalen, anhand dieses Modell-

systems, zu gewinnen. Dazu wurden verschiedene Ansatze verfolgt:

1. Es wurden Leitfahigkeitsmessungen an Omp32 sowie an drei speziellen

Mutanten in planaren Membranen durchgefihrt,

2. weiter wurden Simulationsrechnungen, zur Klarung des Phanomens des

spannungsabhangigen Schliellens von Porinen, angestellt und

3. Biomineralisationsexperimente an 2D-Kristallen von Omp32 durch-
gefuhrt, um weitere Erkenntnisse zur lonen-Protein-Wechselwirkung zu

erhalten.
Im Rahmen dieser Arbeit lassen sich die folgenden Ergebnisse feststellen:

- Das rekombinant hergestellte Omp32 und seine speziellen

Mutationen zeigen ein porintypisches Verhalten.
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Die durch molekular-dynamische Simulationsrechnungen ge-
fundene Bindungsstelle fir Malationen, im Bereich der Konstrik-
tionszone von Omp32, konnte in Leitfahigkeitsmessungen

bestatigt werden.

Der Vorgang des spannungsabhangigen Schliellens beruht auf

einer Vielzahl von Einzelereignissen.

Das Modell der Nachsten-Nachbar-Wechselwirkung ist geeignet
das spannungsabhangige SchlieRverhalten der Porine zu

beschreiben.

Die Ergebnisse der Biomineralisationsexperimente zeigen einen
deutlichen Zusammenhang zwischen geladenen Aminosaure-

resten des Porins und dem Auftreten einer Metallabscheidung.

Die Ergebnisse der Untersuchungen werden am Ende der Arbeit einer

kritischen Bewertung unterzogen.
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2  Abkiurzungsverzeichnis

AFM Atomic force microscopy

DphPC Diphytanoylphosphatidylcholin

TEM Transmissions-Elektronen-Mikroskopie
CMC critical micell concentration

uv ultra-violett (Licht)

STM scanning tunnel microscopy
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3 Einleitung

Gram-negative Bakterien besitzen eine auf’ere und eine innere Zellmembran
die den periplasmatischen Raum definieren und das Peptidoglykan, die rigide
Komponente der Zellhille, einschlielen. Jeglicher Austausch von
Stoffwechselprodukten des Organismus muss Uber diese Membranen erfolgen.
Wahrend die innere Membran aus symmetrisch verteilten Phospholipiden
besteht und vornehmlich Enzyme und Transportproteine enthalt, weist die
aullere Membran neben asymmetrisch angeordneten Phospholipiden auch
Lipopolysaccharide auf, die die aulere Lipidschicht bilden (Hancock et al.,
1994)'. In der &uBeren Membran befindet sich eine groRe Anzahl von
Membranproteinen (Benz et al., 1985)? . Darunter sind Rezeptorproteine, aktive
und passive Transporter und Komponenten von Proteinkomplexen. Ihr Anteil an
der aulleren Membran addiert sich auf ca. 50 Massenprozent. Die aullere
Membran ist durch Proteine an der Peptidoglykanschicht befestigt. Beispiele flr
diese spezialisierten Verbindungsproteine sind das Braun'sche Lipoprotein der
Enterobakterien und das Protein Omp o von Thermotoga maritima. Die auliere
Membran schitzt den Organismus durch Selektion auf molekularer Ebene vor
dem unerwlinschten Eintrag von externen zellschadigenden Substanzen

(Nikaido et al., 1985).2

Die membrandurchspannende Abschnitte der Proteine der inneren Membran
bestehen aus a-Helices wie z.B. der K'-Kanal. Im Gegensatz dazu sind die
membrandurchspannenden Proteine der dulleren Membran aus p-Strangen

aufgebaut, welche in sich geschlossene, antiparallele p-Faltblatter, sogenannte
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p-Barrels bilden. Wobei das p-Barrel eigentlich ein in sich geschlossenes f3-
Faltblatt darstellt. Die p-Strange sind beziglich der Membranebene geneigt,
wobei der Grad der Neigung durch den sogenannten ,shear factor beschrieben
wird (D. Marsh, 2000)*. Die AuRenseite des p-Barrels ist in den Bereichen des
Membrankontaktes mit stark hydrophoben Aminosaureresten ausgestattet, die
in Wechselwirkung mit den Fettsdureketten der Lipide das Protein in die

Membran halten und stabilisieren.

B-barrelartige Proteine existieren in wasserldslicher und hydrophober, vulgo
membranstandiger Form. Die wasserldslichen Vertreter haben dabei zwischen
ein und acht p-Strange. Beispiele sind Metalloproteasen (U. Baumann et al.,
1993)° oder Streptavidin (W. Hendrickson et al., 1989)°. Die Gruppe der
membranstandigen Proteine spaltet sich in weitere Untergruppen auf, deren
Unterteilung gemal der Anzahl der (-Strange vorgenommen wird.
Interessanterweise korreliert in einigen Fallen auch die Funktionen einiger
Vertreter der jeweiligen Untergruppen, entsprechend der Anzahl von f-
Strangen. Bisher werden diese Untergruppen in Proteine mit 8, 10, 12, 16, 18

oder 22 -Strangen eingeteilt.

OmpA und OmpX aus E. coli gehdren zur Untergruppe der membranstandigen
Proteine mit 8 B-Strangen. Vertreter dieser Gruppe Uben offenbar verschiedene
Funktionen aus, zumindest konnte bisher keine einheitliche Funktion
nachgewiesen werden, obwohl sie eine hohe Sequenzahnlichkeit aufweisen (C.
Baldermann et al., 1998)". Die Mitglieder dieser Gruppe zeichnen sich durch die

Ausbildung eines sehr kleinen Kanals aus, welcher im Falle von OmpA nicht
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durchgangig zu sein scheint und dessen physiologische Bedeutung ungeklart

ist (A. Arora et al., 2000).2

Bei der Untergruppe von B-Barrelproteinen mit 10 oder 12 p-Strangen handelt
es sich beispielsweise um membranstandige Enzyme wie OmpT (L.
Vandeputte-Rutten et al., 2001)° oder OmpLA, eine Protease bzw. Phospho-
lipase (H. J. Snijder et al., 1999)". Ein kombiniertes Kanal- und Tunnelprotein
ist TolC (V. Koronakis et al., 2000)," welches aus drei gleichen Untereinheiten
besteht, einen p-Barrel mit einem a-helikalen Kanal durch die Membran bildet
und zum Export von Proteinen und anderen Molekiilen aus dem Organismus

dient.

Die Vertreter der Untergruppe mit 16 g-Strangen sind die Porine. Das Porin aus
Rhodobacter capsulatus (M .S. Weiss et al., 1990)'> war das Erste der
membranstandigen p-Barrelproteine, dessen atomare Struktur gelést wurde
(M. S. Weiss et al., 1992).'° Der bekannteste Vertreter dieser Gruppe ist OmpF
aus E. coli, dessen Eigenschaften bereits sehr gut untersucht sind (R.M.
Garavito et al., 1980)", (R. Koebnik et al., 2000)." Auch das im Zentrum dieser
Arbeit stehende Omp32 aus Delftia acidovorans gehort dieser Untergruppe an,
deren Mitglieder flr den passiven Transport von l6slichen Molekilen bis zu
einer GrofRe von ca. 600 Da verantwortlich sind. Sie zeichnen sich dadurch aus,
dass sie in der Regel als stabile Trimere auftreten und keine spezifischen
Bindungsstellen flr Molekiile besitzen. Diese Untergruppe wird auch als die

Gruppe der unspezifischen oder allgemeinen Diffusions-Porine bezeichnet.
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Im Gegensatz dazu rechnet man die trimeren Porine mit 18 -Strangen zu den
spezifischen Porenproteinen. Vertreter dieser Gruppe sind das Maltoseporin
LamB (T. Schirmer et al., 1993)', (T. Schirmer et al., 1995)'" sowie das
Sucroseporin ScrY (D. Forst et al., 1998)*, (J. E. W. Meyer et al., 1997a).'° Der
Kanal dieser Porine zeigt stark spezialisierte Strukturen, wobei der spezifische
Transport der Zuckermolekile von einigen ausgezeichneten Aminosauren
abhangt (D. Ulmke et al., 1999)*°. Unter anderem mittels Simulations-
rechnungen (J. E. W. Meyer et al., 1997b)*, (T. Schirmer et al.,1999)** konnte
gezeigt werden, dass der Transport der Molekule innerhalb des dabei
schrittweise von Bindungsstelle zu Bindungsstelle erfolgt. Ein Konzept, welches

gleichzeitig eine hohe Spezifitat bewirkt.

Vertreter der letzten Untergruppe mit 22 B-Strangen sind die
Eisentransportproteine wie FhuA (K. P. Locher et al., 1997)*, FepA (S. K.
Buchanan et al., 1999)** und FecA (V. Braun et al., 2002)*. Diese Vertreter sind
ausschlieBlich aktive Transportproteine und bilden keine offenen Kanale wie die

trimeren Porine.

In Abbildung 1 sind typischen Vertreter der einzelnen Gruppen dargestellt und

deren wichtigste Eigenschaften kurz zusammengefasst.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden vornehmlich die elektrostatischen lonen-
Protein-Wechselwirkungseigenschaften des Porins Omp32, aus dem Bakterium
Delftia acidovorans (S. Gerbl-Rieger et al., 1992)% untersucht. Omp32 ist ein

Vertreter der Untergruppe der membranstandigen Proteine mit 16 B-Strangen
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und wird nominell zu den unspezifischen Porinen gerechnet. Omp32 besteht

aus 322 Aminosauren und hat eine Masse von 34,8 kDa.

OmpA Omp32
Anzahl B-Striinge:
8 16 18 22

Durchmesser B-barrel:

1,5x 1,8 nm 28x33nm 2,5x3,6 nm 3.6 x4.7 nm
Funktion:
Stabilitit Nihrstoffaufnahme Nihrstoffaufnahme Eisenaufnahme
(unspezifisch) (spezifisch)
Abbildung 1 (Porinunterklassen)

Abbildung 1 zeigt Vertreter der unterschiedlichen Porinunterklassen und deren
Eigenschaften. Die Angabe des Durchmessers bezieht sich dabei auf die
minimalen Abstdnde gegeniiberliegender C_-Atome des porenbildenden

Barrels. Die Abbildung wurde aus (K. Zeth et al., 2000)*° entnommen.

Allerdings besitzt Omp32 die gréflite bekannte Anionenselektivitat aller Porine
(Mathes 2000)°" und hat im Gegensatz zu OmpF (P. S. Phale et al., 1998)%,
(K.M. Robertson et al., 2002)® eine extrem stark geladene Engstelle, welche
mit 25 A2 den kleinsten Querschnitt unter den unspezifischen Porinen aufweist.
Die hohe Ladungsdichte im Bereich der Engstelle von Omp32 hat eine starke

Wechselwirkung zwischen dem Porin und den lonen zur Folge, welche durch
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den Kanal transportiert werden und auch die hohe Anionselektivitat erklart.
Erste elektrophysiologische Messungen haben gezeigt, dass die Leitfahigkeit
des Proteins einen nicht linearen Verlauf aufweist, was ebenfalls auf lonen-
Aminosauren-Wechselwirkungen  zurlickschliellen lasst. Aus neueren
molekulardynamischen Untersuchungen (U. Zachariae et al., 2002)® wurde
ersichtlich, dass nur einzelne lonen die Engstelle passieren kdnnen und die

Dynamik der Aminosaurereste eine bedeutende Rolle spielt.

Die Struktur des Proteins wurde mit einer Aufldsung von 2,1 A geldst (K. Zeth et
al., 2000)*. Diese Strukturdaten bilden die wichtigste Grundlage fir die
weiteren Untersuchungen an Omp32. Die zugrundeliegende Zielsetzung dieser
Arbeit besteht darin, weitere experimentelle Befunde zur lonen-Protein-
Wechselwirkung zu untersuchen und diese in Zusammenhang mit den

bekannten Strukturdaten zu setzen.

4 Leitfahigkeitsexperimente

4.1 Einleitung

Das Porin Omp32 stellt, wegen seiner strukturellen Besonderheiten und der
Ubersichtlichkeit der elektrostatischen Eigenschaften, ein interessantes Objekt
zur Erforschung der Funktionsweise von Proteinkanalen der au3eren Membran

dar.
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g& o ‘ FANWAAGOGADDN 8O oo

Abbildung 2 (Omp32)

zeigt im Bildteil (A) ein Stereobild von Omp32. Die Struktur von Omp32 besteht
aus einem p-Barrel mit 16 -Stréngen (51 - 16) und 8 extrazelluldren Loops. In
dieser Darstellung ist der erste [3-Strang des N-Terminus in blauer Farbe dar-
gestellt. Mit P1 ist eine Ausstlilpung des Strangs 2 gekennzeichnet, welcher in
das Innere des Kanals hineinragt. Bildteil (B) zeigt die Aminoséuresequenz und

das Faltungsmodell von Omp32. Die Abbildung wurde aus (Zeth et al., 2000)*
entnommen.

Omp32 besitzt eine besonders enge Konstriktionsstelle innerhalb des aus dem

B-Barrel gebildeten Kanals. Verantwortlich fir die Formierung dieser Engstelle
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sind Protein-Loops, welche in das Kanalinnere hineinragen. Dabei ist nicht nur
der bei allen Porinen beteiligte Loop 3 von Bedeutung, sondern zusatzlich Loop
8 und eine Ausstllpung des p-Stranges 2, die nur bei Omp32 zur
Porendefinition beitragen (K. Zeth et al., 2000).*° Die Geometrie des Kanals mit
seiner Engstelle, in Zusammenhang mit Seitenketten der Aminosauren, welche
in das Kanalinnere hineinragen, ist im Wesentlichen flir die funktionellen
Eigenschaften des Transports verantwortlich. Insbesondere die Aminosaure-
reste im Bereich der sogenannten Konstriktionszone sind dabei von grol3er
Bedeutung, da sie die elektrostatischen Eigenschaften des Kanals von Omp32
bestimmen. Die Anion- oder Kationselektivitat von Porinen wird der
Ladungsverteilung im Kanalinneren zugeschrieben (P. S. Phale et al., 2001).*'
Speziell ein Arginincluster (U. Zachariae et al., 2002)?°, der ein gemeinsames
Merkmal aller unspezifischen Porine ist, bestimmt mit weiteren positiv
geladenen Aminosaureresten im Kanal die elektrostatische Ladungssituation im
Bereich der Konstriktionszone von Omp32. Im Gegensatz zu anderen Porinen
(S. W. Cowan et al., 1992)* befinden sich keine gegenséatzlich geladenen
Reste im Kanal. Dies hat zur Folge, dass das elektrostatische Feld der Pore

stark positiv ist.
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Abbildung 3 (Ladungscluster)

zeigt im Bildteil a.) die Aufsicht auf eine ,,space-ribbon“-Darstellung von Omp32.
Dabei wurde eine Auswahl von geladenen Seitenketten hervorgehoben. Bildteil
b.) zeigt in einer AusschnittsvergréBerung die Seitenansicht der Konstriktions-
zone mit dem Arginincluster.

In Abbildung 3 ist dieser Arginincluster und seine Lokalisation innerhalb des
Kanals dargestellt. In der Aufsicht von Abbildung 3 a.) ist deutlich sichtbar, dass
die Ladungen im Bereich der Engstelle auf einer Seite des Kanals angeordnet
sind. Weiter ist dort die hohe Ladungskonzentration an der Aulenseite des -
Barrels dargestellt. Dieser Ladungsgurtel besteht hauptsachlich aus
Seitenketten von Aspartaten und Lysinen und spielt auch in den
Biomineralisationsexperimenten (Kapitel 6) eine wichtige Rolle. Abbildung 3 b.)
zeigt den Aufbau des Argininclusters von Omp32 in einer Seitenansicht. Er wird
gebildet von den Argininen R38, R75 und R133, die von zwei Glutamaten E58
und EG0 flankiert werden. Diese befinden sich im Inneren des Barrels rdumlich
dicht hinter den Argininen und reichen nicht in den Kanal hinein. Diese

Anordnung zeigte in Modellrechnung erstaunliche Eigenschaften. Durch die
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Verhinderung einer gegenseitigen AbstoRung der Argininseitenketten,
stabilisieren die Glutamate Uber Salzbriicken die Argininladungen. Anstelle
einer bei pH 7 friiher erwarten Ladung (Karshikoff et al., 1994)* von +2 bleiben
die Arginine mit einer Ladung von +3 vollstandig protoniert (U. Zachariae et al.,
2002).% Die Ladungen werden also bei physiologischen pH-Werten stabilisiert.
Die Elektrostatik des Kanals wird durch die Ladungen der Arginine dominiert,
wobei das elektrische Feld der hohen Ladung von +3 sogar bis in den
Aulenraum des p-Barrels reicht. Dies erklart die hohe Anionenselektivitat des
Porins. Molekulardynamikrechnungen haben gezeigt, dass die Seitenketten des
Argininclusters aufgrund ihrer speziellen Anordnung hoch beweglich sind und
dadurch den Transport von Anionen durch den Kanal mafigeblich vermitteln (U.
Zachariae et al., 2003).** Dass dieser Arginincluster auch eine Bindungsstelle
fur komplexere Anionen darstellen konnte, liel3 sich aus Kristallographiedaten
ableiten, die ein, im Bereich der Konstriktionsstelle gebundenes, SO}‘ -Anion
zeigen (vgl. Abbildung 2 ). In Molekulardynamiksimulationen wurde eine stabile
Bindung eines Malations an die Seitenkette des Arginins R75 nachgewiesen,
die spater auch im Rahmen der Strukturdaten bestatigt wurde (U. Zachariae et
al., 2006).* Diese Daten mit Hilfe von experimentellen Daten zu tUberprifen und
ggf. Zu stitzen, stellte eine wesentliche Motivation der
Leitfahigkeitsexperimente dar. Zum Nachweis der Malatbindungsstellen wurden
Leitfahigkeitsmessungen mit Elektrolytldbsungen des Natriumsalzes der
Apfelsdure in verschiedenen Konzentrationen durchgefiihrt. Zum Vergleich
wurden auch Messungen in verschiedenen NaCl-Konzentrationen

herangezogen.
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Im Rahmen seiner Dissertation hat Dr. Erik Roth Mutanten von Omp32
hergestellt (E. Roth, 2005),* die den Arginincluster der Konstriktionszone
betreffen. Fir die Leitfahigkeitsmessungen standen drei Mutanten zur
Verflgung, die im Folgenden als Q1, Q3 und Q4 bezeichnet werden. Es handelt
sich dabei um die Austausche der Arginine in Glutaminreste. Glutamin besitzt
eine neutrale Seitenkette, wobei die Seitenkette des Arginins etwas langer, als
jene des Glutamins ist. Mit diesem Austausch sollte der Porenquerschnitt so
gering wie moglich geandert werden. Bei Q1 wurde das Arginin R38, bei Q3
das Arginin R133 und bei Q4 das Glutamat E58 jeweils durch ein Glutamin an
gleicher Stelle ersetzt. Die Wirkungen der geladenen Seitenketten sollten somit

einzeln unterbunden oder zumindest geschwacht werden.

4.2 Methoden und Material

4.2.1 Leitfahigkeitsmessungen

4.2.1.1 Planare Membranen

Alle Leitfahigkeitsmessungen wurden an planaren Lipidmembranen
durchgefiihrt. Bei dem hier verwendeten Lipid handelt es sich um
Diphytanoylphosphatidylcholin (DphPC) das sich zur Herstellung planarer
Membranen als sehr geeignet erwiesen hat (A. Mathes, 2000).*' DphPC ist ein
artifizielles Phospholipid, hergestellt und bezogen von Avanti Polar Lipids
(Alabaster, Alabama, U.S.A.). Es zeichnet sich durch seine lange Haltbarkeit
aus, da es u.a. keine Kohlenstoffdoppelbindungen (C=C) enthalt, die bei
Raumtemperatur zur Oxidation neigen. DphPC wird in Chloroform (10 mg/ml),
zur weiteren Verwendung unter Stickstoffatmosphéare eingedampft und die

Lipidmolekule in Hexan bei einer Konzentration von c=20 mg/ml resuspendiert.
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Lipide kdnnen auf einer Wasseroberflache als Monolayer gespreitet werden,
wenn das organische flichtige Lésungsmittel verdampft. Wird die Lipidmenge
entsprechend der Wasseroberflache richtig gewahlt, bildet sich spontan ein
Lipidmonolayer, wobei die Lipidmolekile mit ihren hydrophilen Kopfgruppen
dem Wasser zugewendet sind. Wird zuviel Lipid verwendet, kdbnnen weniger gut
geordnete Mehrfachlayer entstehen, die sich im Allgemeinen aber nicht zur

Herstellung definierter Lipiddoppellayern eignen.

Zur Herstellung von planaren Lipidbilayern dienen verschiedene Verfahren, das
alteste nach Miller (Mueller et al. 1962).*” Dabei wird ein Tropfen
Lipid/Lésungsmittelgemisch, meist Dekan, in wassriger Umgebung auf eine
kleine Apertur (0,2-2 mm (J) aufgebracht. Dieser wird durch fortgesetztes
Uberstreichen (Brushing) mit einem flachen Werkzeug und gleichzeitiger
Diffusion des LdOsungsmittels immer mehr ausgediinnt, bis schliel3lich eine
Lipiddoppelschicht entsteht. Dieses Verfahren hat den entscheidenden
Nachteil, dass in der Doppelschicht immer noch erhebliche Mengen des
Losungsmittels zurlckbleiben, die in naturlichen Membranen nicht vorkommen.
Dieses Verfahren kann deshalb nur eingeschrankt als Modell fir biologische
Membranen dienen und wurde in der Vergangenheit kritisch diskutiert (J. Lakey

et al., 1989).%

Ein verbessertes Verfahren zur Herstellung von Doppelschichten stellt die
Technik nach Montal und Mueller dar (1972).* In einem System aus zwei
Kammern, die durch ein diinnes Septum mit einer kleinen Apertur (& < 0,5 mm)
getrennt sind, wird auf beiden Seiten des Septums Elektrolytlésung bis knapp

unter die Apertur geflillt. Auf das Septum werden rund um das Loch einige
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Tropfchen Hexadekan aufgebracht, welches die Bindung des Bilayers an die
PTFE-Folie stabilisiert. Dazu wird eine 0,3 % Hexadekan/Hexan-Lésung mit
Hilfe einer selbstgezogenen Teflonpipette rund um die Apertur in geringer
Menge aufgetragen. Nach Einbau des Septums in die Messkammer wird in
beiden Kammern auf der Oberflache der Elektrolytlésung Lipid/Lésungsmittel-
gemisch gespreitet und das Verdampfen des Ldsungsmittels abgewartet.
Nacheinander wird in den beiden Kammern das Elektrolytniveau so angehoben,
bis die Apertur unterhalb der Flissigkeitsoberflache liegt. Dabei kommt es zur
Ausbildung eines planaren Bilayers. Dass mit diesem Verfahren eine
I6sungsmittelarmere Membran dargestellt werden kann, lasst sich durch ihre
elektro-physiologischen Eigenschaften bestatigen. Die spezifische Kapazitat
einer so hergestellten Membran, liegt mit ca. 0,8 uF/cm? naher am Bereich der
biologischen Membranen (ca. 1 pyF/cm?), wohingegen Membranen nach der
Brushing-Technik mit einer spezifischen Kapazitat von ca. 0,4 pyF/cm? deutlich
darunter liegen. Eine niedrigere spezifische Kapazitat deutet auf eine héhere
Membrandicke und somit vermutlich auf einen héheren Gehalt an Lésungsmittel
hin (Schindler 1989).*° Auch die Ausbildung einer Mehrfachmembran bewirkt
eine geringere Kapazitat. Sie sind in jedem Fall nicht fir physiologische
Messungen geeignet. Eigene Beobachtungen haben gezeigt, dass Porine nicht

in Membranen niedriger Kapazitat einbauen bzw. messbare Poren bilden.

Die in dieser Arbeit verwendeten Septen bestehen aus einer Teflonfolie mit
einer Starke von 6 uym (Bezugsquelle: Huth und Séhne, Starnberg). In diese
wird mittels Funkenschlag jeweils ein einzelnes Loch mit einem Durchmesser
von ca. 100 um eingebracht. Die Funkenschlagtechnik ermoglicht die

Herstellung von nahezu kreisrunden Lochern mit glattem Rand, welcher die
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Membranherstellung glinstig beeinflusst. Die hierbei erhaltenen Membranen
haben eine typische Kapazitat von ca. 90 pF + 15 pF, was einer spezifischen
Kapazitat von c,,.,~ 0,95 pF/cm? £ 17% entspricht. Oft entstehen im ersten
Versuch Membranen mit einer Kapazitat von ca. 40 pF, die aber nicht fir den
Porineinbau geeignet sind. Durch Senkung des Elektrolytniveaus in einer der
beiden Kammern unter die Position der Apertur und anschlieRendes wieder
Anheben konnte vielfach die Kapazitat auf den charakteristischen Wert von 90
pF gebracht werden. Anscheinend beglnstigt dieses Verfahren die Entfernung
von doppelten Bilayern, die moglicherweise durch zu hohe Lipidgaben

entstehen konnten.

Die Herstellung der planaren Membranen ist der kritischste Prozessschritt im
Ablauf der gesamten Leitfahigkeitsexperimente. Die Erfahrung zeigte, dass
meist 5-8 Anlaufe notwendig waren, um einen geeigneten Bilayer zu erhalten.
Dieser Umstand macht es unumganglich, die Membranherstellung unter
madglichst genau definierten Bedingungen ablaufen zu lassen. Dabei kommt der
Reinigung aller Objekte, welche mit der Elektrolytldsung in Kontakt, sind, eine
besondere Bedeutung zu. Es ist darauf zu achten, dass sowohl alle mdglichen
Anhaftungen von LdOsungsmitteln, Lipiden, Detergenzien und Proteinen aus
vorangegangenen Experimenten, als auch alle sonstigen Kontaminationen
zuverlassig entfernt werden. Bei der Reinigung der Septen kommen folgende
Reinigungsschritte zum Einsatz: zunachst wird das Septum im Strahl einer
Spritzflasche mit Ethanol vorgereinigt, danach erfolgt eine Reinigungsprozedur
aus vier Schritten. Das Septum wird in vier separaten Gefallen jeweils zweimal
in Ethanol und zweimal in einer Mischung von Methanol/Chloroform (50:50) flr

5 Sekunden geschwenkt. Zwischen diesen Schritten wird das Septum, um eine
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Verschmutzung der anderen Reinigungsbader zu vermeiden, mit einem Stlick
Filterpapier vorsichtig trocken getupft. Als letzter Reinigungsschritt vor der
Verwendung wird das Septum in ein Becherglas mit Hexan getaucht und
danach getrocknet. Nach zehnfacher Verwendung wird das Septum zusatzlich
Uber Nacht in einer 1 %igen Lésung von Genapol (X80, Fluka Deisenhofen)

gelagert, um evtl. vorhandene Lipidreste zu entfernen.

Die Messkammern werden nach ihrer Benutzung sofort mit deionisiertem
Wasser gespult und anschlieBend mit Ethanol (zur Analyse 99,8 Vol. %)
ausgespritzt. Die Kammern werden dann in 50 % Ethanollésung aufbewahrt.
Fur die Versuche standen 5 Paare von Halbkammern zur Verfligung. Sobald
alle einmal benutzt worden waren, wurden sie zusammen mit der
Aufbewahrungslésung in ein Ultraschallbad gebracht und dort bei voller
Leistung flir 20 Minuten belassen. Es erwies sich als hilfreich im Sinne der
Membranherstellung, die Kammern nach ca. 2-3maliger Verwendung Uber
Nacht einer 1 %igen Detergenzlésung auszusetzen. Zusatzliche Behandlung
mit Helmanex-L6sung (ein Chrom-Schwefelsaure-Ersatzstoff von Helma GmbH
& Co., Muhlheim/Baden) zeigte keine signifikante Verbesserung der
Membranherstellung. Um die Halbkammern méglichst riickstandsfrei einsetzen
zu kdénnen, wurden sie vor dem Einsatz jeweils mit einem in Ethanol getrankten,
fusselfreien Papiertuch grindlich ausgewischt und dann mit Stickstoff

trockengeblasen.



LEITFAHIGKEITSEXPERIMENTE 31

4.2.1.2 Messprinzip

Die Messungen erfolgten alle in einem Gefallkomplex bestehend aus zwei
Teflonhalbzellen, die von einem Edelstahlring zusammengepresst werden.
Beide Halbzellen sind nur durch das Septum getrennt, welches durch den
lateralen Druck der Halbzellen fixiert ist. Als zusatzliche Abdichtung und zur
homogeneren Druckverteilung kommt ein perforiertes Stick Parafiim zum
Einsatz. Der Parafim wird gemeinsam mit dem Septum so zwischen den
Halbzellen verpresst, dass das Septum mittig auf dem perforierten Bereich des
Films liegt, d.h. das Septum und seine Apertur ist beiderseits von den
Elektrolytldbsungen in beiden Halbzellen frei zuganglich. Die Halbzellen
enthalten jeweils einen Magnetrthrer, der es erlaubt, wahrend des Experiments
die Elektrolytlbsung nach Bedarf zu durchmischen. Durch separate
Schragbohrungen von der Oberseite zu den Hauptgefalien der Halbzellen
kénnen, mit Hilfe von Spritzen, sowohl der Flissigkeitsstand in den Halbzellen
geregelt, als auch die Elektroden in Kontakt mit der Elektrolytldsung gebracht
werden. Als Elektroden kommen beschichtete Silberdréahte zum Einsatz. Zur
Herstellung werden von hochreinem Silberdraht (& 1 mm, Reinheit 99,98 %,
Hersteller: Goodfellow, Bad Nauheim) Stliicke mit einer Lange von ca. 5 cm
abgetrennt. Danach werden die Drahtstiicke sorgfaltig gereinigt, indem sie
zunachst mit einem feinkdrnigen Schleifpapier von der Oxidschicht befreit und
abschlieRend mit Ethanol fettfrei gesaubert werden. Die Drahtstifte werden zu
2/3 ihrer Lange in eine KCI-Lésung getaucht. Die Konzentration dieser Lésung

entspricht jener, die bei der Messung Verwendung findet.
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Abbildung 4 (MessgefaR)

Es zeigen: Bildteil (1) die Einzelteile des MessgefdlBes; (1a) die beiden
Teflonhalbzellen, an den flachen Seiten kénnen die Bohrungen erkannt werden,
die die Elektrolytkammern verbinden; (1b) den Metallring, der wéahrend der
Messung die beiden Teflonhélften gegeneinander fixiert; (1c) das Septum in
einer Haltepinzette; (1d) das perforierte Stlick Parafilm; Bildteil (2) eine
Photographie des fertig montierten Gefédllkomplexes; (2a) die Bohrung des
Elektrolytgefdl3es, welches spéter den Magnetriihrer aufnimmt; (2b) die
Bohrung fiir die Spritzen, mit deren Hilfe der Fliissigkeitsstand beeinflusst
werden kann; (2c) die Bohrung fiir die Elektrode; direkt darunter findet sich
noch eine zweite Bohrung, durch die die Elektrodenunterseite mit Elektrolyt-
I6sung umsplilt werden kann, um eventuell vorhandene Luftbldschen zu be-
seitigen. Alle Bohrungen sind als kommunizierende Réhren ausgefiihrt.

Die Stifte werden in einem elektrolytischen Prozess mit einer Ag/AgCl
Oberflache Uberzogen. Sie fungieren dabei als Anode und eine sich ebenfalls in
der Lésung befindliche Silberdrahtspule als Kathode. Um eine mdglichst
homogene Beschichtung zu erreichen, umschlie3t die Spule die spatere
Elektrode konzentrisch. Wahrend des flinfzehnminitigen Beschichtungs-
prozesses flie3t ein Strom von ca. 1 mA. Es empfiehlt sich, mehrere
Drahtstlicke zu beschichten, um aus einer groReren Auswahl Paare zu finden,
welche in KCI-Lésung die geringste Potentialdifferenz aufweisen. Die Potential-

differenz sollte dabei hochsten 2 mV betragen. Nach dem Beschichten missen
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die Drahtstlicke standig in KCI-Loésung aufbewahrt werden, wobei die Paare
leitend verbunden sein sollten, damit eine bestehende Potentialdifferenz noch
weiter abgebaut wird. Selbstverstandlich ist bei allen weiteren Schritten darauf

zu achten, dass die Beschichtung nicht beschadigt wird.

Auf den etwas erweiterten Einlass von Standardpipettenspitzen von 1000 pl-
Pipetten wird ein Teflonschlauch von 1 mm AufRendurchmesser und ca. 3 cm
Lange montiert und mit einem Stick Gummischlauch dicht verschlossen. Der
Teflonschlauch wird mit einer Agarosematrix verflllt. Die Agarosematrix besteht
aus 2 % Agarose in KCI-Losung, welche in ihrer Konzentration der Mess- bzw.
Beschichtungskonzentration entspricht. Die so verschlossene Pipettenspitze
wird nun mit KCI-Lésung aufgefillt. Die Stifte werden bis zum beschichteten
Abschnitt von der schmaleren Seite her so durch einen vorgebohrten
Gummistopfen hindurch gesteckt, dass das unbeschichtete Ende auf der
anderen Seite kontaktiert werden kann. Der Stopfen mit der Ag/AgCI-Elektrode
wird nun auf die vorbereitete Pipettenspitze gesteckt, wobei der beschichtete
Draht ganz von Elektrolytldsung umgeben ist. Eine zusatzliche Bohrung im
Stopfen, welche mit einer Kanlle versehen ist, ermoglicht den Austritt von
Uberschissiger KCI-Lésung wahrend des Montiervorganges. Die fertiggestellten
Elektroden werden standig in Elektrolytlésung aufbewahrt. Wenn die einzelnen
Komponenten zusammengesetzt sind, wird das Elektrolytniveau zunachst auf
einen Stand unterhalb der Apertur gebracht und in beide Halbzellen jeweils 9 pl
des Lipid-Hexangemisches (s.0.) auf der Elektrolytoberflache gespreitet.
Wahrend der nun folgenden Membranherstellung wird eine permanente

Wechselspannung durch die Elektroden liber das Septum angelegt.
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Abbildung 5 (Elektrode)

zeigt die Photographie einer fertig praparierten Elektrode: (1) Kanile zur
Ableitung dberfliissiger Elektrolytibsung beim VerschlieBen der Elektrode; (2)
Unbeschichtetes Ende des Silberdrahtes; (3) Gummistopfen; (4) Beschichteter
Silberdraht; (5) Pipettenspitze 1000 ul mit Elektrolytlbsung gefiillt; (6) Gummi-
schlauch zur Abdichtung und Verbindung zu (7) mit Agaroselésung befiillter
Teflonschlauch

Die Wechselspannung hat Dreieckscharakteristik, eine Frequenz von 30 Hz und
einen Amplitudenbetrag von 10 mV. Das Spannungs- und das Stromsignal
kann wahrenddessen simultan auf einem Oszilloskop und auf dem Monitor des
Messrechners verfolgt werden. Ist die Membranherstellung erfolgreich, stellt

sich beim Stromsignal die typische Rechteckform ein, mit der Phasen-
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verschiebung von w/2. Gleichzeitig liefert die Monitoranzeige des Rechners den
aus Strom- und Spannungssignal errechneten Kapazitatsverlauf. Hat sich eine
Membran gebildet, deren Kapazitat bei dem der, je nach Aperturgrol’e zu
erwartende, Wert fir einige Minuten konstant bleibt, kann die Kapazitats-

messung abgebrochen werden.

Es wird zunachst eine konstante Spannung Uber die Membran angelegt, in der
Regel -20 mV. Der Messrechner zeichnet im Folgenden den Strom- und
Spannungsverlauf Gber die Membran mit einer Samplingrate von 19.34 kHz auf.
Ein zugeschalteter xy-Schreiber dokumentiert zusatzlich den Strom zur

besseren Uberwachung des Langzeitverlaufes.

Ist die Membran stabil, kann das Protein zugegeben werden. Ublicherweise
werden Proteinmengen zwischen 1 ug und 15 pg eingesetzt. Die Protein-
I6sungen hatten normalerweise Konzentrationen von einigen mg/ml. Die Anteile
anderer Inhaltsstoffe wie Salze und Detergenzien variierten von Probe zu
Probe, da sie, speziell bei den rekombinant gewonnenen Praparaten, stark von
den Ruckfaltungsbedingungen abhangig waren. Da aber die Proben in
ausreichend hohen Konzentrationen zur Verfigung standen, konnte durch
Verdinnung der Einfluss der zusatzlichen Inhaltsstoffe minimiert werden. Der
Zusammenhang zwischen Verdinnung und verschwindendem Einfluss der
Inhaltsstoffe zeigte sich insbesondere im Einbauverhalten der Proteine, so
konnten bei gleichen (1:2 — 1:5) Verdinnungen, mit verschieden Proben, auch
gleiche Einbauraten gewonnen werden. Bei geringen Verdinnungen (< 1:1)
zeigte sich dagegen ein stark abweichendes Verhalten. Zur Herstellung der

gebrauchsfertigen Verdlinnung wurde stets Genapol in einer Konzentration von
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1% -2 % (CMC 1 %) verwendet. Besondere Aufmerksamkeit ist darauf zu
legen, dass nach der Proteinzugabe die Detergenzkonzentration in der
entsprechenden Halbzelle deutlich unter der CMC liegt. Da die Halbzellen ein

Volumen von ca. 1,2 ml haben, ist bei einer Zugabe von hdchstens 2 - 20 pl

Proteinlésung (in 2 % Genapol) diese Bedingung gewahrt.

1

&

Abbildung 6 (Messaufbau)

zeigt die schematische Darstellung des Messaufbaues. Zwischen den beiden in
grau dargestellten Elektroden befindet sich die kiinstliche Membran mit den
inkorporierten Porinen. Ein Stromfluss ist nur durch die Porine méglich. Eine der
Elektroden ist geerdet und die Spannung U somit beziiglich des Erdpotentials
definiert.
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Nach der Zugabe von Genapol wurde der Lésung eine Equilibrierungszeit von
ca. zwei Wochen gewahrt. Diese Equilibrierungsphase erwies sich als
notwendig, um im darauffolgenden Experiment eine befriedigende Einbaurate
zu erhalten. Die Zugabe der Proteinlésung erfolgte stets nur in eine der
Halbkammern. Bei den durchgefihrten Messungen wurde eine Elektrode
geerdet und die an der zweiten Elektrode angelegte Spannung bzgl. des
Erdpotentials entsprechend definiert. Die Porinzugabe erfolgte stets in der
geerdeten Halbkammer. Nach Zugabe der Proteinlésung wurde, mit Hilfe der in
der Halbkammer befindlichen Magnetrihrfischchen, eine Homogenisierung der
Lésung herbeigefiihrt. Die Dauer des Rihrvorgangs lag dabei im Bereich von
30 — 60 Sekunden. Wurde bei dem RUuhrvorgang bereits ein deutlicher
Stromanstieg festgestellt, war dies ein Hinweis auf eine instabile Membran. Das
Experiment wurde in solchen Fallen abgebrochen und von Anfang an
wiederholt. Erste Einbauereignisse waren meist in einem Zeitraum von 10 — 20
Minuten zu beobachten. In den durchgefilhrten Versuchen stellte sich nach
einer zunachst hohen Einbaurate (N/t = 0,3 [1/s]) nach ca. 1%z h eine Sattigung
des Stromanstiegs ein. Danach konnten aber immer noch Einzelereignisse
beobachtet werden. Die Rate dieser Einzelereignisse lag bei ca. N/t = 2 [1/h].
Niedrige Anfangsraten (N/t < 0,03 [1/s]), erforderten meist eine nochmalige
Proteinzugabe, um einen befriedigenden Proteineinbau zu gewahrleisten, dabei
wurde nochmals dieselbe Menge Porinlésung verwendet und danach analog
der ersten Zugabe homogenisiert. Konnte nach einer halben Stunde kein
Einbau festgestellt werden, wurde das Experiment abgebrochen. Mehrmalige
Zugaben von Protein (N > 4) bewirkten gleichsam Membraninstabilitaten,

welche in der Folge keine verlassliche Messung zuliel3en.
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4.2.2 Instrumente

Die verwendeten Instrumente im Messaufbau der Leitfahigkeitsmessungen
entsprechen im Wesentlichen denen von Anton Mathes (Mathes 2000)*' in
seiner Dissertation beschriebenen Komponenten und seien deshalb im
Folgenden nur kurz beschrieben. Verbesserungen wurden bei der Dampfung
und Lagerung des Messaufbaus vorgenommen. Nach dem Umzug in neue
Raumlichkeiten steht nunmehr ein spezielles Betonfundament zur Verfigung,
welches schwingungstechnisch vom Laborboden entkoppelt ist. Zusatzlich
wurde die Datenerfassung auf ein zeitgemalReres System mit hoher Scanrate
umgestellt und erstmals die Datenlubertragung vom Experiment zur Messkarte

des Rechners vollstandig abgeschirmt.

4.2.2.1 Messkammer

Die Messkammer ist als Faradayscher Kafig ausgefiihrt. Die Abschirmung
gegentuber elektromagnetischer Strahlung wird durch einen Rahmen aus
Aluminiumprofilen und Seitenwdnden aus Aluminiumblechen, sowie
aluminiumbeschichteten Pappen realisiert. Alle Komponenten sind durch
separate Kontaktstellen geerdet. Die Kammer ruht auf zwei Marmorplatten von
6 cm und 3 cm Starke. Diese sind Ubereinander, sowie durch sechs
schwingungsabsorbierende Hartgummiblocke getrennt gelagert. Die Platten
ruhen ihrerseits auf einem Arbeitspodest aus Polystyrolplatten von jeweils 8 cm

Starke, die in Sandwichbauweise miteinander verklebt sind.
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Abbildung 7 (Messkammer)

zeigt in Bildteil a.) eine Photographie der Messkammer, sichtbare Erdungs-
kontaktstellen sind mit dem Buchstaben E gekennzeichnet. Bildteil b.) zeigt den
Aufbau des Messkammerunterbaues. Die Messkammer ruht auf zwei Marmor-
platten (1A und 1B), zwischen den Marmorplatten befinden sich Hartgummi-
blécke (2), die Marmorplatten ruhen auf Polystyrolplatten (3), die auf einem
Betonsockel (4) lagern.

Den Abschluss zum Boden bildet ein massiver Betonsockel, welcher die
Schwingungsubertragung durch den Laborboden stark reduziert. Diese Mal3-

nahmen zur Schwingungsdampfung sind die Grundlage fur stabile Lipid-

membranen.

Innerhalb der Messkammer befindet sich eine Vertiefung, in die der fertig
montierte GefalBkomplex komplett versenkt werden kann. Diese Vertiefung
enthalt den Antriebsmechanismus fir die Ruhrfischchen. Zur Kontaktierung der
Messelektroden befindet sich die Vorverstarkereinheit des EPC7 innerhalb der

Messkammer.
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4.2.2.2 Elektronik

Das Herzstiick der Messelektronik ist ein Patch-Clamp-Verstarker (EPC7, List-
Electronics, Darmstadt), der um eine digitale Auslesemdglichkeit der
Verstarkungsstufen des Stimulus- und Gainsignals erweitert wurde. Zur direkten
Kontrolle der Signale dient ein digitales Oszilloskop (Typ 2211, Tektronix,
Heerenveen, Niederlande) und zur Langzeitkontrolle des Membran-
stromverlaufes ein Analogschreiber (R-01, Rikadenki Electronics GmbH,
Freiburg). Das Stimulussignal fur die Messungen wird vom Analogausgang (der
Ausgabebereich betragt =10 V) der Messkarte Uber einen Tiefpassfilter (100
Hz) an den Verstarker weiter geleitet. Der Verstarker skaliert entsprechend der
gewahlten Einstellung das Signal herab. In den Versuchen wurden nur
Skalierungen von 1 x 10° und 1 x 102 gewahlt. Das resultierende Stromsignal
wird in der Vorverstarkereinheit der Messkammer durch einen Tiefpassfilter (10
kHz) aufbereitet und wahrend der Hauptverstarkung innerhalb des Patch-
Clamp-Verstarkers nochmals mit einem 3Pol-/3kHz-Besselfilter tiefpassgefiltert.
Dieses Signal wurde dann direkt an den Analogeingang der Messkarte
angelegt. Eine weitere analoge Filterung des Signals, wie sie in friheren
Messungen (Mattes 1999) verwendet wurde, fand nicht mehr statt. Diese war
damals notwendig, um bei Langzeitmessungen eine geringere Digitalisierungs-
rate verwenden zu konnen, ohne dabei das Abtasttheorem zu verletzen. Durch
die Umstellung auf einen leistungsfahigeren Rechner zur Datenerfassung
kénnen aber selbst Messungen von 1 — 2 Tagen Dauer bei hohen Scanraten
durchgefiihrt werden, ohne dass die dabei anfallenden Datenmengen von

mehreren hundert Megabytes die Speicherkapazitat des Rechners Uberlasten.
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4.2.2.3 Datenerfassung

Das vorhandene Datenerfassungssystem wurde auf eine modernere Hard- und
Softwarebasis umgestellt. Zum Einsatz kam ein IBM-kompatibler Pentium [V
Rechner bei 2 GHz, mit 512 MB Arbeitsspeicher und einer 80 GB Festplatte.
Der Rechner ist ausgestattet mit einer Messkarte PCI NI 6070E-Serie (National
Instruments, Miinchen). Diese zeichnet sich durch eine hohe Samplingrate von
maximal 1,25 M/s und einer 12-bit Digitalisierungsrate aus. Zur Kontaktierung
der Messkarte mit dem Verstarker wurde ein vollstdndig geschirmter
Kontaktblock vom Typ BNC-2120 (National Instruments, Miinchen) verwendet.
Zusatzlich wurde das System von Labview 4.0.1 auf die Version Labview 6i
umgestellt. Labview ist eine objekt-orientierte Programmiersprache, in der die
vorhandenen Routinen zur Signalgenerierung, Messwerterfassung und Daten-
auswertung programmiert sind. Die Migration der Routinen erfolgte Uber
Labview 5.0, wobei einige Subroutinen von Hand angepasst werden mussten.
Desweiteren wurden einige in Labview 4 implementierte Subroutinen zur
Datenauswertung, wie Filter und Darstellungsroutinen, von Hand flir Labview 6i
aufbereitet. Die Auswertung der erhaltenen Messdaten, erfolgte wie bereits die
Umsetzung der Simulationsrechnung, unter Verwendung von Igor Pro 5. Zur
Auswertung der Einbaucharakteristiken, bzw. zur Bestimmung der Stufen-
héhen, welche die Leitfahigkeit einzelner Porine reprasentieren, wurden Makros
erstellt, welche mit Hilfe eines Korrelationsalgorithmus automatisch Stufen
innerhalb der Messkurven erkennen und damit auf einfache Art und Weise die
Erstellung von Statistiken Uber diese Einzelereignisse ermdglichen. Zur
Auswertung und Simulation der Schliekinetiken wurden die gleichen Routinen

benutzt, wie sie bereits flr die Auswertung der Schliel3kinetiken von Omp34
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verwendet worden sind. Der Quellcode der verwendeten Makros findet sich im

Anhang dieser Arbeit.

4.2.3 Chemikalien

Fur die Leitfahigkeitsmessungen kamen folgende Chemikalien zum Einsatz:

Ethanol absolut 99,8%

Hexan z. Analyse

Methanol z. Analyse

Chloroform z. Analyse

Helmanex

Genapol X80

DphPC in Chloroform

Hexadekan f.Gaschromatographie

KCI z. Analyse

C,H,O.,Na,z. Analyse

Sigma-Aldrich, Seelze

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Helma, Mihlheim/Baden

Fluka, Deisenhofen

Avanti Polar Lipids, Alabaster/USA

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Seelze
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4.3 Ergebnisse der Leitfahigkeitsmessungen

4.3.1 Messungen am Wildtyp-Protein

4.3.1.1 Einbaucharakteristik

Um die Daten der rekombinant hergestellten Proteine besser beurteilen zu
kénnen, wurden Vergleichsmessungen mit nativem Omp32 angestellt. Ein
Vergleich der Einbaucharakteristiken mit alteren Messungen ermdoglicht eine
Bestatigung der Zuverlassigkeit der neuen Messungen. Besonders interessant
gestaltete sich jedoch der Vergleich zu den Messungen des rekombinant
hergestellten Wildtyps und der Mutanten. Dabei stand im Vordergrund
festzustellen, ob der rekombinant hergestellte Wildtyp ein ,natlrliches®
Verhalten zeigt und inwiefern sich die Mutationen auf die Leitfahigkeit
auswirken. Abbildung 8 zeigt in Bildteil a.) den Ausschnitt einer Messung der
Einbaucharakteristik des nativen Wildtyps. Der Stromverlauf zeigt die typischen
Stufen, welche durch den Einbau von Porintrimeren in die Membran entstehen.
Die Messung wurde Uber eine Gesamtdauer von ca. 35 Minuten durchgeftihrt.
Mit Hilfe des Korrelationsalgorithmuses wurden die Stufen automatisch
identifiziert. In Abbildung 8 a.) sind die Orte der gefundenen Stufen durch
Markierungskreuze gekennzeichnet. Bei geringeren Signal-Rauschverhalt-
nissen kann nicht verhindert werden, dass der Rechner einzelne Rausch-
ereignisse als Einbauereignisse interpretiert. Eine manuelle Auslese der
automatisch gefundenen Stufen ist deshalb unabdingbar. Trotzdem erwies sich
die automatisierte Auswertung als ein verlassliches und wegen der Fulle der

Daten unverzichtbares Hilfsmittel zur Auswertung der Einbaucharakteristiken.
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Abbildung 8 (Einbau Omp32)

zeigt in Bildteil a.) eine Messung des Einbauverhaltens von Omp32. Die Dauer
der Messung betrug ca.35 min. Wéhrend der Messung lag eine Spannung von
22,7mV (ber die Membran an. Bildteil b.) zeigt ein Histogramm als Ergebnis der
automatisierten Auswertung der Messung aus Bildteil a.). Die Anzahl der vom
Rechner identifizierten Einzelstufen ist in Abhdngigkeit von deren Stufenhéhen
dargestellt. Die Kreuze im Bildteil a.) markieren die Orte der Stufen.

Die automatisierte Stufenidentifikation liefert als Resultat ein Histogramm der
gefundenen Stromspriinge. Ein derartiges Histogramm ist in Abbildung 8 b.)

dargestellt. Das Histogramm zeigt die Anzahl der gefundenen Stufen in
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Abhangigkeit der Stufenhéhen. Derartige Histogramme erlauben die
Bestimmung eines Schwerpunktes der Stufenhéhe und somit einen

charakteristischen Wert fir die mittlere Stufenhdhe.
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Abbildung 9 (Einbau WT Omp32)

zeigt im Bildteil a.) eine andere Messung der Einbaucharakteristik des nativen
Wildtyps von Omp32.zeigt ein weiteres Beispiel einer Einbaucharakteristik. Die
Messung erfolgte lber einen Zeitraum von ca. 45 Minuten bei einer Spannung
von 90,9 mV. Bildteil b.) zeigt analog zu Abbildung 8 das Histogramm der
Stufen der automatisierten Auswertung.

In Abhangigkeit von der jeweiligen Einbaurate und der Lebensdauer der

Membran war es oftmals notwendig, mehrere Messungen der Einbaurate zu
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den einzelnen Proteintypen vorzunehmen, um eine statistisch befriedigende
Anzahl von Einzelstufen zu erhalten. Die Messwerte der Einzelmessungen
wurden dann in einer Gesamtstatistik zusammengefasst. Insbesondere die
Messungen zum nativen Wildtypprotein zeigten zunachst eine sehr geringe
Einbaurate gegenuber denjenigen Einbauraten der rekombinant hergestellten
Proteine. Vermutlich lasst sich diese Abweichung auf die verschiedenen
Aufreinigungsprozesse und der daraus resultierenden unterschiedlichen
Restkonzentrationen von Lipiden oder Aggregation von Proteinen in der
Proteinstamml6sung zurlckfihren. Zur Erhéhung der Einbaurate wurde,
speziell bei den Messungen zur Einbaucharakteristik vom nativen Wildtyp, der
Wert der angelegten Spannung erhéht. Abbildung 9 zeigt eine Messung, welche
bei einer angelegten Spannung von 90,9 mV durchgefiihrt wurde. Um die
Resultate der einzelnen Messungen zusammenfassen zu kénnen, wurden die
Stromwerte der Stufen in entsprechende Leitfahigkeitswerte umgerechnet. Die
Nichtlinearitat (A. Mathes et al., 1998)* der Leitfahigkeit von Omp32 bei
héheren absoluten Spannungswerten wurde dabei nicht explizit bericksichtigt.
Diese Vorgehensweise erscheint zulassig, da die Nichtlinearitat bei Spannun-
gen bis 100 mV noch nicht besonders stark ausgepragt ist und somit in jedem
Falle noch innerhalb des Messfehlers der einzelnen Stufenereignisse liegt. Im
Rahmen der damaligen Messung wurde auch die Leitfahigkeit des Omp32
Porintrimers bestimmt. Die frilheren Messungen zeigten dabei einen Wert flr
die Leitfahigkeit von 0,18 += 0,03 nS bei einer KCI-Konzentration von 100 mM.
Die neueren Messungen im Rahmen dieser Arbeit lieferten einen Wert, der
durchschnittlichen Leitfahigkeit eines Porintrimers, von 0,15 *= 0,06 nS

(Abbildung 10). Auch diese Messungen wurden bei einer Salzkonzentration von
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Messung Leitfahigkeit in nS + Fehler in nS Nstufen
1 0,18 0,05 23
2 0,13 0,06 36
Abbildung 10 (Tabelle 1)

zeigt eine Tabelle mit den Resultaten zweier Einzelmessungen zur Einbau-
charakteristik des nativen Wildtyps von Omp 32

100 mM KCL durchgefihrt. Die Resultate der neueren Messungen stimmen
somit im Rahmen der Messgenauigkeit annahernd mit jenen der alteren
Messungen Uberein. Die Neuerungen am Messaufbau und dabei speziell die
Verbesserung der Messwerterfassung durch eine neue Messkarte mit héherer
Scanrate hatten keine verfalschenden Auswirkungen auf den Inhalt die
Resultate. Ein Vergleich der Resultate der weiteren Messungen, insbesondere
der Messungen, zu den rekombinant hergestellten Proteinen, mit den alteren

Messungen ist deshalb zulassig.
4.3.2 Messungen am rekombinanten Wildtyp von Omp32
4.3.2.1 Einbaucharakteristiken

4.3.2.1.1 Standardmessung der Leitfahigkeit in 100 mM KCI

Im Folgenden wurden Messungen zur Einbaucharakteristik des rekombinant
hergestellten Porins Omp32 durchgefihrt. Abbildung 11 zeigt ein Beispiel

dieser Messungen.
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Abbildung 11 (Einbau Omp32)

zeigt eine Messung der Einbaucharakteristik von rekombinant hergestelltem
Omp32 die Messung verlief (iber einen Gesamtzeitraum von 56 Minuten und
wurde bei einem absoluten Spannungswert von 20,7 mV durchgefiihrt. Die Orte
der automatisch gefundenen Stufen sind durch Kreuze markiert.

Die typischen Stufen im Stromverlauf sind deutlich erkennbar, wobei auffallig
ist, dass die Stufenhdhen variierten. Die Datenreduktion in dieser Darstellung
erweckt den Anschein, dass es sich bei den gréfdten Stufen um
Einzelereignisse handelte. Die angewendete hohe Scanrate ermdglicht jedoch
eine genauere Analyse des Stromverlaufes. In Abbildung 12 ist eine Detail-
vergroRerung der ersten grolieren Stufen, welche in Abbildung 11 im Bereich
des tausendsten Messpunktes liegt, dargestellt. Die Messpunktdichte der

Abbildung 12 ist dabei zehnmal gréfier, als jene in Abbildung 11.
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Abbildung 12 (Detailausschnitt)
zeigt einen Detailausschnitt der Messung von Abbildung 11 mit einer ver-

gréerten Messpunktdichte.

Durch die héhere Auflésung lasst sich erkennen, dass sich die groReren Stufen
aus mehreren ,elementaren” Einzelstufen zusammensetzten. Trotz der hohen
Scanrate lieBen sich nicht alle Einbauereignisse in Einzelereignisse auflésen.
Der Korrelationsalgorithmus zur automatisierten Stufenerkennung konnte

daher, in einigen Fallen, die Stufen nicht in elementare Einbauereignisse

auflosen.
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Abbildung 13 (Stufenhistogramm)
zeigt das Stufenhistogramm der Auswertung einer Messung der Einbau-

charakteristik des rekombinanten Wildtyps. Der Uberlagerte Kurvenverlauf stellt
einen dazugehdrigen Gaussfit zur Schwerpunktsbestimmung dar.

Dadurch wurde es notwendig, die Stufenhéhe solcher Mehrfachereignisse in

Einzelereignisse umzurechnen. Fur die Stufenhéhen der Einbaucharakteristik

ergaben sich somit die folgenden Werte:

Einzelereignisse Doppelereignisse Dreifachereignisse
0,15 = 0,06 nS 0,17 = 0,02 nS 0,18 = 0,04 nS
Abbildung 14 (Tabelle 2)

zeigt eine Tabelle mit den Leitfahigkeitswerten flir den rekombinanten Wildtyp.

Diese Werte des rekombinanten Wildtyps stimmen, im Rahmen der

Messgenauigkeit, mit den Werten der friheren Messungen zum nativen
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Wildtypprotein Omp32 Uberein. In bezug auf die Leitfahigkeit des rekombinant
hergestellten Proteins ist also keine signifikante Abweichung zur Einbau-
charakteristik des nativen Proteins zu beobachten. Daher sollten die
Leitfahigkeiten der nativen und der rekombinant hergestellien Omp32-
Porintrimere vergleichbar sein und weitere Messungen bei verschiedenen

Konzentrationen und verschiedenen Salzen zulassen.

4.3.2.1.2 Messung der Leitfahigkeit in Na,Malat-L6sungen

Der Organismus Delftia acidovorans wachst bevorzugt in Medien mit
organischen S&uren und darunter speziell in Medien, welche Apfelsdure
enthalten (A. Willems et al., 1992).** Da die &uRere Membran dieses
Organismusses Omp32-Trimere in groRer Anzahl und dichter Packung enthalt,
ist die Annahme naheliegend, dass dieses Protein an der Aufnahme von Malat
beteiligt ist. Weiter haben Simulationsrechnungen gezeigt, dass Omp32 eine
Bindungsstelle fiir Malationen aufweist (U. Zachariae, 2004).* Dies sollte durch
Messungen zur Einbaucharakteristik von rekombinant hergestelltem Omp32 bei
verschiedenen Konzentrationen von Malationen Uberprift werden. Verwendet
wurde das Natriumsalz der L-Apfelsaure. Die Lésungen des Salzes wurden in
Konzentrationen zwischen 30 mM und 1000 mM eingesetzt. Um eventuelle
saurebasierte Membraneffekte zu vermeiden und die Messungen mit anderen
Salzen vergleichen zu kénnen, wurden die Elektrolytidsungen mit Hilfe von
konzentrierter Na(OH)-Lésung auf einen pH-Wert von 6,9 eingestellt. Die
Messungen wurden mit Elektroden durchgefiihrt, welche auf die in Abschnitt
4.2.1.2. beschriecbene Art hergestellt wurden und deren Agarosematrix eine

KCI-Lésung mit einer Konzentration von 100 mM enthielten.
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Abbildung 15 (Histogramme Malat)
zeigt die Resultate der Auswertungen der durchgefiihrten Messungen zu

unterschiedlichen Malatkonzentrationen. Dargestellt sind jeweils die Histo-
gramme der automatisierten Stufensuche. Zur Bestimmung des Schwerpunktes
der absoluten Stufenhéhe wurden die Histogramme mit Gausskurven gefittet.

Die Messungen wurden als Einzelmessungen nacheinander ausgefihrt.
Beginnend mit der niedrigsten Malatkonzentration wurden sukzessiv
Messungen mit Elektrolytldsungen von hoherer Malatkonzentration bis zur
hochsten Malatkonzentration durchgefiihrt. Durch dieses Vorgehen sollten
Diffusionseffekte innerhalb der Elektroden so gering als mdglich gehalten

werden. Wahrend der Messungen lag jeweils eine Spannung von -20,7 mV

Uber die Membran an. Abbildung 15 zeigt die Resultate der durchgefihrten
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Messungen. Da es sich um Einzelmessungen mit unterschiedlichen
Membranen handelt, variiert auch die Anzahl der Stufen in den einzelnen
Histogrammen. Die Messungen mit wenigen Einbauereignissen flihren zu einer

héheren Schwankungsbreite.
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Abbildung 16 (Leitfahigkeit (Malat))

zeigt die Leitféhigkeit des rekombinant hergestellten Porintrimers in Abhédngig-
keit von der Konzentration der Malationen.

In Abbildung 16 sind die Ergebnisse der Messungen der Einbaustufen fir
verschiedene Malatkonzentrationen dargestellt. Zunachst fallt auf, dass die

absoluten Leitfahigkeitswerte flr alle Malatkonzentrationen deutlich geringer

sind, als die Leitfahigkeit, welche fir 100 mM KCI bestimmt worden ist. Da es
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sich bei dem Malation, im Vergleich zum Chloridion, um ein komplexes Molekil
handelt, dessen Abmessungen wesentlich groRer sind als der lonenradius des

Chloridions, ist ein solches Verhalten zu erwarten.

Der Verlauf der Kurve in Abbildung 16 zeigt jedoch deutlich die Charakteristik
einer Sattigungskinetik. Der leichte Anstieg im Bereich zwischen 100 mM und
1000 mM Na,Malat konnte auf einen additiven Beitrag der Na*-lonen

zurlUckzufihren sein.

4.3.2.1.3 Messung der Leitfahigkeit in NaCl-L6sungen

Zusatzlich wurden Messungen der Einbaucharakteristik bei verschiedenen
Konzentrationen von NaCl durchgeflihrt. Die Daten dieser Messungen dienen
als Interpretationshilfe der Malatdaten, um den Einfluss der Na-lonen auf die
Messungen der Leitfahigkeiten, bei verschiedenen Malatkonzentrationen,
besser verstehen zu kénnen. Die Messungen erfolgten in Analogie zu den
Messung zu Na,Malat unter Verwendung einer 100 mM KCI-Elektrode und
wurden in aufsteigender Konzentration gemessen. Die Grélkenordnung der
gefunden NaCl-Leitfahigkeitswerte stimmt mit jener von KCI Gberein. Beide sind
damit um einen Faktor 2 grolRer als die Leitfahigkeitswerte fir Na,Malat. Ein
Austausch der Kationen K" durch Na® scheint keinen signifikanten Effekt in
Bezug auf die Leitfahigkeit zu haben, was mit der Anionenselektivitdt von

Omp32 Ubereinstimmt.
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Abbildung 17 (Leitfahigkeit (NaCl))

zeigt die Resultate der Leitfahigkeitsmessungen an rekombinantem Omp32 in
Abhéngigkeit der verschiedenen Konzentrationen von NaCl.

Die verringerten Leitfahigkeitswerte bei Na,Malat-Elektrolytlésungen ist somit

ein Effekt, welcher auf das Malatanion zurtickzufiihren ist.

4.3.2.2 Messungen zur SchlieBkinetik

Aus den Messungen zur SchlielRkinetik, die in Kapitel 5.5.2. beschrieben sind,
wurde auch eine Analyse der Stufenhéhen der SchlieRkurven zu verschiedenen
Spannungen durchgeflihrt. Diese Auswertung zeigt deutlich den nichtlinearen
Verlauf der Leitfahigkeit, wie er bereits flr den Wildtyp festgestellt worden ist (A.
Mathes, 2000).°" Bei Spannungswerten oberhalb der physiologischen Grenze
stellt sich mit zunehmenden absoluten Spannungen eine Abnahme der

Leitfahigkeit ein.
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Abbildung 18 (Stufenhohen)

zeigt das Resultat einer Auswertung der Schliel3kinetik von Omp32 in Hinsicht
auf die Héhe der Stufen des SchlieBvorganges bei verschiedenen Spannungen.

Die in Abbildung 18 dargestellten Leitfahigkeitswerte der Porintrimere
entsprechen einer Abflachung der Kennlinie im Ul-Diagramm bei héheren
Spannungswerten. Sie sind ein weiterer Anhaltspunkt dafiir, dass sich der

rekombinante Wildtyp in seinen Ladungstransporteigenschaften nicht vom

nativen Wildtyp unterscheidet.
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4.3.3 Messungen an den Omp32-Mutanten

4.3.3.1 Messungen an der Mutante Q1

Die Mutante Q1 des Porins Omp32 unterscheidet sich vom Wildtyp dadurch,
dass das Arginin R38 durch ein ungeladenes Glutamin ersetzt wurde. Der

Einbau wurde bei einer Konzentration von 100 mM KCI durchgefihrt.
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Abbildung 19 (Einbau Q1)
zeigt den Ausschnitt einer Messung zur Einbaucharakteristik der Mutante Q1.

Bei den Messungen lag eine absolute Spannung von 20,7 mV an. Abbildung 19
stellt einen Ausschnitt einer Messung zur Einbaucharakteristik von Omp32 dar.
Die gesamte Messung verlief Uber einen Zeitraum von 1,5 Stunden. Die
Messung zeigt den charakteristischen Stufenverlauf, ein Hinweis darauf, dass
sich die Mutante in ihrem Einbauverhalten ahnlich wie der Wildtyp verhalt. Die

Stufenhdhen sind jeweils ganzzahlige Vielfache einer elementaren Stufenhohe.
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Die ersten beiden Stufen der Abbildung 18 entsprechen dabei in ihrer Hohe
dem Wert der elementaren Stufenhdhe. Die automatisierte Stufensuche mittels
des Korrelationsalgorithmuses liefert eine durchschnittliche Stufenhéhe von 3,7
+ 0,9 pA, welche einer Leitfahigkeit von 0,18 + 0,04 nS pro Trimer entspricht.
Die Leitfahigkeit entspricht damit den Leitfahigkeiten des Wildtyps und des
rekombinant hergestellten Wildtyps. Die Mutation des Arginins R38 scheint

daher keine signifikante Auswirkung auf die Leitfahigkeit zu haben.

4.3.3.2 Messungen an der Mutante Q3

Die Mutante Q3 bezeichnet die Mutation von R133 zu Q133. Das R133 befindet
sich am exoplasmatischen Ende der Konstriktionsstelle. Es wurden mehrere
Messversuche an dieser Mutante angestellt, allerdings konnte in keinem Fall
ein Einbau in die Membran festgestellt werden. Einer der Messversuche verlief
dabei Uber 43,4 Stunden, da bei diesem Versuch eine erstaunlich stabile
Membran etabliert werden konnte. Derzeit kann nicht beurteilt werden, ob
dieser negative Befund ursachlich mit der Mutation verbunden, oder ob ein

anderer Parameter dafiir verantwortlich ist.

4.3.3.3 Messungen an der Mutante Q4

Die Mutante Q4 unterscheidet sich vom Wildtyp durch eine Mutation der 58.
Aminosaure. Das negativ geladene Glutamat wurde durch ein neutrales
Glutamin ersetzt. Es wurden sowohl Messungen der Einbaucharakteristik als

auch der SchlieRkinetik durchgeflihrt.
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Abbildung 20 (Einbau Q4)

zeigt eine Einbaucharakteristik der Mutante Q4. Die Positionen der gefundenen

Stufen sind durch Markierungskreuze gekennzeichnet.

Diese spezielle

Messung wurde bei einer angelegten Spannung von 20,6mV durchgefiihrt und
erstreckte sich tber einen Zeitraum von ca. 30 Minuten.

Die Auswertung der Messungen zur Einbaucharakteristik von Q4 lieferte einen

Wert der durchschnittlichen Stufenhéhe von 3,1 = 0,9 pA. Dies entspricht einer

Leitfahigkeit von 0,15 = 0,04 nS. Die Mutante Q4 entspricht also in ihrer

Leitfahigkeit in etwa dem Wert der Leitfahigkeit des Wildtyps und zeigt somit

keine signifikante Abweichung. Zusatzlich wurde an der Mutante Q4 auch eine

Messung des SchlieRverhaltens durchgefihrt.
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Abbildung 21 (SchlieRkinetik Q4)

zeigt eine Messung der Schlie8kinetik von Q4. Im oberen Teil der Abbildung ist
der angelegte zeitliche Spannungsverlauf dargestellt. Der untere Abbildungsteil
zeigt den daraus resultierenden Stromverlauf (iber die Membran. Die gesamte

Messung verlief liber einen Zeitraum von ca.11 Stunden und wurde in 100 mM
KCI durchgefiihrt.

Der im unteren Teil der Abbildung 21 dargestellte Stromverlauf zeigt die
typische SchlieRkinetik der Porine. Die Mutante Q4 verhalt sich also auch in
ihrem SchlieBverhalten wie ein normales Porin. Die Mutation von Glu58 zu
Glutamin scheint, zumindest unter Verwendung von KCI als Elektrolyt, keinen

signifikanten Einfluss auf den Ladungstransport bzw. die Leitfahigkeit zu haben.
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5 Simulationsrechnungen zur SchlieBkinetik

5.1 Einleitung

Bereits wiederholt konnte bei Leitfahigkeitsmessungen an Porinen ein
spannungsabhangiges SchlieRen der lonenkanale beobachtet werden. Der
Mechanismus dieses Vorgangs und dessen Funktion in vivo sind umstritten (M.
Brunen et al., 1995)*°, (M. Watanabe et al., 1997)*, (J. Bjorkstén et al., 1994).*
Als Moglichkeit wird in der Literatur ein Kollabieren der Pore genannt (K.
Saxena et al., 1999)*, (P. Vangelder et al., 1997).*° Nach dem Anlegen einer
konstanten Gleichspannung im Bereich zwischen £100mV kommt es zum

Abfall des Stromes von einem Maximalwert bis zu einem Minimalniveau.
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Abbildung 22 (SchlieRkinetik Omp32)

zeigt in Bildteil a.) die Darstellung einer Messung an rekombinant hergestelltem
Omp32. Dabei handelt es sich um eine Messung der SchlieBkinetik des
Proteins bei -91mV. Bildteil b.) zeigt eine Ausschnittsvergrél3erung der ersten 3
Sekunden der Messung. Deutlich ist ersichtlich, dass auch der Starke Strom-
abfall wéhrend der Anfangsphase durch einzelne, diskrete SchlielSvorgédnge
verursacht wird.
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Ob es sich dabei tatsachlich um einen entglltigen Sattigungszustand handelt,
kann, bedingt durch die begrenzte Messdauer, nicht abschlieRend geklart
werden. Selbst nach langerer Messdauer war noch ein dann zwar deutlich
schwacherer, aber nicht verschwindender Abfall des lonenstroms Uber die
Membran zu beobachten. Der relative Abfall ist im Allgemeinen umso starker, je
hoher die angelegte Spannung ist. Bei den Messungen im Rahmen dieser
Arbeit lieRen sich solche Schlie3kinetiken ebenfalls flir Omp32 nachweisen. Fur
Omp34 einem verwandten Porin aus dem Organismus Acidovorax delafieldii,
wurde bereits friiher ein ahnliches SchlielRverhalten gezeigt (M. Brunen et al.,
1993).°° Im Bildteil a.) von Abbildung 22 ist ein typischer Verlauf der
Schlielkinetik fir Omp32 dargestellt, welcher im Rahmen dieser Arbeit
gemessen wurde. Das Beispiel zeigt den Stromverlauf bei einer angelegten
Spannung von -91mV. Nach einem steilen Abfall zu Beginn der Messung zeigt
der resultierende Strom ein verlangsamtes Schliellverhalten, wobei die
SchlieRvorgange der einzelnen Porintrimere als Stufen im Stromverlauf
erkennbar sind. Aus Darstellungsgrinden wurde der Wert des Maximalstromes
auf die Einheit 1 normiert. Die Stufenhéhe im Bildteil a.) wurde mit 0,02
Einheiten bestimmt. Dementsprechend handelt es sich um eine Messung an
einer Membran mit ca. 50 inkorporierten Trimeren. Durch eine verbesserte
Messwerterfassungstechnik mit héheren Scanraten im kHz-Bereich konnten die
Kurven der SchlielRkinetik in hoher zeitlicher Auflésung gemessen werden. Die
hohe Auflésung ermdglicht eine detaillierte Analyse der Kinetiken. Abbildung 22
b.) zeigt einen Detailausschnitt der ersten drei Sekunden aus der Messung, in
dem ebenfalls deutlich Einzelstufen aufgeldst sind. Die Messung zeigt, dass der

starke und schnelle Abfall der Stromkurve unmittelbar nach dem Anlegen einer
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Spannung, wie er bei auch bei Omp34 beobachtet wurde, das Ergebnis
einzelner SchlielRereignisse ist. Dieser Zusammenhang war bisher immer
vermutet worden und konnte jetzt durch die verbesserte Messtechnik

nachgewiesen werden.

Weder die Bedeutung noch die Funktionsweise dieses SchlielRverhaltens
konnten bisher hinreichend geklart werden. Um dennoch Ruickschlisse Uber
den phanomenologischen Stromverlauf auf die Funktionsweise zu ermdglichen,
wurden bereits friher (A. Mathes, 2000)*' verschiedene mathematische Modelle
diskutiert, die geeignet sind, den experimentellen Stromverlauf zu simulieren.
Eines der diskutierten Modelle ist der exponentielle Zerfall. Zeitlich
exponentielle Verlaufe sind in vielen biologischen Prozessen zu finden, da sie
die Lésungen zu Differentialgleichungen bieten, wie sie immer auftreten, wenn
die Anderung einer Population proportional zur Gesamtpopulation ist (dN < N).
Bereits frith wurde flr Porine die Theorie aufgestellt, dass sie nur zwei
Schaltzustande annehmen kénnten (G. Ehrenstein et al., 1977).°> Gemeinsam
mit den Annahmen, dass die Anzahl der Porine in der Membran konstant bleibt
und dass sich unter gleichen Bedingungen auch ein gleiches Verhaltnis
zwischen geschlossenen und offenen Porinpopulationen einstellt, erhalt man
den entsprechenden differentiellen Zusammenhang. Es zeigte sich jedoch,
dass zur Simulierung der experimentellen Stromkurven eine einzige
Exponentialfunktion nicht ausreichend ist. Die meisten Kurven bei
verschiedenen Spannungen erfordern zumindest zwei, die bei hohen
Spannungsbetragen (JUl = 70 mV), sogar drei Exponentialfunktionen. Die
einzelnen Exponentialfunktionen addieren sich dabei zu einer Gesamtfunktion.

Insbesondere der bereits erwahnte starke Stromabfall bei hohen Spannungen
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innerhalb der ersten Minuten, kann nur befriedigend mit drei Funktionen
dargestellt werden. Damit muss es aber auch bis zu drei unterschiedliche
Porinpopulationen geben, die in entsprechend unterschiedlichen Zeitskalen
schalten. Bisher sind allerdings keine experimentellen Befunde bekannt, welche
auf die Existenz unterschiedlicher Porinpopulationen hinwiesen. Zu den drei
erforderlichen Zeitvariablen kommen bei drei Exponentialfunktionen noch drei
weitere Amplitudenvariablen sowie eine weitere Variable fir die Asymptote
(t — o). Bei insgesamt sieben Variablen ist eine Interpretation der
Funktionszusammenhange aus dem mathematischen Modell heraus nahezu

unmaglich.

Als weiteres mathematisches Modell wurde der algebraische Zerfall diskutiert
(A. Mathes, 2000).°* Auch mit Hilfe des algebraischen Zerfalls lassen sich die
experimentellen Befunde hinreichend gut simulieren. Dieses Modell Iasst den
Schluss zu, dass die Kinetik die Eigenschaften einer negativen Kooperativitat
aufweist. Das bedeutet, dass ein geschlossenes Porin die Ubrigen offenen
Poren schwacher zum SchlieRen anregt, als offene Porine. Hierin zeigt sich ein
entscheidender Punkt dieses Modells: Alle Porine in der Membran mussen
miteinander wechselwirken. Noch scharfer formuliert bedeutet dies, dass jedes
individuelle Porin ,Kenntnis“ Uber den aktuellen Schaltzustand aller anderen
Porine in der Membran haben muss. Diese Bedingung setzte also eine
langreichweitige Wechselwirkung Uber die gesamte Membran voraus. Mogliche
Wechselwirkungen der Porine, wie Coulomb- oder van der Waals-Krafte haben
aber nur Reichweiten, die im besten Falle Auswirkungen auf die nachsten
Nachbarn haben kénnten. Als Konsequenz daraus bliebe nur der Schluss auf

eine bisher unbekannte Wechselwirkung, welche durch ein gleichzeitig auf alle
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Porine einwirkendes Medium, z.B. die Membran, vermittelt werden miusste.
Bisher konnte in Experimenten kein Hinweis auf eine solche Wechselwirkung
gefunden werden. Deshalb wurde hier ein weiteres Modell zur mdglichen
Erklarung der SchlieRkinetik entwickelt. Dieses und dessen Umsetzung in der

Simulation ist im Folgenden beschrieben.

5.2 Nachsten-Nachbar-Wechselwirkung

Einen Ausweg aus der Postulierung einer langreichweitigen Wechselwirkung,
die der algebraische Zerfall nahe legt, bietet das Modell der Nachsten-Nachbar-
Wechselwirkung. Dieses Modell beschrankt sich immanent auf die mogliche
Wechselwirkung der Porine mit Ihren unmittelbaren Nachbarn. Porine tendieren
sowohl in natlrlichen als auch in kunstlichen Membranen dazu, hexagonale
Gitter zu bilden (A. C. Steven et al., 1977).® Somit ist jedes Porintrimer von
sechs direkten Nachbarn umgeben. Ausgehend von kurzreichweitigen
Wechselwirkungen wird der Schaltvorgang eines einzelnen Porins nur mehr
durch die Wechselwirkungen mit seinen sechs Nachbarn beeinflusst. Im
angewandten Simulationsmodell wird ebenfalls davon ausgegangen, dass
jedes Porin nur zwei Schaltzustdnde annehmen kann: offen oder geschlossen.
Die jeweiligen Schaltzustdande der Nachbarn wirken sich dann auf das
Schaltverhalten eines Porins aus. Dabei werden fir alle Porine sieben mdgliche
Zustande unterschieden, die sich durch die Anzahl (N) der geschlossenen,
umgebenden Nachbar(n) definieren (N € {0, 1, ... ,6}). Jedem dieser sieben
Zustande wird ein Wahrscheinlichkeitswert zugeordnet, den Schaltzustand fir
ein Porin zu andern. Die in dieser Arbeit angestellten Simulationen

berlcksichtigen zunachst nur SchlieBwahrscheinlichkeiten, d.h., nur ein noch
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offenes Porin kann seinen Schaltzustand andern und schlieBen. In einer
modifizierten Programmversion ist auch eine Offnungswahrscheinlichkeit
implementiert worden, welche die Kurvenverldufe ebenfalls befriedigend

simulieren kann.

Abbildung 23 (2D-Kristall Omp34)

zeigt in Teil a.) einen planaren 2D-Kristall des Proteins Omp34 und im Bildteil
b.) die computerberechnete Mittelung des Kristalls. Die Porine sind in der
Membran dicht gepackt, jedes Omp34-Molekiil besitzt sechs direkte Nachbar-
molekdile.

Die hier beschriebenen Untersuchungen beschranken sich aber auf die

SchlielBwahrscheinlichkeiten. Dieses Vorgehen ist insofern zuldssig, da die



SIMULATIONSRECHNUNGEN ZUR SCHLIERKINETIK 67

meisten Schlielkinetikkurven einen monotonen Abfall zeigen. Gelegentliche,
eventuelle Wieder6ffnungen von einzelnen Porinen verschwinden dabei im
Rauschen der Messung. Lediglich die Kurven zu niedrigen Membran-
spannungen (JU| < 30 mV) zeigen nicht den monotonen Abfall. Somit ist in
diesen Fallen allerdings auch nicht von einem SchlieRverhalten auszugehen.
Eine Verbesserung der Simulation durch die Einfilhrung von Offnungs-
wahrscheinlichkeiten dient im Wesentlichen nur dazu, das Rauschverhalten der
Kurven besser darstellen zu kdénnen. Die Simulationen mit reinen Schlief3-

verhalten kénnen den Kurvenverlauf aber bereits hinreichend gut simulieren.

5.3 Der Simulationsalgorithmus

Ziel der Simulation ist die Berechnung von SchlieRkurven zu gegebenen
Wechselwirkungswahrscheinlichkeiten. Dafir wird zunachst eine quadratische
Matrix binarer Elemente angelegt. Diese Matrix ist die orthogonale
Transformation eines hexagonalen Gitters, wie es von den Porinen in einer
Membran gebildet wird. Jeder Gitterplatz stellt ein Porin dar, der zugehdrige
binare Inhalt beschreibt dessen Schaltzustand (1 fir ein offenes Porin; 0
entsprechend flr ein Geschlossenes). Die Dimension der Matrix reprasentiert
somit die Gesamtanzahl der simulierten Porine. Bei den hier angestellten
Rechnungen wurde eine Dimension von 20 x 20 Elementen, also 400 Porinen
gewahlt. Diese Anzahl entspricht in ihrer GréRenordnung jener Porinanzahl,
die in den zu simulierenden Kurven vermessen wurde. Zusatzlich zu den 400
Porinen der Matrix wird ein Rand definiert, der im Simulationsprogramm frei
gewahlt werden kann. Er kann aus offenen, geschlossenen, oder einem
wahlbaren Verhaltnis von offenen und geschlossenen Porinen bestehen. Es

wurde hier ein Rand aus offenen Porinen angenommen. Die Simulation der
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Messkurven verlauft nun nach folgendem Schema: Zu Beginn der Simulation
sind alle Porine geo6ffnet. Dieser Zustand entspricht dem des maximalen
Stromwertes zu Beginn der Messungen einer SchlieRkinetik. Der maximale
Strom zu Beginn der Messung wird genau wie der maximale Strom der
Simulation auf Eins normiert. Da jedes Porin den gleichen Anteil zum
Gesamtstrom liefert, ist auch in der Simulation der Strom proportional zur
Gesamtzahl der offenen Porine. Nun wird die Matrix Element fir Element
betrachtet und Uber alle direkten Nachbarelemente addiert. Die resultierende
Summe gibt das vorhandene Nachbarschaftsverhaltnis an. Der Algorithmus
sucht nun aus dem Wahrscheinlichkeitsvektor das entsprechende Element. Der
Computer generiert eine Zufallszahl zwischen 1 und 0, vergleicht diese mit der
SchlieBwahrscheinlichkeit aus dem Wahrscheinlichkeitsvektor, um zu
entscheiden, ob das dem aktuellen Matrixelement entsprechende Porin zu
schlieRen ist. Sind alle Matrixelemente abgearbeitet, so werden die
Zustandsgrolien aller Matrixelemente addiert. Diese Summe wird auf den
Gesamtstrom aller Porine normiert und liefert so den nachsten Punkt der
Simulationskurve. Das Abbruchkriterium fir die Simulation einer Messkurve ist
erreicht, wenn die Anzahl der berechneten Punkte der Simulationskurve mit der
Anzahl der Messpunkte Ubereinstimmt. Die Umsetzung der Simulations-
algorithmen erfolgte durch Programmierung von Makros in Igor Pro 5, einer
Plattform zur wissenschaftlichen Auswertung von Daten und Kurven. Igor Pro 5

ist ein Produkt der Firma WaveMetrics, Inc.
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5.4 Bestimmung der Wechselwirkungs-
Wahrscheinlichkeiten

Diese Routine berechnet zu einer gegebenen Messkurve die dazugehdrigen
Wechselwirkungswahrscheinlichkeiten. Beim Start des Programms werden
zunachst sieben Obergrenzen der Wahrscheinlichkeitswerte vorgegeben, die
anschlielend in einer Serie von Intervallschachtelungen verbessert werden. Die
Vorgabe von oberen Grenzen ist optional zur Beschleunigung der Berechnung.
Es wurden meist Intervallmaxima von 0,5 gewahlt, da die Erfahrung gezeigt hat,
dass Wahrscheinlichkeitswerte groRer als 0,5 nicht zu brauchbaren
Simulationskurven flihrten. In den gerechneten Beispielen war ein maximaler
Anfangswert von 0,2 fir die Simulationsrechnungen bereits geeignet, um
befriedigende Resultate zu erzielen. Die sieben Obergrenzen werden als
Komponenten in einen Wahrscheinlichkeitsvektor geschrieben. Der Algorithmus
halbiert nun die Intervalle zwischen 0 und den Obergrenzen, nimmt daraus die
Mitte der oberen Haélfte und die Mitte der unteren Halfte als neue
Wahrscheinlichkeitswerte. Da es sieben Wahrscheinlichkeitswerte zu
optimieren gilt, und fur jeden Wert immer zwei mdgliche Intervallmitten zu
testen sind, entstehen nach der Kombinatorik 128 unabhangige Moglichkeiten.
Um den zufdlligen Fehler zu verringern, werden fir jede dieser 128
Moglichkeiten zwischen 10 und 20 Simulationskurven berechnet. Aus diesen
Kurven werden das arithmetische Mittel und die mittlere quadratische
Abweichung der gemittelten Simulation zur Messkurve ermittelt. Die Werte
dieser 128 Standardabweichungen werden in einem Vektor gespeichert. Die
minimale Komponente dieses Vektors gibt die optimale Kombination von neuen
Intervallgrenzen fir den nachsten Rechenzyklus vor. Damit ist ein Intervall-

schachtelungsdurchlauf beendet und das Programm startet mit dem Nachsten
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unter Verwendung der neuen Intervallgrenzen. Die Bestimmung der Wahr-
scheinlichkeitsparameter wurde in der Regel nach 15 Durchgangen der
beschriebenen Routine beendet. Dieses Vorgehen ist zulassig, da die
Wahrscheinlichkeitswerte nach 15 Intervallschachtelungen bereits auf flnf
Stellen genau berechnet werden wirden. Bei vierhundert Porinen und maximal
20 Simulationen pro Durchlauf ist eine weitere Verbesserung der Wahr-

scheinlichkeitswerte nicht mehr sinnvoll.

5.5 Resultate der Simulationsberechnungen
5.5.1 Omp34

Die Simulationsrechnungen wurden zunachst mit Messkurven des Porins
Omp34 durchgeflihrt, um die Ergebnisse mit den anderen Modellen und mit den
Daten von Omp32 vergleichen zu kénnen. In Abbildung 24 ist die SchlielRkinetik
des Porins dargestellt, wobei insbesondere der zunachst starke und spater
bedeutend schwachere Abfall des Stromes nach Anlegen einer Spannungsstufe
erkennbar ist. Ziel der Simulationsrechnungen war es, genau diesen Verlauf mit
Hilfe des Nachsten-Nachbar-Wechselwirkungsmodells darzustellen. Die dabei
erhaltenen  Wahrscheinlichkeitswerte  fir die  Wechselwirkungen der
unterschiedlichen Nachbarschaftsverhaltnisse bieten eine Grundlage fir die

Bewertung der Natur dieser Wechselwirkung.
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Abbildung 24 (SchlieRkinetik Omp34)

Messdaten zur SchlieBkinetik von Omp 34 (A. Mathes, 2000).”* Im oberen
Bildteil ist der angelegte Spannungsverlauf dargestellt, im unteren Bildteil
parallel dazu der daraus resultierende Strom durch die Porine in der Membran.
Die Stromkurven zeigen den typischen Verlauf der Schlie8kinetiken.

Abbildung 25 und Abbildung 26 belegen die Madglichkeit, die gemessenen
Stromverlaufe mittels des Modells der Wechselwirkung zwischen den nachsten
Nachbarn zu simulieren. Es lassen sich fir alle Stromkurven der Schlielkinetik
sieben  Wahrscheinlichkeitsparameter der mdglichen  Nachbarschafts-

verhaltnisse finden, so dass die dazugehoérige Simulation die realen

Stromkurven mit hinreichender Genauigkeit nachzeichnet.
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Positive Spannung: 30 - 100 mV (10 mV Schritte)
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Abbildung 25 (Simulation pos. Spannung)

zeigt die Stromverldufe aus Abbildung 24 zu positiven Spannungswerten
zwischen +30 mV und +100 mV in schwarzer Farbe. Die Stromwerte wurden fiir
den maximalen Strom auf 1 normiert. Die in rot (grau) dargestellten Kurven
stellen die zugehdrigen simulierten Stromverldufe dar. Die x-Achse gibt die
Anzahl der gemessenen und simulierten Punkte wieder.
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Negative Spannung: 30 - 100 mV (10 mV Schritte)
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Abbildung 26 (Simulation neg. Spannung)

zeigt die Stromverldufe aus Abbildung 24 zu negativen Spannungswerten
zwischen -30 mV und -100 mV in schwarzer Farbe. Die Stromwerte wurden fiir
den maximalen Strom auf 1 normiert. Die in rot (grau) dargestellten Kurven
stellen die zugehdrigen simulierten Stromverldufe dar. Die x-Achse gibt die
Anzahl der gemessenen und simulierten Punkte wieder.
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Anzahl der geschlossenen Nachbarn
Abbildung 27 (WW-Parameter)

ist eine Darstellung berechneter Wahrscheinlichkeitsparameter der Simulation
verschiedener SchlielBkinetiken von Omp34 bei positiven Spannungen. Die
farbigen Kurven geben die Verbindung der diskreten Wahrscheinlichkeitswerte
wieder, verschiedene Farben reprédsentieren dabei die Wahrscheinlichkeits-
werte zu verschiedenen Spannungen. Auf der vertikalen Achse sind die
absoluten Wahrscheinlichkeitswerte in logarithmischer Darstellung aufgetragen.
Die horizontale Achse ordnet den Wahrscheinlichkeitswerten die ent-
sprechenden Nachbarschaftsverhéltnisse zu.

Die in Abbildung 27. aufgetragenen Wahrscheinlichkeitswerte zeigen deutlich
den Zusammenhang einer negativen Kooperativitat. Das heil’t, die Anzahl der
bereits geschlossenen Nachbarporine senkt die Wahrscheinlichkeit eines
einzelnen offenen Porins, ebenfalls in den geschlossenen Zustand zu
wechseln. Allgemein lasst sich ablesen, dass die Wechselwirkung umso starker
ist, je mehr offene Proteine vorhanden sind. Desweiteren kann, da sich die
einzelnen Verbindungskurven kaum schneiden, aus der Darstellung direkt
abgelesen werden, dass die SchlieBwahrscheinlichkeiten zu gleichen Nachbar-

schaftsverhaltnissen mit hdherer Spannung ebenfalls groRer sind. Hier sind, um
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die Ubersichtlichkeit zu bewahren, nur die berechneten Wahrscheinlichkeits-
werte zu Messkurven mit positiven Spannungen aufgetragen. Die Wahr-
scheinlichkeitswerte zu den negativen Spannungen zeigen ein analoges
Verhalten. Die Verbindungslinien der Wahrscheinlichkeitswerte zu gleichen
Spannungen scheinen in dieser Darstellung anndhernd auf Geraden zu liegen.
Durch die logarithmische Auftragung legt dies eine eventuelle exponentielle
Abhangigkeit der Wahrscheinlichkeitsparameter nahe. Die Parameter scheinen
mit der zunehmenden Anzahl von geschlossenen Nachbarn exponentiell
abzunehmen. Dieser Zusammenhang wirde eine Vereinfachung des Modells
erlauben, da nicht mehr sieben unabhangige Wahrscheinlichkeitsparameter
benodtigt werden. Es wurde versucht, eine entsprechende exponentielle
Abhangigkeit in weitere Simulationsrechnungen einzubinden. Es zeigte sich
jedoch, dass die Simulationen bei erzwungener exponentieller Abhangigkeit der
Wahrscheinlichkeitsparameter schlechtere Resultate brachten. Dies spricht
nicht grundsatzlich gegen einen solchen Zusammenhang, er lasst sich aus den

vorliegenden Daten aber nicht mit befriedigender Genauigkeit ableiten.

5.5.2 Rekombinantes Omp32

Im Rahmen dieser Arbeit wurden auch die SchlieRkinetiken von rekombinantem
Omp32 gemessen. In Abbildung 28 ist eine derartige Messung exemplarisch
dargestellt. Das rekombinante Omp32, wie auch der Wildtyp, zeigen ein
SchlieRverhalten ahnlich dem von Omp34. Bei beiden Proteinen folgt auf einen
steilen Abfall des transmembranen Stromes eine schwéachere Abnahme.
Ebenso steigt im Allgemeinen der absolute Abfall des Stromes mit

zunehmender Hohe der angelegten Spannung.
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Abbildung 28 (SchlieRkinetik Omp32)

zeigt eine exemplarische Messung zum SchlieBverhalten von rekombinantem
Omp32 im oberen Bildteil ist das angelegte Spannungsprofil dargestellt, im
unteren Bildteil der daraus resultierende Stromverlauf. Bei h6heren Spannungs-
werten zeigt die Stromkurve auch hier den typischen Verlauf einer Schliel3-
kinetik.

Da Omp32 ebenso wie Omp34 in Membranen dazu neigt, eine hexagonale
Anordnung zu bilden, ist es mdglich, das Simulationsmodell der Nachsten-
Nachbar-Wechselwirkung auch auf das SchlieBverhalten von Omp32
anzuwenden. Zur Simulation wurden Schlie3kurven zu einzelnen Spannungs-
werten aus verschiedenen Messungen ausgewahlt. Um die Rechenzeiten der
Simulationsrechnungen auf einem vertretbaren Niveau zu halten, wurde die

Anzahl der Datenpunkte der SchlieBkurven auf tausend Messpunkte reduziert.
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Dieser Schritt war insbesondere notwendig, da die verbesserte Messtechnik,
mit ihrer Moglichkeit von Scanraten im kHz-Bereich, entsprechend grof3e
Datenmengen erzeugt. Die Messdaten der SchlieBkinetiken wurden in
automatisierten Langzeitmessungen aufgenommen. Die Messungen der
SchlieBkurven zu einzelnen Spannungen dauerten dabei zwischen flinfzehn
und dreilig Minuten, was einer Anzahl Nyesounen VON Messpunkten zwischen
900.000 und 1.800.000 entspricht. Fir eine Simulation auf handellblichen
Tischrechnern (PCs) ist dieses Datenaufkommen zu gro3, da fir jeden
lterationsschritt der Simulation bei sieben Wahrscheinlichkeitsparametern (27=)
128 Simulationskurven mit jeweils Nyesspunkien ZU berechnen sind. Daher wurden
die Messdaten durch Mittelung Uber die nachsten Nachbarn in mehreren
Schritten auf eine Anzahl von 1000 Messpunkten reduziert. Damit einher geht
zwar auch eine Glattung der Kurve, aber durch geeignete Mittelung konnten die

charakteristischen Stufen der SchlieRkurven bewahrt werden.

In Abbildung 29 sind mehrere SchlieRkurven zu positiven Spannungswerten
zwischen +40mV und +91mV aus verschiedenen Einzelmessungen aufge-
tragen. Messungen am rekombinanten Omp32 zu kleineren Spannungswerten
zwischen +10mv und +30mV zeigten keine, beziehungsweise nur eine geringe
Tendenz zum SchlieRverhalten (vgl. Abbildung 28). Dieser Umstand und die
Tatsache, dass in vivo Uber die dul3ere Membran nur Potentiale bis zu 30 mV
vorhanden sind (K. Sen et al., 1988),> begriindet die Zweifel, ob der Effekt des
spannungsabhangigen Schliellens auch eine physiologische Bedeutung
innehat. Diese Beobachtung eines verringerten Schlielens bei kleineren
absoluten Werten der Spannung entspricht auch dem bei Omp34 beobachteten

Verhalten.
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Abbildung 29 (Simulation pos. Spannung)

zeigt das SchlieBverhalten von rekombinantem Omp32 zu positiven
Spannungswerten zwischen +40 mV und +91 mV in schwarzer Farbe. Die
Stromkurven entstammen mehreren Messungen analog der in Abbildung 28
dargestellten Messung. Die Stromwerte wurden fiir den maximalen Strom auf 1
normiert. Die in rot (grau) dargestellten Kurven stellen die zugehérigen simulier-
ten Stromverldufe dar. Die x-Achse gibt die Anzahl der gemessenen und
simulierten Punkte wieder.

In derselben Abbildung wurden die entsprechenden Simulationskurven in roter
(bzw. grauer) Farbe dargestellt. Die Originalmesskurven weisen neben der
generellen SchlieRtendenz auch vereinzelte ,Offnungsereignisse” auf. Aus den
Messdaten kann nicht eindeutig bestimmt werden, ob diese ,Offnungs-
ereignisse“ ursachlich mit einer Wiederdéffnung bereits geschlossener Porine,
oder mit einem fortgesetzten Porineinbau in die Membran wahrend des

Langzeitexperimentes verbunden sind. Bei den im Rahmen dieser Arbeit
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durchgefiihrten Messungen zur Schiel3kinetik wurde, nach der Zugabe der
Proteinlésung und vor Beginn der Messungen, immer ein Zeitraum von ca.
neunzig Minuten abgewartet, um die Anzahl der Einbauereignisse wahrend des
Messvorganges so gering wie moglich zu halten. Die Beobachtung des
Verlaufes der Einbauereignisse zeigte, dass in der Regel nach diesem Zeitraum
die Anzahl der Einbauereignisse eine Art Sattigung erreicht hatte. Eine Aussage
Uber die Ursache der ,Offnungsereignisse” zu treffen gestaltet sich schwierig,
da die Leitfahigkeitsmessungen keine Méglichkeit bieten, reale Offnungs-
ereignisse von Einbauereignissen zu unterscheiden. Zusatzlich kann auch der
Vergleich mit alteren Messungen nicht zu einer befriedigenden Unterscheidung
fihren, da gerade die Einbauereignisse sehr stark abhangig von den
experimentellen Rahmenbedingungen sind. Speziell spielt die Art der
verwendeten Detergenzien, selbst in geringen Konzentrationen, sowie deren
Einwirkzeit auf das Protein, eine entscheidende Rolle fiir das Einbauverhalten.
Der Zustand des durch Isolation, Rickfaltung und Reinigung dargestellten
rekombinanten Omp32 unterscheidet sich allerdings von dem des gereinigten
Wildtypproteins so, dass ein, durch die biochemischen Rahmenbedingungen
verandertes, Einbauverhalten nicht mit Bestimmtheit ausgeschlossen werden
kann. Der verwendete Simulationsalgorithmus berticksichtigt daher auch nur die
generelle, dominierende Schlieftendenz. Das heil}t, es wurden Kkeine
Offnungswahrscheinlichkeiten eingefiihrt, wodurch die Simulationskurven, im
Gegensatz zu den realen Messkurven auch hier, immer eine monoton fallende

Tendenz aufweisen.
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Abbildung 30 (Simulation neg. Spannung)

zeigt das SchlieBverhalten von rekombinantem Omp32 zu negativen
Spannungswerten zwischen -36,5 mV und -91 mV in schwarzer Farbe. Die
Stromkurven entstammen mehreren Messungen analog der in Abbildung 28
dargestellten Messung. Die Stromwerte wurden fiir den maximalen Strom auf 1
normiert. Die in rot (bzw. grau) dargestellten Kurven stellen die zugehdrigen
simulierten Stromverldufe dar. Die x-Achse gibt die Anzahl der gemessenen
und simulierten Punkte wieder.

In Abbildung 30 sind in schwarzer Farbe die SchlieBkurven zu unter-
schiedlichen negativen Spannungswerten zwischen -36,5 mV und -91 mV aus
unterschiedlichen  Messungen, zusammen mit den entsprechenden

Simulationskurven rot (bzw. grau) dargestellt. Die SchlieRkurve zu -73mV weist

im Bereich zwischen dem ca. 390ten und dem 450ten Messpunkt ein lokales
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Maximum auf. Der Anstieg zu diesem lokalen Maximum wird durch
,Offnungsereignisse” ab dem 390ten Messpunkt eingeleitet. Die Simulations-
kurve kann diesem Anstieg nicht folgen, und zeigt im Gegensatz dazu ein

fortgesetzt fallendes Verhalten.

Auffallend in Abbildung 29 und Abbildung 30 ist weiterhin, dass die Starke des
Schlielverhaltens der einzelnen Messkurven in keinem Zusammenhang mit
unterschiedlichen absoluten Spannungswerten zu stehen scheint. In Abbildung
25 und Abbildung 26 zu Omp34 zeigen die Schliefkurven deutlich, dass das
Schlielverhalten mit zunehmender Spannung ausgepragter ist. Die
Messkurven liegen mit zunehmender Spannung in entsprechender Reihenfolge
untereinander. Anders als bei der entsprechenden Darstellung zu Omp34
scheint das Schlielverhalten von rekombinantem Omp32 nicht mit
zunehmender Spannung starker ausgepragt zu sein. Die Lage der Messkurven
unterschiedlicher Spannungen zueinander erscheint zufallig zu streuen. Dieses
Phanomen resultiert jedoch daraus, dass die einzelnen Messkurven aus
unterschiedlichen Messungen verschiedener Einzelexperimente stammen. Die
Messungen an verschiedenen Membranen mit jeweils wieder verschiedenen
Anzahlen von inkorporierten Porinen konnen daher nicht direkt verglichen
werden, um einen Zusammenhang zwischen dem Schliel3verhalten und der
angelegten Spannung abzuleiten. Fir die einzelnen Messungen hingegen
konnte dieser Zusammenhang jedoch bestatigt werden. In Abbildung 30
beispielsweise stammen die Messkurven zu -45,5 mV, -55 mV und -91 mV aus
einem Einzelexperiment an einer Membran mit ca. 50 darin inkorporierten
Porinen. Diese drei Messkurven zeigen den typischen Zusammenhang

zwischen Schliel3verhalten und angelegter Spannung.
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Abbildung 31 (Simulationen)

zeigt in schwarzer Farbe die Darstellung zweier exemplarischer SchlieBkurven
zu angelegten Spannungen von -45,5 mV und -91,1 mV. Zusétzlich sind in
roter (bzw. grauer) Farbe jeweils 10 simulierte Kurven dargestellt. Die
Simulationskurven wurden unter Anwendung von Wahrscheinlichkeits-
parametern berechnet, welche nach 12 Iterationsschritten erhalten wurden. Die
Kurven zu héheren Spannungswerten lassen sich besser mit dem
Simulationsalgorithmus simulieren.

Dort, ebenso wie in der Abbildung 28, lasst sich dieser Zusammenhang auch
fur rekombinantes Omp32 qualitativ entnehmen. Allerdings konnten nicht alle
Messkurven zufriedenstellend simuliert werden, insbesondere bei Simulationen
zu Messkurven geringer absoluter Spannungswerte (JU| = 45 mV) erwies sich
der Simulationsalgorithmus als zu steif, als dass eine befriedigende Simulation

hatte erzielt werden konnen. In Abbildung 31 ist ein derartiges Beispiel

dargestellt. Die dort in schwarz dargestellte Messkurve zeigt nach einem sehr
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kurzen Abfall einen nahezu konstanten Verlauf, sogar mit einer geringen

Tendenz zu Wachstum im mittleren Teil der Kurve.

10 3 73mV MmV,—
En i
T 4 N — 40mV
= 2 T I
s 1073 -
= ]
5 o
: —
&) -
&2 “]
8 1074
= 3
47
2 S4mV 63.6mV
I | | | | | |
0 1 2 3 4 5 6
Anzahl der geschlossenen Nachbarn
Abbildung 32 (WW-Parameter)

ist eine Darstellung berechneter  Wahrscheinlichkeitsparameter  der
Simulationen fiir verschiedene Schlie3kinetiken von rekombinantem Omp32 bei
positiven Spannungen. Die farbigen Kurven geben die Verbindung der diskreten
Wahrscheinlichkeitswerte wieder, verschiedene Farben reprdsentieren dabei
die Werte verschiedener Spannungen zwischen 40 mV und 91 mV. Auf der
vertikalen Achse sind die absoluten Wahrscheinlichkeitswerte in logarithmischer
Darstellung aufgetragen. Die horizontale Achse ordnet den Wahrschein-
lichkeitswerten die entsprechenden Nachbarschaftsverhéltnisse zu.

Allerdings kénnen diese Befunde nicht dahingehend gedeutet werden, dass das
Modell der Nachsten-Nachbar-Wechselwirkung generell ungeeignet ist, um das
spannungsabhangige SchlieRverhalten der Porine zu beschreiben. Dafiir gibt
es zwei Grinde: zum einen stellt der Simulationsalgorithmus eine parallele
Intervallschachtelung fir die sieben Wahrscheinlichkeitsparameter dar.

Abhangig von den frei wahlbaren Anfangswerten der Wahrscheinlichkeits-
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parameter generiert der Rechner einen Satz von Parametern, welche die
Abweichung der simulierten Kurve von der Messkurve minimiert. Dabei werden
nicht alle moglichen Parameterkombinationen ausgetestet, d.h. es kann keine
Aussage getroffen werden, ob es sich bei den gefunden Parameterwerten um
die einzig- oder bestmodgliche Kombination von Parameterwerten handelt.
Insbesondere ist der Algorithmus nicht davor gefeit, in einem lokalen Minimum

der quadratischen Abweichung ,gefangen“ zu werden.

Zum anderen bericksichtigt der Simulationsalgorithmus in seiner derzeitigen
Version nicht die ebenfalls beobachteten ,Offnungsereignisse®. Fiir eine
sinnvolle Integration dieser Ereignisse ist es insbesondere notwendig, den
Charakter dieser Ereignisse zu studieren, um Offnen von Einbau differenzieren

zu kdnnen.

In Abbildung 32 sind die berechneten Wahrscheinlichkeitsparameter zu den in
der Abbildung 29 dargestellten Simulationsrechnungen dargestellt. Die
Wahrscheinlichkeitsparameter der Simulationsrechnungen zu rekombinantem
Omp32 scheinen nur eine geringe Tendenz zur negativen Kooperativitat
aufzuweisen. So zeigt Abbildung 32 scheinen die Wahrscheinlichkeitswerte
einiger Parametersatze fir Nachbarschaftsverhaltnisse mit 4, 5 oder 6
geschlossenen Nachbarn, die groRere Werte annehmen. Diese Daten missen
jedoch nicht zwangslaufig einer negativen Kooperativitat widersprechen. Bei
den zugehdrigen Originaldaten in Abbildung 29 fallt auf, dass der absolute
Abfall der Stromwerte in den Messkurven nur bis auf ca. flinfzig Prozent des
Anfangstromwertes reicht. In der Ubertragung dieser Stromwerte (> 50%) sind

die Nachbarschaftsverhaltnisse mit 4, 5 oder 6 geschlossenen Nachbarporinen
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statistisch deutlich unterreprasentiert. Daraus folgt, dass deren zugehoérige
Wahrscheinlichkeitsparameter in der Kurvensimulationsrechnung weniger
haufig abgefragt bzw. angewendet werden. Bei der Berechnung von
Simulationskurven zu Messkurven mit geringem absoluten Stromabfall spielen
die Wahrscheinlichkeitsparameter dieser Nachbarschaftsverhaltnisse eher eine
untergeordnete Rolle und sind somit in gewissem Male frei wahlbar. Sie
spielen fur die Konvergenz des Simulationsalgorithmuses keine entscheidende
Rolle und haben deshalb eine geringe Signifikanz. Die Wahrscheinlichkeits-
parameter zu statistisch starker reprasentierten Nachbarschaftsverhaltnissen
zeigen, vergleichbar mit den Daten zu Omp34, die Tendenz zur negativen

Kooperativitat.

Abschlieend lasst sich zusammenfassen: Das Modell der Nachsten-Nachbar-
Wechselwirkung ist in Rechnungen geeignet die SchlieRkinetikkurven nachzu-
vollziehen. Die Wahrscheinlichkeitsparameter des Wechselwirkungsmodells
zeigen deutlich den Zusammenhang einer negativen Kooperativitat, wobei
héhere Spannungswerte eine starkere Wechselwirkung zur Folge haben. Es
deutet sich an, dass die Parameter fiir die Ubergangswahrscheinlichkeiten
einen funktionellen Zusammenhang mit der angelegten Spannung haben. Eine
solche Beziehung wirde es erlauben, die Zahl der Modellparameter zu
reduzieren. Um das Modell dahingehend zu prazisieren, muissten die
Offnungsereignisse geklart und in geeigneter Weise in die Simulationen mit

einbezogen werden.
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6 Biomineralisationsexperimente an Omp32

6.1 Herstellung der 2D-Kristalle
6.1.1 Einleitung

Die zielgerichtete Abscheidung von anorganischen Mineralien in lebenden
Organismen ist in der Natur weitverbreitet. Von Beispielen, wie der
Skelettbildung bei Wirbeltieren, Gber den Aufbau von Schalen bei Mollusken,
bis hin zu den Magnetiten bei magnetotaktischen Bakterien (D. Schiler et al.,
1999)*. Die Abscheidung erfolgt meist in Biokomposite aus organischen
Makromolekiilen, wie Proteinen und Mineralien wie Silikaten oder
Kalziumkarbonaten. Es entstehen so funktionell hoch spezialisierte Komplexe
entsprechend den Anforderungen der Lebensbedingungen der Organismen.
Durch eine in der Evolution der Lebewesen entstandene, planmalige
Strukturierung der Materialen bilden sich Konstruktionen, die in lhren
Eigenschaften den meisten menschlich erzeugten Werkstoffen tberlegen sind.
Die Werkstofftechnologie versucht bereits seit einigen Jahrzehnten ahnliche
Methoden der Kombination verschiedener Materialien zu nutzen, um neue, fir
die jeweiligen Anspriiche optimierte Werkstoffe zu erhalten. Ein alteres Beispiel
ist der Stahlbeton in der Bauindustrie, ein Jingeres die Kombination von
Karbonfasern mit Kunstharzen im Fahrzeugbau. Auch wenn auf diesem Wege
bereits beachtliche Fortschritte in der Werkstoffoptimierung erreicht werden
konnten, ist der Aufbau dieser Verbundwerkstoffe immer noch primitiv im
Vergleich zu den Biokompositen vieler Lebewesen. Denn die Strukturierung
dieser kunstlichen Verbundwerkstoffe beschrankt sich meist auf die

makroskopische Ebene, wahrend Biokomposite eine Strukturierung auf der
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Nanometerskala aufweisen. Die organischen Molekile bilden eine selbst-
organisierende Matrix, in welche die anorganischen Komponenten gezielt
eingelagert sind. Erst in den letzten Jahren beginnt die Werkstoffkunde in diese
mikroskopischen Regionen vorzudringen. In der Halbleitertechnologie werden,
meist durch lithographische Techniken, unterschiedliche Materialien auf einer
Oberflache kontrolliert strukturiert. Im Gegensatz dazu steckt die
Feinststrukturierung von Materialien innerhalb von Volumina noch am Anfang.
Erste Ansatze bestehen zum Beispiel in der Methode, Werkstoffe durch
Abscheidung aus der Gasphase in ein feines Granulat zu verwandeln, dessen
Koérnung lediglich wenige Nanometer im Durchmesser aufweist. Granulate
unterschiedlicher Materialien werden gemischt und in aufwendigen
Sinterprozessen zu neuen Verbundmaterialien verbacken. Dabei handelt es
sich jedoch mehr um eine optimierte Durchmischung unterschiedlicher
Werkstoffe als um eine gezielte Strukturierung. Die Herstellung der Granulate
ist nur unter hohem Energieaufwand maglich. Die Materialauswahl beschrankt
sich meist auf anorganische Stoffe, die auch im abschlieRenden Sinterprozess

bestehen konnen.

In der Halbleitertechnologie konnte durch verbesserte, kurzwelligere UV-
Quellen und dazugehérige Spezialoptiken aus Einkristallen die Struktur-
miniaturisierung weiter vorangetrieben werden, als es urspringlich an-
genommen wurde. Dennoch stoRt diese Technologie an ihre physikalischen
Grenzen. Noch kurzwelligere Methoden, wie die Elektronenstrahllithographie
stecken noch in den Kinderschuhen und sind bisher flr eine grol3flachigere
Anwendung im Bereich von einigen mm? noch nicht geeignet. Ebenso steigt der

technische Aufwand mit zunehmender Miniaturisierung.
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Dass es aber dennoch mdglich ist, Materialien mit gezielter Strukturierung auf
wenigen Nanometern herzustellen, lehrt die Natur. Das Augenmerk liegt
insbesondere auf der Fahigkeit der Lebewesen, diese Strukturierung in
selbstorganisierenden Prozessen durch Biomolekule wie Proteine und
Polysaccharide zu l6sen. Diese Molekule stellen innerhalb der Biokomposite
gleichsam eine Matrix dar, in welcher die anorganischen Mineralien eingelagert

sind. Uber die spezifischen Interaktionen ist bisher noch wenig bekannt.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte u. a. geklart werden, ob insbesondere
Ladungszentren von Proteinen bei Biomineralisationsprozessen eine Rolle
spielen konnen. Dabei war auch die Frage, inwieweit sich die in einem engen
Kanal angeordneten geladenen Aminosaurereste zur Herstellung von

Nanoclustern eignen.

Die im Ablauf der Experimente erzeugten Pt-Nanocluster weisen grundsatzlich
interessante Eigenschaften auf. Dies liegt vor allem an ihrer geringen
Dimension so koénnen Nanocluster dieser Abmessungen bereits bei
Raumtemperatur typische Quanteneffekte aufweisen (H. Grabert et al., 1992).%’
Derartige Pt-Nanocluster zeigen zudem, im Unterschied zu Pt-Festkorpern,

supraleitende Eigenschaften (A. Schindler et al., 2002)%.

Das Porin Omp32 lasst sich zu 2D-Kristallen rekonstituieren. Diese Eigenschaft
ist vorteilhaft, um die Anordnung von Metallclustern im Molekil mit Bild-
verarbeitungsmethoden analysieren zu kénnen. Die vorgegebene, regelmalige

Orientierung der Porintrimere erleichtert die Positionsanalyse sehr.

Die Herstellung von zweidimensionalen Kristallen auf3erer Membranproteine

wird im Allgemeinen durch die Dialyse von Lipid-Proteinmischungen gegen eine
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Pufferlésung realisiert. Die Lipide und das Membranprotein sind dabei mittels
Detergenzien in einem Puffer geldst. Dieser Losung wird bei der Dialyse
sukzessiv das Detergenz entzogen. Bei geeigneten Lipid/Protein-Verhaltnissen
kommt es durch die hydrophoben Wechselwirkungen zwischen den Lipiden und
den AuBRenseiten der Membranproteine zur Bildung einer lipidverarmten
Membran mit hohem Proteingehalt. Der Vollstandigkeit halber sei erwahnt, dass
auch noch andere Verfahren zur zweidimensionalen Kristallisation von
Membranproteinen existieren. Bei diesen wird im Wesentlichen das Detergenz
durch Zugabe eines Absorbers (wie z.B. Bio-Beads) entfernt. Auch kommen
hier bisweilen Lipidmonolayer an der Oberflache der Losung zum Einsatz, die
durch Wechselwirkungen (wie koordinativen Bindungen) die regelmafige

Anordnung der Membranproteine begunstigen.

6.1.2 Methoden und Materialien

Im Folgenden ist die Herkunft wesentlicher Materialien fir die Durchfihrung der

Versuche aufgelistet.

DMPC
(L-a-Phosphatidylcholine-Dimyrstoyl(C14:0) Sigma-Aldrich, Seelze

K,PtCl, Merck KgaA, Darmstadt
K,PdCl, Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Netzchen-Gold 300 mesh Diinnsteg Plano GmbH, Wetzlar

n-Octylpolyoxyethylene (OPOE) Bachem GmbH, Heidelberg
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Dialysemembran cut-off 12-16 kDa Pore 25 A Biomol GmbH, Hamburg

01810-G-F Grids carbon & formvarfoil 400 mesh Ted Pella, Redding USA

6.1.3 Die Bestimmung des geeigneten Lipid-zu-
Proteinverhaltnisses fiir die 2D-Kristallisation

Ein geeignetes Lipid-zu-Proteinverhaltnis fir die 2D-Kristallisation des Porins
wird zunachst durch Abschatzung bestimmt. Dabei wird das Verhaltnis anhand
der Geometrie eines zweidimensionalen Kristalls und der Lipide fir eine
moglichst hohe Proteinpackung berechnet. Im vorliegenden Fall des trimer-
bildenden Porins Omp32 wird die dichteste Packung fir eine Elementarzelle
des Kristalls bestimmt und die freibleibenden Licken durch Lipidkopfgruppen
entsprechend deren Projektionsflachen aufgeflillt. Bei diesem Verfahren ist
darauf zu achten, dass die tatsachliche Anzahl der Lipide einer Einheitszelle
immer doppelt so hoch ist, da es sich bei der zu bildenden Membran um eine
Lipid-Doppelmembran handelt. Fir die beiden dichtesten Packungen von
Omp32 mit p3 bzw. p4-Symmetrie ergeben sich rechnerisch molare Lipid zu
Protein-Verhaltnisse von 30:1 bzw. 100:1. In mehreren Dialyseprozessen
konnte bei elektronenmikroskopischen Kontrollen keine Kristallbildung nach-
gewiesen werden. Stattdessen kam es regelmallig zur Bildung von grolien
Lipidvesikeln, die nur eine sporadische Insertion von Proteinen aufwiesen.
Durch Modifikation des experimentellen Ansatzes wurden in einer Kontroll-
probe, die nur in Detergenz (OPOE) geldstes, aufgereinigtes Protein enthielt,
nach der Dialyse gegen reinen Puffer erste Kristallbildungen beobachtet. Die

Erklarung hierfur liegt in der Moglichkeit, dass bei der Aufreinigung nicht alle
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Proteine von den sie umgebenden Lipidmolekilen getrennt werden konnten,
und so bereits ein zur Kristallbildung ausreichender Anteil in der Proteinldsung

vorhanden war. Die so gefundenen Kristalle haben meist die Form von

Schlauchen.

Abbildung 33 (Schlauchkristall)

zeigt einen schlauchférmigen 2D-Kristall des Proteins Omp32 nach Negativ-
kontrastierung.
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Abbildung 34 (2D-Kristall)

zeigt in Bildteil a.) die elektronenmikroskopische Aufnahme eines planaren
zweidimensionalen Kristalls des Porins Omp 32. Der Kristall wurde mit
Uranylacetat negativ kontrastiert. In Bildteil b.) ist das dazugehérige Power-
spektrum des Kristalls mit umgekehrtem Kontrast dargestellt.

Anhand mehrerer Versuchsreihnen konnte durch stetiges Verringern der
Lipidkonzentration in der Ausgangslésung schlieRlich bei einer apparenten Lipid

zu Protein-Konzentration von 2:1 die Bildung ebener 2D-Kristalle beobachtet

werden (Abbildung 34). Sie wiesen eine hexagonale Anordnung der Porin-
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trimere auf, die entweder der planaren Symmetriegruppe p6 oder p312 zu-

zurechnen war.

Abbildung 35 (Kristallaufbau)

zeigt einen idealisierten Proteinkristall nach Mittelung einiger hundert
Einheitszellen der Aufnahme in Abbildung 34. Die symmetrische Anordnung der
Trimere ist nochmals vergrél3ert wiedergegeben.

Die Mittelung in Abbildung 35 zeigt, dass um ein zentrales ,Loch® sechs Trimere
angeordnet sind. Aus diesen Daten kann aber nicht eindeutig bestimmt werden,
ob alle Trimere in der selben Richtung orientiert, oder benachbarte Porine
jeweils um 180° zueinander gedreht sind, so dass abwechselnd die
exoplasmatische und periplasmatische Seite des Porins die Kristalloberflache
bilden. Die Asymmetrie (Handigkeit) des mit Uranylacetat kontrastierten Porins

in Projektion reicht offenbar nicht aus, die Kristallstruktur eindeutig festzulegen.
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Der relativ niedrige Lipidanteil hat aber zu einem 2D-Kristall geflihrt, der fir
Omp32 zuvor noch nicht beobachtet worden war. Eine ahnliche Anordnung
scheint in der aulleren Membran des parasitisch lebenden Bakteriums

Chlamydia trachomatis vorzukommen (Baumeister und Engelhardt 1987).>°

6.2 Biomineralisation der planaren Proteinkristalle

Bereits mit den ersten schlauchférmigen Kristallen wurden Mineralisations-
experimente durchgeflhrt. Dabei wurden in wassriger Losung zunachst Platin
und spater Palladium an den Proteinkristallen abgeschieden. Verwendet
wurden Losungen von K,PtCl, und K,PdCl,, instabile Salze, die urspringlich in
photographischen Anwendungen benutzt wurden. Diese sind empfindlich
sowohl gegenuber thermischem, als auch photonischem Energieeintrag und
zerfallen in der Gegenwart von Reduktionsmitteln unter Abscheidung des
Edelmetalls. Verstarkt wird diese Reaktion durch die autokatalytische Wirkung
der bereits reduzierten Platin- bzw. Palladiumatome. Obwohl der Reaktions-
ablauf noch nicht vollstandig aufgeklart worden ist, konnten doch durch
verschiedene Reihenexperimente einige funktionelle Zusammenhange auf-

gezeigt werden.

Zur Vorbereitung wurden 30 mM Stammlésungen der Salze in hochentsalztem
Wasser hergestellt und zur kompletten Hydrolysierung der Komplexe unter
Lichtabschluss bei 4°C flr einige Tage gelagert (L.Colomboni-Ciacchi et al.,
2001)%®. Aus der praparierten Stammldsung wurden nach Bedarf 10 mM
Lésungen mit H,O verdiinnt und in der Regel 200 pl dieser fertigen Losung mit
10yl Kristalllésung (Proteingehalt ca. 1mg/ml) gemischt. Da bei diesem

Verfahren die Mineralisationslésung von beiden Seiten auf die planaren
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Kristalle einwirken kann, sei es im Folgenden als ,Volumenmineralisierung®
bezeichnet. Im Gegensatz dazu steht die so bezeichnete ,Oberflachen-
mineralisation“, bei der zunachst 10ul einer, mit Puffer auf ca. 300ug/ml
verdinnten Kristalllosung, auf die im Sauerstoffplasma hydrophilisierte
Kohlenstoffoberflache eines elektronen-mikroskopischen Netzchens (Grid)
aufgebracht und nach einer kurzen Adsorptionsphase (10s) die Uberschissige
Lésung mit einem Filterpapier abgesaugt wird. Das so vorbereitete Grid wird,
ohne dass es zwischenzeitlich komplett abtrocknet, mit seiner belegten Seite
nach unten auf einen Tropfen 10 mM Kristallisationslésung mit einem Volumen
von 200 pl gelegt. Dadurch kommt die Mineralisationslésung nur mit einer Seite
der 2D-Kristalle in Kontakt und die Abscheidung des elementaren Edelmetalls
findet ausschlieRlich an der zuganglichen Oberflache der Kristalle statt. Wie
bereits erwadhnt, reagiert die Abscheidungsreaktion sehr empfindlich auf
Energieeintrag. Auch die autokatalytische Komponente der Reaktion zahlt zu
den wichtigen GroéRen, die berlicksichtigt werden missen, um ein
befriedigendes Resultat zu erhalten. Dabei war eine ausreichende
Metallabscheidung auf dem Kristall das Ziel, aber auf keinen Fall eine

vollstandige Bedeckung der Oberflache.
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Abbildung 36 (Mineralisierter Kristall)

gibt in Teil a.) die elektronenmikroskopische Aufnahme eines volumen-
mineralisierten 2D-Kristall des Proteins Omp32 wieder. Als dunkle Stellen sind
deutlich die Metallabscheidungen und deren regelméaBBige Anordnungen zu
erkennen. Die RegelméBigkeit der Metallabscheidungen kann auch im
zugehdrigen Powerspektrum (Bildteil b.) erkannt werden.

Auch eine Abscheidung von bereits reduzierten Edelmetallclustern auf der

Oberflache galt es zu vermeiden. Diese bilden sich unabhangig von
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Wechselwirkungen mit dem Protein, mit fortschreitender Zeit und unterstitzt
durch die autokatalytische Wirkung in der Losung. Die Ermittlung und Wahl der
richtigen Parameter war daher entscheidend fiir das Gelingen der Reaktion. Bei
allen Mineralisationsexperimenten kamen nur Grids aus Gold zur Verwendung,
da nur diese die Mineralisierung nicht beeinflussten. Herkémmliche Grids aus
Kupfer bewirken eine starke unkontrollierbare Metallabscheidung. Dieser Effekt
ist der unedleren Natur des Kupfers zuzuschreiben. Auch das Auftreten der
willkiirlichen Clusterbildung aufgrund von Redoxreaktionen der Metallionen mit
Pufferresten der Proteinldsung ist unbedingt zu unterdriicken, da die
Ablagerung dieser Cluster die Effekte der spezifischen lon-Protein-
wechselwirkung Uberlagert und verfalscht. Die Clusterbildung steigt durch den
autokatalytischen  Reaktionsanteil nicht linear mit fortschreitender
Reaktionsdauer an (L. I. Elding, 1970).*" Zu kurze Reaktionszeiten aber
verhindern eine ausreichende Metallabscheidung an den Proteinen, die fir die
elektronenmikroskopischen Messungen erforderlich ist. Die angestellten
Versuchsreihnen haben gezeigt, dass gerade die zufallige Clusterbildung
explosionsartig bei hdheren Temperaturen ansteigt, wahrend die Raten der
spezifischen Abscheidung auch bei niedrigen Temperaturen nahezu konstant
blieben. So haben sich fir beide Mineralisationsformen, also sowohl fir die
Oberflachen- als auch fir die Volumenmineralisation, gleiche Parameter als

optimal erwiesen.
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Abbildung 37 (Vorrichtung)

zeigt die Bestandteile der Vorrichtung zur spannungsabhéngigen Beeinflussung
der Oberflachenmineralisierung: a.) die beiden Elektrodenplatten, b.) eine
Bohrung fiir die isolierende Schraubverbindung, c.) das Teflongefal3 mit der
Mineralisierungslésung, d.) die Kunststoffschrauben zur Verbindung der
Elektrodenplatten, e.) die Isolationsschicht aus Parafilm wobei die Aussparung
am unteren Rand dazu dient das elektronenmikroskopische Grid in Kontakt mit
der Mineralisierungslésung zu halten, f.) die Vertiefung zur Aufnahme des
Grids, g.) die isolierende schraubbare Verbindung zum Anlegen der externen
Spannung.

Die Proben konnten am besten mineralisiert werden, wenn sie 72h bei 4°C

unter Lichtabschluss inkubiert wurden.

Desweiteren wurden Experimente unternommen, bei denen die Oberflachen-
mineralisation durch ein aulleres elektrisches Feld gezielt beeinflusst werden

sollte. Dazu wurde eine Art Plattenkondensator aus V2-A Edelstahl verwendet.
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Der Kondensator besteht aus zwei quadratischen Platten von 2 c¢m

Kantenlange.

Eine der Platten weist eine runde Vertiefung im Zentrum auf (Abbildung 37, f).
Sie ist so ausgelegt, dass sie ein elektronenmikroskopisches Grid aufzunehmen
kann und dieses mit der Oberflache der Platte und den Randern der Vertiefung
exakt abschliet. Ein mit Proteinkristallen beschichtetes Grid wird in die
Vertiefung eingelegt. In der Mitte eines quadratischen Stiickes Parafilm von
ebenfalls 2 cm Kantenlange wird mit einem Stanzwerkzeug ein Loch
eingebracht. Dieses ist von gleichem Durchmesser wie ein EM-Grid und wird so
ausgestanzt, dass es spater genau Uber der Vertiefung liegt. Ausgehend vom
Zentrum dieses Loches werden zwei Schnitte zu den Ecken einer Seitenkante
angebracht. Der Parafilm weist nun eine Aussparung auf, dessen Form ein
gleichschenkliges Dreieck mit einem Kreis an seiner Spitze darstellt. Der Film
wird nun auf die Platte mit dem eingelegten Grid passend aufgelegt. Danach
wird Mineralisierungslésung auf den Bereich der Aussparung aufgebracht, die
zweite Platte direkt abschlieRend aufgelegt und die beiden Platten mittels
nichtleitenden Schrauben aus Kunststoff fest verschraubt. Dabei kann
Uberflissige Mineralisierungslésung aus der, durch die Aussparung der
zwischen den Platten gebildeten Spalte, austreten. Die gesamte Vorrichtung
wird in ein mit Mineralisierungslésung gefiilites Bad gehangt. Die Offnung der
Aussparung ist dabei in Kontakt mit dem Mineralisierungsbad. Die Platten
kbnnen jetzt als Elektroden getrennt voneinander mit einer
Gleichspannungsquelle verbunden werden. Diese Experimente lieferten
allerdings keine weiterfihrenden Ergebnisse zur Wechselwirkung der

Mineralisierungsionen mit den Proteinkristallen, da die Abscheidung an den
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Elektroden die an den Proteinkristallen dominiert hatte. Allerdings legte die
Metallabscheidung der Edelmetalle an der Kathode den Schluss nahe, dass
diese nicht beim Zerfall eines PtCI4'2 bzw. eines PdCI4'2 Komplexes sondern
durch Reduktion eines Pt- bzw. Pd-lons stattfindet (L. I. Elding, 1970)%, (R.
Wahl, 2003).%®> Dadurch lieBe sich auch die erforderliche Hydrolisierungsphase

der Stammldsung erklaren.

6.3 Auswertung der Biomineralisationsexperimente

6.3.1 Untersuchungen mittels Transmissions-Elektronen-
Mikroskopie

Die Bilddaten der elektronenmikroskopischen Messungen wurden rechner-

gestutzt ausgewertet. Es wurde sowohl Auswertungen durch Korrelations-

mittelungen, als auch mittels Hauptkomponentenanalyse durchgefiihrt.

6.3.1.1 Die Korrelationsmittelung

Bei der Korrelationsmittelung (W. O. Saxton und W. Baumeister, 1982)%
handelt es sich um ein Verfahren, das das Rauschen der redundanten
Elemente einer TEM-Abbildung verringert und so die Auflésung regelmaiig
angeordneter Strukturen verbessert. Die Kristallstruktur ermoéglicht es auf
einfache Weise, mit Hilfe der Fouriertransformation die periodische Information
von dem zufdlligen Rauschen zu trennen. Aus dem errechneten
Fourierraumbild (E.O. Brigham, 1992)°®® wird dabei mdglichst genau die
periodische von der restlichen Information getrennt und aus diesem
periodischen Anteil dann wieder ein Realraumbild berechnet. Aus dem so
gefilterten Bild wird eine oder mehrere Einheitszellen des Kristalls

ausgeschnitten, um diese dann als Referenz fir die Kreuzkorrelation mit dem
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Gesamtbild zu verwenden und die Orte signifikanter Ubereinstimmung, d.h. der
Einheitszellen, zu bestimmen. Im Anschluss werden Bildteile entsprechend der
Referenzgréfle an den markierten Stellen aus dem Original extrahiert und

gemittelt.

6.3.1.2 Die Korrespondenzanalyse

Die Korrespondenzanalyse hat ihren Ursprung in der multivarianten
statistischen Analyse, welche, nach ihrer mathematischen Formulierung, bereits
frih zur Auswertung von Datensatzen in den Sozialwissenschaften eingesetzt
worden ist (H. O. Hirschfeld, 1935)%, (R. A. Fisher, 1940)%, (P. Horst, 1935).%®
Durch die fortschreitende Entwicklung auf dem Gebiet der elektronischen
Datenverarbeitung konnte diese Methode bereits vor zwanzig Jahren zur
Auswertung von Elektronenmikroskopiedaten angewandt werden (M. van Heel
und J. Frank, 1981)%, (J. Frank und M. van Heel, 1982).”° Mittlerweile ist diese
Methodik in der Elektronenmikroskopie weit verbreitet und allgemein anerkannt
(H. Engelhardt et al., 1985)"", (J. P. Bretaudiere und J. Frank, 1986)", (K.
Hirose et al., 1994)”, (C. W. Akey, 1995)" (N. Braun et al., 1996).” Die
Korrespondenzanalyse bzw. die hier angewendete Variante der Haupt-
komponentenanalyse, (J. Kleinz, 1994)°, (J. F. Aebersold et al., 1996)", (T.
Scheybani, 1995)® erlaubt es, in einem Satz von Bildern voneinander
unabhangige Bildelemente zu erkennen und ihren Beitrag zur Variabilitat des
gesamten Datensatzes zu analysieren. Dazu werden die gefundenen
Einheitszellen bezuglich ihres Abstandes in einem N-dimensionalen Vektorraum
angeordnet und in Klassen zusammengefasst. N ist dabei die Pixelanzahl der
Einzelbilder mit deren moglichen Graustufenwerten, d.h. der Information jedes

Bildes kann so einem Vektor eindeutig zugeordnet werden. Da es vorteilhaft ist,
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wenn die Anzahl der Pixel P = n x n kleiner ausfallt, als die Anzahl der Bilder N
(J. Kleinz, 1994),”” wurden die Einheitszellen in kleinere Elementareinheiten der
Porendffnungen aufgeteilt. Der wesentliche Vorteil liegt jedoch darin, so die
Clusterablagerung in jeder Pore unabhangig von den benachbarten Poren
auswerten zu konnen. Die Differenz der Vektoren gibt ein Maly fir die
Ahnlichkeit der einzelnen Einheitszellenbilder (ldentische Bilder zum Beispiel
haben die Differenz Null). Diese Auswertung erlaubt es, genauere Aussagen
Uber signifikante Abweichungen, z.B. bei der Mineralisierung, zu treffen, welche
durch die unspezifische Statistik der Korrelationsmittelung nicht zutage treten

wiurden.

6.3.2 Untersuchungen mittels Rasterkraftmikroskopie (AFM)

Die Rasterkraftmikroskopie (atomic force microscopy, AFM) ist eine Weiter-
entwicklung des Prinzips der Rastertunnelmikroskopie (scanning tunneling
microscopy, STM). Die Rastertunnelmikroskopie wurde auch schon auf
biologische Objekte angewendet, zur Ableitung des Tunnelstromes erfordert sie
jedoch eine leitfahige Oberflache, wodurch bei diesen Objekten eine leitfahige
Beschichtung notwendig wird. Diese Beschichtung jedoch ist bei biologischen
Proben meist unerwiinscht. Bei kleineren Molekilen besteht die Schwierigkeit in
der Auswertung der gewonnenen Daten (R. Guckenberger et al., 1989)", (H.
Nejoh, 1990)%, (J. Yuan et al., 1990)*', (J. Yuan et al.,1991)%?, (R. Gucken-
berger et al., 1994)¥ (Z. Shao et al., 1995).% Im Gegensatz zur
Rastertunnelmikroskopie, welche die Oberflache mit Hilfe eines Tunnelstromes
abbildet, kann die Rasterkraftmikroskopie mit Hilfe einer Spitze, dem

sogenannten Tip, Wechselwirkungen unterschiedlicher Art darstellen (G. Binnig
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et al.,1982)%, (G. Binnig et al.,1986)%*, (S. Alexander et al., 1989).%” Das
Rasterkraftmikroskop hat seinen Ursprung in der Materialwissenschaft, da es
neben den reinen Topographiedaten auch Materialeigenschaften der
unterschiedlichsten Oberflachen mit hoher Auflésung darstellen kann (R.
Eschrich, 1996).#* Das AFM bietet mehrere Vorteile, insbesondere fir die
Anwendung auf biologische Proben. Die Messungen kénnen unter nahezu
physiologischen Umweltbedingungen durchgefiihrt werden. Abbildungen sind
direkt in Lésungen, bei Raumtemperatur und im Gegensatz zur Elektronen-
mikroskopie auch unter Normaldruck méglich. Das Rasterkraftmikroskop bietet
die Mdoglichkeit Krafte, welche zwischen dem Tip und der abzubildenden
Oberflache wirken, direkt in Form von Bildinformationen darzustellen. Dazu
rastert die Spitze mit Hilfe von Piezoaktuatoren die Probenoberflache ab. Die
Piezoaktuatoren kdonnen durch elektrische Ansteuerung exakte Bewegungen
des Tips in Bereich weniger Angstréom ausflihren. Die Gewinnung von Bilddaten
kann dann im Wesentlichen auf zwei Wegen erfolgen. Entweder wird die
Oberflache in einer vorbestimmten Hohe abgerastert und dabei Uber das
Elastizitatsmodul des Tips die erforderliche Kraft indirekt bestimmt, oder der Tip
drickt, wahrend der Abrasterung mit einer festgelegten Kraft, auf die
Oberflache und die Anderung der z-Position des Tips wird als topographische
Information dargestellt. Einen Spezialfall der Kostantenhhenmethode stellt der
sogenannte Tapping-Modus' dar. Der Tip wird dabei in oszillierende
Schwingungen nahe seiner Eigenfrequenz versetzt. Berlhrt die Spitze die

Probenoberflache, so entsteht eine Dampfung der Schwingung. Durch einen

" Tapping-Mode-AFM ist ein eingetragenes Warenzeichen der Firma Digital Instruments
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elektrischen Regelkreis wird die Schwingung auf eine konstante mittlere
Amplitude eingestellt. Diese Methode liefert die topographische Ho6hen-
information. Sie bietet den Vorteil, dass der Tip durch seine Schwingung nicht
permanent mit der Probenoberflache in Kontakt steht. Dadurch ist die laterale
Krafteinwirkung, welche durch die Rasterbewegung der Spitze in der xy-
Richtung entsteht, verringert. Diese Methode ist besonders gut fir biologische
Proben geeignet, wenn diese in wassriger Losung abgebildet werden und
deshalb oft Haftungsprobleme auf dem Tragersubstrat aufweisen. Biologischen
Proben tendieren namlich im klassischen Kontaktmodus dazu, durch die Spitze
auf dem Tragersubstrat verschoben zu werden, wodurch eine Abbildung nicht
mehr moglich ist. Alle in dieser Arbeit dargestellten AFM-Aufnahmen sind
Topographieaufnahmen, welche im Tapping-Modus aufgenommen wurden. Die
Aufnahmen entstanden bei Raumtemperatur und in wassriger Pufferlésung. Die
Aufnahmen wurden mit Hilfe eines Nano-Scopes der Firma Digital Instruments
hergestellt. In Abbildung 38 ist ein Beispiel einer solchen AFM-Aufnahme
dargestellt. Dieses Bild wurde in der groldten erzielten Vergrolierung
aufgenommen. Es zeigt einen Ausschnitt des Proteinkristalls mit 17
Elementarzellen. Nahe dem Zentrum der hellen propellerartigen Strukturen
kénnen, als schwarze Punkte, selbst die Porenéffnungen der Omp32-Trimere,
welche nur 1-2 Nanometer Durchmesser aufweisen, identifiziert werden. Die
Abbildung zeigt eindrucksvoll die Leistungsfahigkeit der AFM-Technologie. Die
Kantenlange des Bildausschnittes betragt lediglich 50 nm. Zur Auswertung
kamen im Wesentlichen AFM-Aufnahmen mit niedrigeren Vergré3erungs-
faktoren (vgl. Abbildung 41), um zur Mittelung eine gréRere Anzahl von

Einheitszellen zur Verfligung zu haben.



BIOMINERALISATIONSEXPERIMENTE AN OMP32 105

Flatten
- . 50.0 2.0 nm
=
1.0 nm
0.0 nM
25.0

Digital Instruments NanoScope

Scan size 50.00 nm
Scan rate 2.543 Hz
Number of samples 512
Image Data Height
Data scale 2.000 nm
% 0
0 25.0 50.0
nM
Abbildung 38 (AFM-Aufnahme)

zeigt ein Beispiel einer AFM-Aufnahme eines Proteinkristalls von Omp32. Die
Topographieinformationen sind entsprechen der nebenstehenden Skala in
verschiedenen Braunténen wiedergegeben. Unterhalb der Hohenskala sind die
wichtigsten Aufnahmedaten wieder gegeben, dazu gehéren: der Skalierungs-
malstab, die Scanrate bzw. Rasterfrequenz, die Anzahl der Bildzeilen, die Art
der Darstellung sowie der Wertebereich der z-Koordinaten.

6.4 Ergebnisse der Biomineralisationsexperimente

Wie bereits in friheren Untersuchungen an anderen Proteinen festgestellt
wurde (M.Mertig et al., 2001)*°, kann auch an zweidimensionalen Kristallen von
Omp32 eine kontrollierte Abscheidung von Metallclustern vorgenommen

werden.
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Abbildung 39 (Mineralisierter Kristall)

Zeigt die Mittelung eines zweiseitig volumenmineralisierten Omp32 2D-Kristalls
mit hexagonaler Symmetrie. Die Kristallform entspricht der in Abbildung 35
dargestellten Kristallform.

Dank seiner bereits geldsten Struktur ist Omp32 ein besonders interessantes
Untersuchungsobjekt, um die Wechselwirkung der lonen mit dem Protein im
Mineralisierungsprozess zu studieren. Dazu ist aber auch die Bestimmung der
planaren Symmetriegruppe zur Charakterisierung der Beschaffenheit des

Kristalls notwendig.
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Abbildung 40 (Symmetriegruppe)

zeigt die nicht symmetrisierten Korrelationsmittelungen einiger hundert Einheits-
zellen der elektronenmikroskopischen Aufnahmen zweier oberflachen-
mineralisierter Proben (n1, s1). Der Radius der Einheitszellen betragt 12,8 nm.
In der rechten Hélfte sind die Korrelationsfunktionen der Einheitszellen der
beiden Proben bezliglich verschiedener Rotationswinkel zu sich selbst
dargestellt. Die Korrelationsfunktionen sind in relativen Einheiten aufgetragen,
wobei die Identitdt ¢ = 0 auf 1 normiert wurde. Die Korrelationsfunktion zeigt
jeweils héhere Ubereinstimmung bei Rotationswinkeln von +120° als bei

anderen ganzzahligen Vielfachen von 60°.

Die Aufklarung der Symmetriegruppe durch die Auswertung von elektronen-
mikroskopischen Aufnahmen negativ kontrastierter oder volumenmineralisierter
zweidimensionaler Kristalle nicht eindeutig moglich. Wird aber die peri- und die

extraplasmatische Seite des Porins unterschiedlich mineralisiert, so kann dies
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dazu genutzt werden, um die planare Symmetriegruppe zu bestimmen. Die
Aufnahmen von einseitig oberflachenmineralisierten Kristallen béten so die
Moglichkeit, die gegensatzliche Orientierungen der Proteine innerhalb der
Kristallmembran unterscheiden zu kénnen und damit auch eine Differenzierung

zwischen den planaren Symmetriegruppen p6 und p312 vorzunehmen.

Die Korrelationsfunktionen aus Abbildung 40 zeigen bei zwei unterschiedlichen
Proben eine starkere Ubereinstimmung bei Rotationswinkeln von =120° als bei
den anderen, durch 60° teilbaren Drehwinkeln. Dieses Resultat ist ein
deutliches Indiz flr die Zugehorigkeit der 2D-Kristalle zur planaren
Symmetriegruppe p312. Es sind also jeweils sechs Porintrimere um ein
zentrales Loch angeordnet, wobei zwei benachbarte Proteine jeweils um 180°
in der Membranebene gedreht sind. Der Beobachter sieht abwechselnd die
Mineralisierung der extra- und der periplasmatischen Seite. Eine weitere, bis
dato unbekannte, Rolle fir den Kristallaufbau hat das zentrale Loch im
Rotationszentrum. Die Mineralisierung an dieser Stelle dominiert deutlich
gegenuber den Mineralisierungen in den Poren. Eine Frage ist hierbei, ob
dieses Loch wirklich die gesamte planare Membran durchzieht. So ist es unklar,
ob die Mineralisierungslésung Uber dieses Loch von der Oberflache bis zur
Unterseite der Membran vordringen und damit die AuRenseiten der
umgebenden Proteine auf ihrer gesamten Lange benetzen kann. Die starke
Mineralisierung, ebenso wie die starke Farbung des Rotationszentrums in den
Negativ-Kontrast-Aufnahmen legt einen solchen Schluss nahe. Dafir spricht
auch, dass diese Kristalle erst bei einem sehr geringen Lipid:Proteinverhaltnis

erhalten wurden. Bei einer so geringen Lipidkonzentration in der Membran war
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es denkbar, dass nicht genug Lipidmolekule zur Ausbildung eines Bilayers zur

Verflgung stehen, der das Loch vollstéandig fullen konnte.

?5.0
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0.0 nm
?5.0
nM
Abbildung 41 (AFM-Aufnahme)

ist eine Aufnahme eines nichtmineralisierten 2D-Kristalls des Proteins Omp32
mittels Rasterkraftmikroskopie. Die Graustufenwerte des Bildes geben die
Hbéhenangaben der topographischen Oberflachenstruktur des Proteinkristalls.
Der weilRe Pfeil zeigt auf das Rotationszentrum einer Einheitszelle. Die Grau-
wertskala in der rechten Abbildungshélfte dient zur Interpretation der Héhen-
information aus der Rasterkraftaufnahme. Eines der wenigen offenen Lécher ist
durch einen Pfeil gekennzeichnet.

Um diese Frage zu lésen, wurden Untersuchungen mit dem Rasterkraft-

mikroskop (AFM) vorgenommen. Trotz des nominell geringen Lipidgehalts ist in
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der Aufnahme von Abbildung 41 zu erkennen, dass die meisten zentralen
Lécher nicht durchgangig sind. Allerdings lieRen sich einige ,offene” Lécher
finden, die zeigen, dass das Lipid-zu-Protein-Verhaltnis fir die Bildung einer
geschlossenen Membran limitierend war. Deutlich ist hier die hexagonale
Struktur des Proteinkristalls sichtbar. Offene Loécher in den Rotationszentren
mussten sichtbar sein, da bei dieser Aufnahme die Auflésung gut genug war,

um selbst die kleineren Porenéffnungen den Proteintrimere abzubilden.

3nm

Oonm

b.)

Abbildung 42 (Trimer)

Bildteil a.) ist die Mittelung eines Porintrimers aus einer AFM-Aufnahme des
Proteinkristalls mit der zugehérigen Grauwertskala. Die Kantenldnge des AFM-
Bildes entspricht 14 nm. Bildteil b.) ist zum Vergleich die Ansicht der peri-
plasmatischen Seite eines Spacefill-Modells der atomaren Struktur von Omp32.
Der Vergleich der Abbildungen zeigt eine gute Ubereinstimmung.

In der Mittelung Uber die Trimere konnen toplogische Details des Trimers gut
beobachtet werden (vgl. Abbildung 42). So lassen sich im Vergleich mit dem
Rontgenstrukturmodell deutlich die Kanten der Kontaktflachen der drei
periplasmatischen Trichter als dreifliglige propellerartige Struktur identifizieren.

Auch die Eingange der eigentlichen Kanale sind deutlich als schwarze Punkte
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erkennbar. Damit bietet sich das AFM als ideale Erganzung zur Lokalisation der

abgeschiedenen Edelmetallcluster an.

Allerdings ergaben sich unerwartete Schwierigkeiten bei der Wahl eines
geeigneten AFM-Tragersubstrats flr bereits mineralisierte 2D-Kristalle. In
zahlreichen Experimenten gewahrleisteten weder Glimmer, noch Graphit, oder
Germanium eine ausreichende Adsorption der Kristalle. Auch Versuche, bereits
adsorbierte 2D-Kristalle direkt auf dem Substrat zu mineralisieren, schlugen
fehl. Im Falle von Graphit und Germanium kam es dabei zu chemischen
Wechselwirkungen der Tragersubstrate mit der Mineralisierungsldsung, die eine
kontrollierte Abscheidung am Kristall nicht mehr zulieRen. Bei Glimmer losten
sich die Dbereits absorbierten Kristalle wahrend des mehrtagigen
Mineralisierungsprozesses wieder von der Tragersubstanz ab. Dennoch liefern
die Bilder der unmineralisierten Kristalle wichtige Informationen zur
Interpretation der elektronenmikroskopischen Aufnahmen. Da, wie aus den
topologischen Daten hervorgeht, das mittlere Loch des Kristalls mit Lipiden
aufgefiillt ist, kann die Mineralisierungslésung auch nur die Oberflache dieses
Lipidbilayers erreichen. Die Mineralisierung findet also in allen Fallen nur an der
zuganglichen Oberflache des Kristalls statt. Die Mineralisierungslésung kann
weder durch offene Mittellécher die den Ldochern zugewandten Seiten der
Porine auf ihrer ganzen Lange erreichen, noch kann sie im Prozess der
Oberflachenmineralisierung bis zur Unterseite der Porine durch die Vertiefung
im zentralen Rotationszentrum hindurch diffundieren. Diese Erkenntnis ist von
entscheidender Bedeutung fir die Interpretation der Metallabscheidung an
diesen Stellen. Die Abscheidung an diesen Stellen dominiert deutlich

gegentber der Abscheidung innerhalb der Poren der Trimere (vgl. Abbildung 39
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und Abbildung 40). Dieser Effekt kann also nicht durch das grole, zur
Verfigung stehende Volumen eines durchgangigen Loches interpretiert
werden, sondern muss durch eine Wechselwirkung mit der frei zuganglichen

Oberflache zustande kommen.

Um dennoch eine genauere Analyse der Metallabscheidung und insbesondere
der Lokalisation an den Kristallen zu erhalten, wurde zur Auswertung die

Methode der Korrespondenzanalyse angewandt.

- -

LT A B E A

Abbildung 43 (Klassenanalyse 1)

zeigt im oberen Teil eine Einheitszelle eines oberflachenmineralisierten Kristalls
und in der Bildergalerie die Resultate einer Klassenanalyse der Besetzung des
mittleren Rotationszentrums. Die Schwerpunkte der abgeschiedenen Metall-
cluster liegen am Rand des Rotationszentrums.
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Dazu wurden zunachst aus mehreren elektronenmikroskopischen Aufnahmen
von einseitig oberflachen-mineralisierten Kristallen die Bilder der Einheitszellen
ausgeschnitten und in einem Datensatz vereinigt. Dadurch entstand eine
Datenbasis von ungefahr tausend Einheitszellen, deren Umfang sich flir eine
statistische Analyse eignet. So war es mdglich, die Daten in verschiedene
signifikante Klassen aufzuteilen. Die Analyse erfolgte rechnergestitzt unter
Verwendung der EM-Software (R. Hegerl, 1996).*° Die Korrespondenzanalyse
liefert als Resultat die Aufteilung der Einzeldaten in Klassen von Bildern
grolerer Ahnlichkeit und, wie im vorliegenden Fall, Klassen von ahnlicher
Metallverteilung an der Oberflache des Kristalls. Die Abbildung 43 zeigt 10
Klassen der Mineralisierung des mittleren Rotationszentrums. Die Klassen sind
von links nach rechts entsprechend ihrer abnehmenden Besetzungszahl
angeordnet. Hierbei ist die erste Klasse mit 157 Bildern am starksten, und die
letzte mit 72 Einzelbildern am schwachsten besetzt. Die Klassenstarken sind
also annahernd vergleichbar und weisen keine drastisch bevorzugte Besetzung
auf. Die Mittelung der einzelnen Klassen zeigt jeweils die Metallisierung der
mittleren Vertiefung. Dabei geben die Positionen der ,Cluster” die Verteilung der
Schwerpunkte der Metallisierung an. Die Metallverteilung in der zentralen
Vertiefung zeigt keine bestimmbare Affinitat flr einen bestimmten Ort innerhalb
der Vertiefung, jedoch lasst sich deutlich erkennen, dass die Metallabscheidung
bevorzugt an den Randern der Pore stattfindet. Als mogliche Ursache fir die
Neigung zur Abscheidung am Rand bietet sich die hohe Anzahl der dort
befindlichen, geladenen Seitenketten des Porins an, die zum Lysingurtels
gehoren. Eine Darstellung dieses Ladungsgdrtels findet sich in Abbildung 3 a.).

Zusatzlich wurde fir die Trimere des p312-Kristalls auf der Basis desselben
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Datenmaterials eine analoge Korrespondenzanalyse durchgefihrt (Abbildung

44).

Abbildung 44 (Klassenanalyse 2)

zeigt oben links die gemittelte Einheitszelle eines oberflachenmineralisierten
zweidimensionalen Kristalls des Proteins Omp32. Die schwarz umrandete
Raute markiert den Ausschnitt, der die reduzierte Einheitszelle darstellt und der
Basis des darunter abgebildeten Resultats der Klassenanalyse entspricht. Die
einzelnen Klassen waren mit je ca. 150 Bildern in etwa gleichstark besetzt. Die
Metallabscheidung findet bevorzugt in den Porendffnungen der beiden Trimere
statt.

Auch hier handelt es sich bei den rautenférmigen Bildern der Klassen wieder
um die Schwerpunktsdarstellung der Metallverteilung innerhalb der einzelnen
dargestellten Klassen. Von besonderem Interesse ist hier der Vergleich
zwischen den jeweils rechten und linken Halften der Rauten, da sie die extra-
und die periplasmatischen Seiten des Proteins darstellen. Deutlich kann die
Affinitat der Metallabscheidung zu den jeweils drei Poren des Porintrimers der
rechten und linken Teilseite erkannt werden. Zwischen den beiden Halften liel3

sich jedoch kein signifikanter Unterschied in der Metallverteilung nachweisen.

Die Metallabscheidung in den Poren kann mit der in der Engstelle der Poren
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vorhandenen hohen Dichten geladener Seitenketten in Zusammenhang
gebracht werden. Im Gegensatz zu den an der PorinauRenkante befindlichen
Gurtel aus Lysinen geht das elektrostatische Feld in den Poren aber

Uberwiegend auf Arginine zuriick (Abbildung 3 b.)).

Abschlieend lasst sich zusammenfassen, dass die Abscheidung der
Metallcluster bevorzugt in Bereichen stark geladener Aminosaurereste
stattfand. Fir den Abscheidungsprozess scheint die elektrostatische lonen-

Protein-Wechselwirkung eine entscheidende Rolle zu spielen.
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7 Diskussion

7.1 Diskussion der Resultate der
Leitfahigkeitsmessungen

In den Messungen zur Leitfahigkeit konnte gezeigt werden, dass sich der
rekombinant hergestellte Wildtyp sowie die Mutanten Q1 und Q4 in ihrer
Einbaucharakteristik und ihren Leitfahigkeitswerten den Ergebnissen der
Messungen am nativen Wildtyp entsprechen. Die am rekombinanten Wildtyp
und an der Mutante Q4 durchgeflihrten Messungen zur Schliel3kinetik zeigten
das flur Porine charakteristische Schlielverhalten. Die Mutation von Arg38 zu
GIn38 bei Q1 bzw. die Mutation von Glu58 zu GIn58 bei der Mutante Q4
scheinen als einzelne Mutationen keinen gravierenden Einfluss auf die
funktionellen Eigenschaften des Ladungstransportes zu haben, soweit dies aus
den vorliegenden Messungen zu schlieRen ist. Dabei handelt es sich um die
Aminoséurereste des Argininclusters, welche den periplasmatischen Offnungen
des Porins am nachsten liegen. In molekulardynamischen Simulationen konnte
bisher nur eine Bindung von Malat an die Seitenkette des Arg75 nachgewiesen
werden.** Dabei handelt es sich jedoch um den Aminosaurerest des
Argininclusters welcher néher an der exoplasmatischen Offnung des Porins
liegt (vgl. Abbildung 3). Die Messungen an den Mutanten Q1 und Q4 sind
deshalb nur bedingt geeignet, um durch sie die Ergebnisse der theoretischen
Untersuchungen zu Uberprifen. Allerdings liefern diese Messungen die
Grundlagen flr kiinftige Messungen an weiteren Mutanten die mittlerweile, nach

Abschluss dieser Arbeit, zur Verfligung stehen. Insbesondere die Mutante Q2
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bei der das Arg75 durch ein GIn75 ersetzt wurde und weitere Mutanten mit
mehrfachen Mutationen der geladenen Seitenketten des Argininclusters sollten

geeignet sein, um die Ergebnisse der theoretischen Untersuchungen zu

Uberprifen.
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Abbildung 45 (Leitfahigkeiten)

zeigt die Darstellung mehrerer Leitfahigkeitskurven zu verschiedenen Salzen in
Abhéngigkeit von deren Konzentration. Bei den roten Kurven handelt es sich
um theoretische Werte fiir Kandle ohne Wechselwirkungen (H. Falkenhagen,
1971)”", (J. Bartels et al., 1960** Die schwarzen Kurven sind experimentelle

Daten gemessen an Omp32.
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Einen interessanten Aspekt zur Uberpriifung der theoretischen Befunde durch
Leitfahigkeitsmessungen bieten die Leitfahigkeitsmessungen am rekombi-
nanten Wildtyp bei verschiedenen Konzentrationen des Natriumsalzes der
Apfelsdure. Abbildung 45 zeigt mehrere Leitfahigkeitskurven in Abhangigkeit
der Salz bzw. lonenkonzentration. Die in schwarzer Farbe dargestellten
experimentellen Daten wurden am Wildtyp von Omp32 gemessen. Die
theoretischen Daten, Grundlage der roten Kurven, wurden der Literatur
entnommen.?"¥? Dabei handelt es sich um Daten, welche durch Naherung eines
lonenflusses in einem Kanal von definiertem Durchmesser und ohne
Berlcksichtigung einer Wechselwirkung zwischen den lonen und dem Kanal
berechnet wurden. Die theoretischen Kurven dienen dem Vergleich mit den
experimentellen Daten. Kaliumoxalat wurde ausgewahlt, da in der Literatur
keine anderen, vergleichbaren Daten, zu Salzen organischer Sauren und
insbesondere zu Malatsalzen gefunden werden konnten. Die Vernachlassigung
einer Wechselwirkung zwischen dem Kanal und den lonen flhrt in Vergleich zu
den experimentellen Daten zu deutlich héheren Leitfahigkeitswerten. Sie zeigen

weiter kein spezifisches Sattigungsverhalten.

Die experimentellen Daten weisen eine geringere Leitfahigkeit auf, wobei die
Leitfahigkeitswerte zu verschiedenen Malatkonzentrationen deutlich geringer
sind. Zusatzlich zeigt die Malatkurve ein typisches Sattigungsverhalten, welches
auf eine Bindungsstelle flir Malationen innerhalb des Kanals schlielen lasst.
Auch in diesem Zusammenhang sind analoge Messungen an Mutanten und
insbesondere am Porin mit mehrfachen Mutationen innerhalb des Arginin-
clusters angezeigt, um die Funktion der Seitenketten im Leitfahigkeitsverhalten

genauer bestimmen zu kdnnen.
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Ein weiterer Ansatz zur experimentellen Bestimmung der Malatbindungsstelle
konnten Versuche mit radioaktivem Malat darstellen. Denkbar ware, zu einer
wassrigen Losung aus Omp32 mit Detergenz, eine bestimmte Konzentration
von radioaktivem Malat zuzusetzen und das Porin mit Gelelektrophorese
analytisch darzustellen. Das Gel dann im Anschluss auf eine Photoplatte bzw.
einem Film aufgebracht werden und dort in Abhangigkeit von der benutzten
Isotopenkonzentration belassen werden. In einem anschlielenden Vergleich
konnte festgestellt werden, ob die Bande mit der héchsten Radioaktivitat auch
mit dem Ort der hdchsten Proteinkonzentration Ubereinstimmt. Generell sollte
diese Vorgehensweise mdoglich sein, da die Bindungsenergie des Malations
innerhalb der Pore um GrélRenordnungen hoher ist, als die Energie des
Malations innerhalb des &ulleren elekirischen Feldes wahrend der
Gelelektrophorese. Um unspezifische Bindungen von radioaktiven Malationen,
beispielweise an der Aullenseite des Porins ausschlielen zu kénnen, sollten
Vergleichsuntersuchungen mit anderen Porinen oder Mutanten von Omp32
durchgefiihrt werden. Diese Methode koénnte zu einem direkten experimentellen

Nachweis der theoretisch gefundenen Bindungsstelle dienen.

Wie bereits erwahnt, erscheinen die Einfachmutanten Q1 und Q4 nicht
geeignet, um eine signifikante Anderung der Leitfahigkeitseigenschaften
hervorzurufen. Moéglich ist dabei auch dass es sich bei dem Arginincluster mit
seinen mehreren geladenen Seitenketten um eine Art redundantes System
handelt, dessen korrekte Funktionsweise durch eine einzelne diskrete Mutation
im Bereich der Konstriktionszone nicht gefahrdet wird. Weiterhin ist denkbar,
dass die Entfernung einer Ladung eine geringere lonenselektivitat nach sich

zieht, die einem erhdhten Kaliumstrom zulasst und damit eine kaum geanderte
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Gesamtleitfahigkeit zur Folge hat. Eine korrekte Funktionsweise dieses Porins
sollte von grolRer Bedeutung fir den Organismus Delftia acidovorans sein, da
es sich bei Omp32 um das dominierende Protein in dessen auflterer Membran
handelt und das Bakterium auf Polymalat wachst, das es enzymatisch zu L-
Malat abbaut und Uber die aulere Membran aufnimmt (C. Gdédde et. al.,

1999)%,
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7.2 Diskussion der Resultate der
Simulationsrechnungen

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Leitfahigkeitsmessungen am
Omp32 zeigten das typische SchlielRverhalten, das bei verschiedenen Porinen
gefunden wurde. Bisher gibt es keine schlissige Erklarung fir die
Funktionsweise des SchlieRvorganges. Zunachst vermutete Konformations-
sanderungen des Loop 3 im Poreninneren, die aus Molekulardynamik-
Rechnungen abgeleitet wurden (M. Watanabe et al., 1997),*° erwiesen sich
jedoch als nicht haltbar (G. Bainbridge et al., 1998).** Derzeit werden zwei

Maoglichkeiten in Betracht gezogen:

subtile Konformationsanderungen der Anordnung von Aminosaure-
resten in der Engstelle des Kanals (Phale et al., 1997)% die zu einer

Blockade des lonenstromes filhren, und

I. grolRere Konformationsanderungen anderer exoplasmatischer Loops,
die den Kanal schlieRen. Diese Anderungen wurden durch AFM-

Untersuchungen nahegelegt (D. J. Miiller et al., 1998).%°

Die letztere Erklarung kann nicht fur alle Porine zutreffen, da die Loop-
strukturen der Porine unterschiedlich ausfallen (S.W. Cowan et al., 1992).*? Da
Einzelkanalmessungen und die Beobachtung der Porinkonformation noch nicht
kombinierbar sind, war es von Interesse, Uber andere Messgréfien
Informationen zum SchlieRverhalten zu erreichen. Eine Mdglichkeit bot die

Untersuchung der Kinetik des Vorganges.
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Diese erforderte Reihenmessungen Uber langere Zeitraume bei verschiedenen
Spannungen, die nur sehr schwer zu realisieren sind. Dies erklart, weshalb es
auch nur zwei Arbeiten dazu gibt (James und Taylor, 1996),%” (Mathes und
Engelhardt, 1998).% Der charakteristische Verlauf der Messkurven kann bisher
nur mit komplizierten mathematischen Modellen nachvollzogen werden. Eine

Methode ist der algebraische Zerfall mit der angepassten Formel:

1= A- (41 74y,
X0

wobei
I(t) der zeitabhéangige Stromverlauf,
A, die Anfangsamplitude (Maximalamplitude) des Stromes,
tdie Zeit,
X, der relative x-Achsenabschnitt,
B der Exponent mit § € [1;%] und
Yo der y-Achsenabschnitt ist.
In seiner Dissertation hat Mathes® bereits gezeigt, dass die Anwendung des
algebraischen Zerfalls in Konsequenz eine Wechselwirkung zwischen den
Porinen der Membran bedingt. Die Natur dieser Wechselwirkung ist bisher vollig
ungeklart. Mathes konnte in seinen Rechnungen zeigen, dass diese
unbekannte Wechselwirkung den Charakter einer negativen Kooperativitat
aufweist. Dabei handelte es sich um eine Wechselwirkung, bei welcher die
Gesamtzahl der bereits geschlossenen Poren die Wahrscheinlichkeit einer noch
offenen Pore, sich ebenfalls zu schliel3en, senkt. Diese Art der Wechselwirkung
impliziert jedoch, dass jede Pore der Membran mit allen anderen Poren eine
Wechselwirkung unterhalt, bzw. mit ihnen kommuniziert. Es musste sich also

um eine komplexe und vor allem langreichweitige Wechselwirkung handeln.
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Dabei bliebe vdllig ungeklart, durch welchen Mechanismus diese

Wechselwirkung uUber die gesamte Membran vermittelt werden konnte.

Daher wurde auch die Moglichkeit einer kurzreichweitigen Wechselwirkung, der
sogenannten Nachsten-Nachbar-Wechselwirkung diskutiert (siehe Abschnitt
5.2). Sie bildet die Grundlage der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiuhrten
Simulationsrechnungen. Die Simulationen zur SchlieBkinetik von Omp34
zeigten dabei ebenfalls eine deutliche Tendenz zur negativen Kooperativitat,
wobei die Wechselwirkungswahrscheinlichkeiten selbst die Tendenz einer
exponentiellen Abnahme zeigten (vgl. Abbildung 27). Fur die Schlielkinetiken
des rekombinanten Omp32 waren diese Zusammenhange nicht eindeutig
festzustellen. Fur die meisten Schlie3kinetikkurven konnte der Simulations-
algorithmus zwar befriedigende Anpassungen erzeugen, jedoch zeigten sie die
oben genannten Zusammenhange nicht eindeutig. Ein abschlieRendes Urteil
Uber die Theorie der Nachsten-Nachbar-Wechselwirkung ist zum jetzigen Zeit-
punkt nicht moéglich. Zur Klarung dieser Frage sind weitere Untersuchungen und
umfassende Messreihen notwendig. Das Gleiche gilt fir die Aufklarung des
Funktionsmechanismusses der Wechselwirkung zwischen den benachbarten
Poren. In Elektrostatikrechnungen konnte bereits gezeigt werden, dass die
elektrostatischen Potentiale der Monomere aufgrund ihrer Reichweite nicht

geeignet sind, um eine derartige Wechselwirkung zu vermitteln.

Weitere Simulationsrechnungen kénnten die Frage klaren, ob die N&achsten-
Nachbar-Wechselwirkung ein plausibles Erklarungsmodell flir das Schliel3-
verhalten der Porine liefern kann. Bisher wurden die Simulationsrechnungen

durchgefiihrt, indem die Messkurven willkirlich auf eine Anzahl von einigen
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tausend Datenpunkten reduziert und im Anschluss daran Simulationskurven mit
der entsprechenden Anzahl von Datenpunkten gerechnet wurden. Diese
Methode war notwendig, um den Rechenaufwand der Simulationsdaten auf ein
ertragliches Mall zu beschranken (vgl. Abschnitt 5.5.2). Die Steigerung der
Rechenleistung moderner Prozessoren sollte diese Beschrankung obsolet
machen. Die Aufhebung dieser Beschrankung ist wichtig, damit aufgrund der
Ergebnisse der Simulationsrechnungen nicht nur qualitative, sondern auch
direkt quantitative Schlliisse gezogen werden koénnen. Die Zeitauflésung der
Simulationsrechnung muss den realen Gegebenheiten angepasst werden,
damit auch die absoluten Werte der SchlieRwahrscheinlichkeitsparameter der
tatsachlichen Wechselwirkungsstarke entsprichen. In diesem Zusammenhang
ware es notwendig, durch Messungen der Schliel3kinetiken bei gréRtmoglichen
Scanraten eine Art kirrzester SchlieRdauer zu bestimmen. In anderen Worten:
Es sollte aus diesen Messungen der minimale Zeitraum abgeschatzt werden,
welchen ein einzelnes Porin bendtigt, um vom offenen Zustand in den
geschlossenen Zustand zu wechseln. Diese klrzeste SchlieRdauer konnte
dann als Grundlage fiur die notwendige Zeitauflosung der Simulations-
rechnungen dienen. Wenn zusatzlich noch die Grolie des Simulationsarrays an
die tatsachliche Anzahl der Porine in der Membran angepasst wird, sollten die
in solchen Rechnungen erhaltenen SchlieBwahrscheinlichkeiten in ihren
absoluten Werten der Grolke der Wechselwirkung entsprechen. Derartige
quantitative Daten konnten helfen, um die Natur einer Nachsten-Nachbar-
Wechselwirkung besser verstehen zu kénnen und insbesondere die Ursache

und die Vermittlung dieser Wechselwirkung aufzuklaren.
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Ein weiterer Aspekt zur Aufklarung der Nachsten-Nachbar-Wechselwirkung liegt
in der Integration von Offnungswahrscheinlichkeiten in die Simulations-
rechnungen. Trotz der dominierenden Tendenz zum Schliellen zeigten die
Messkurven immer vereinzelte Offnungsereignisse. Um eine vollstandige
Simulation der Schliel3kinetik zu erreichen, muss auch diese Tendenz Eingang
in das Modell der Nachsten-Nachbar-Wechselwirkung finden. Dabei kénnen die

folgenden Modellvarianten angewandt werden:

- es wird ein globaler Offnungswahrscheinlichkeitsparameter fir alle
geschlossenen Porine definiert, welcher mit den anderen sieben

SchlieRwahrscheinlichkeitsparametern optimiert wird, oder

- es werden sieben Offnungswahrscheinlichkeitsparameter eingefiihrt, die
analog den SchlieRwahrscheinlichkeitsparametern den sieben moéglichen

Nachbarschaftsverhaltnissen eines Porins zugeordnet sind.

Die erste Modellvariante geht davon aus, dass es sich bei den
Offnungsereignissen um einen zufélligen Effekt handelt, welcher der generellen
SchlieRtendenz Uberlagert ist. Verursacht werden konnte ein solcher Effekt
beispielsweise, durch vereinzelte Einbauereignisse von zusatzlichen Porinen in
die Membran (Einbauereignisse und Offnungsereignisse kénnen aufgrund der
Natur der Messungen nicht unterschieden werden). Diese Modellvariante bote
den Vorteil, dass die eigentliche Wechselwirkung weiterhin durch die sieben

SchlieBwahrscheinlichkeitsparameter vollstandig charakterisiert ware.

Die zweite Modellvariante sieht die Offnungsereignisse ebenfalls als Bestandteil

der Nachsten-Nachbar-Wechselwirkung und somit die Offnungswahrscheinlich-
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keitsparameter in Abhangigkeit von den Nachbarschaftsverhaltnissen an. Damit
stinde bei den Resultaten jedoch die Interpretation von vierzehn Parametern
an. Die Analyse der Daten wirde sehr erschwert und die Aufklarung der
Wechselwirkung unter Umstanden unmdglich werden. Mit grol3er Sicherheit
ware diese Modellvariante in der Lage, die Messdaten besser simulieren zu
kénnen. Allerdings vergrof3ert sich mit der Anzahl der Parameter, auch der
Lésungsraum der Simulationsrechnungen und damit die Wahrscheinlichkeit, nur
lokale Losungen zu finden. Um dieses Problem zu umgehenden bzw. die
Qualitat der Resultate besser einschatzen zu kdénnen, waren umfangreiche
Analysen notwendig. Beispielsweise miussten die Schrittweite der
Intervallschachtelung verringert werden, um damit eine gré3ere Anzahl von
Parameterkombinationen zu testen. Zusatzlich missten mehrere Simulationen
mit systematisch variierten Anfangswerten durchgefihrt werden, um die
Konsistenz der gefundenen Lésungen zu Uberprifen. Alle diese MalRnahmen
wirden den Rechenaufwand der Simulationen signifikant steigern.
AbschlieRend lasst sich zusammenfassen, dass weitere Simulations-
rechnungen mit einer hoheren Zeitauflésung sicherlich aufschlussreiche
Ergebnisse liefern kénnten und die Einfilhrung eines globalen Offnungs-
wahrscheinlichkeitsparameters bedacht werden sollte. Der Wert bisher
durchgefiihrter Modellrechnungen liegt darin, den maoglichen Interpretations-
rahmen fir die Grundlage des spannungsabhangigen SchlieRens zu erweitern
bzw. abzustecken. Es zeigt sich, dass kooperative Vorgange der beobachteten
Kinetik entsprechen. Auf dieser Basis ist es nun mdoglich, eventuelle

experimentelle Ansatze zur formulieren. Ein Weg koénnten infrarot-
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spektroskopische Messungen sein, wie sie an Omp32 in rekonstruierten

Membranen durchgefiihrt wurden (M. Schwarzott al., 2003).%
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7.3 Diskussion der Resultate der
Biomineralisationsexperimente

Das unspezifische Porin Omp32 ist ein geeignetes Modellsystem zum Studium
der lon-Protein-Wechselwirkungen bei Biomineralisationsvorgangen. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden erstmals 2D-kristallisierte Porine mit Pd- und Pt-
Komplexen, welche sich aus wassriger Losung reduziert zu metallischen
Clustern anordnen, mineralisiert. Dabei zeigte sich, dass die Metallcluster
bevorzugt an Positionen innerhalb der Poren und Vertiefungen des Kristalls zu
finden sind. Die besondere Kristallanordnung mit ihrer p312-Symmetrie erlaubt
eine detaillierte Analyse der Metallabscheidung. Die elektronenmikroskopischen
Aufnahmen haben gezeigt, dass Metallabscheidungen an drei bevorzugten
Positionen stattfinden. Diese Positionen sind die extrazelluldren und
periplasmatischen Offnungen der Porintrimere, sowie die Vertiefungen im
zentralen Rotationszentrum der Elementarzellen. Aus den erhobenen Daten
liel sich keine exakte Lokalisierung der Metallcluster in z-Richtung bestimmen.
Lediglich fir die Vertiefung im Rotationszentrum konnte aus den AFM-Daten
der unmineralisierten Kristalle eine annahernde Positionsbestimmung erreicht
werden. Die AFM-Daten der unmineralisierten Proteinkristalle haben gezeigt,
dass es sich bei der zentralen Vertiefung nicht um ein Loch im Kristall handelt,
sondern um eine flache Mulde mit einer Tiefe unterhalb eines halben
Nanometers (vgl. Abbildung 38). Daher missen die Metallcluster im
mineralisierten Kristall oberhalb der in der Mulde befindlichen Lipidmolekile
angeordnet sein. Im Falle der p312-Symmetrie liegen um diese Mulde sechs

Porintrimere in alternierender Orientierung (vgl. Abbildung 46).
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Abbildung 46 (Ladungsverteilung)

zeigt die schematische Darstellung einer Einheitszelle des zweidimensionalen
Omp32-Kristalls mit p312-Symmetrie. Die Seitenketten der Lysine des
Lysinglirtels der exoplasmatischen Porinéffnung sind in dieser Darstellung
hervorgehoben. Die Pfeile zeigen die Lysinseitenketten, welche in das Innere
der zentralen Mulde ragen.

Das heildt, die Porine sind abwechselnd mit ihrer peri- und ihrer exo-
plasmatischen Seite nach oben angeordnet. Dadurch ragen bei jedem zweiten
Porintrimer der Einheitszelle die Seitenketten des Lysingurtels in das Innere der

Mulde hinein. In diesen Bereichen weisen die Rander der Mulde eine starke

Landungskonzentration auf. Die Wechselwirkung dieser Ladungen mit den Pt-



DISKUSSION 130

und Pd-lonen bzw. -Komplexen koénnte ursachlich fir die Abscheidung von
Metallen innerhalb der Mulde verantwortlich sein. Ein Vergleich mit Abbildung
43 zeigt, dass die Schwerpunkte der Metallcluster aller Klassen immer dem
Rand zugewandt sind. Unter Annahme eines relativ isotropen Wachstums der
Cluster, beginnend von einem initialen Reduktionsort, gleich eines
Kondensationskeimes, sollte die Lage des Schwerpunktes der Metallcluster
Aufschluss Uber den Ort der ersten und damit wahrscheinlichsten bzw.
starksten Wechselwirkung geben. Die Orientierung der Cluster zum Rand der
Mulde legt den Schluss nahe, dass die Metallabscheidung mit der erhdhten

Ladungsdichte am Rand der Mulde korreliert.

Um eine hohere statistische Aussagekraft zu erreichen, wurden bei den
Auswertungen zu Abbildung 43 und Abbildung 44 Einheitszellen aus mehreren
EM-Bildern  unterschiedlicher Kristalle gemeinsam ausgewertet. Die
verschwindend geringe Wahrscheinlichkeit bei dieser Methode, mehrere
Kristalle in gleicher Orientierung auswerten zu kénnen, hat zur Konsequenz,
dass bei der Auswertung der rotationssymmetrischen Mulde im Zentrum der
Einheitszelle (Abbildung 43) die Orientierungen der entsprechenden
Bildausschnitte variieren. Die Affinitdt zu den geladenen Seitenketten der
Lysine kann nicht mit letzter Sicherheit bestimmt werden, immerhin zeigen die
Schwerpunkte der Metallcluster von gleichstark besetzten, somit in Abbildung

43 benachbarter, Gruppen eine Affinitdt zu den Ladungsclustern.

Bereits die erste Analyse der einseitig-mineralisierten 2D-Kristalle (Abbildung
39) zeigte, dass eine Mineralisierung innerhalb der Poren stattfindet. Diese

Mineralisierung ist jedoch deutlich schwacher ausgepragt, als die
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Mineralisierung der zentralen Mulde. Die einseitige Mineralisierung lieferte erste
Hinweise zur Bestimmung der Symmetriegruppe des Kristalls (vgl. Abbildung
40). Gleichzeitig wurde durch diese Messungen ebenfalls bestatigt, dass die
einseitige Mineralisierung erfolgreich durchgefiihrt werden konnte, da eine
beidseitige Mineralisierung keine Differenzierung zwischen den Symmetrie-
gruppen p6 und p312 zugelassen hatte. Der Befund des Vorliegens einer p312-
Symmetrie konnte spater durch die AFM-Untersuchungen bestatigt werden.
Weiter kann aus diesen Befunden geschlossen werden, dass die
Mineralisierung der Trimerporen auf deren dem Grid abgewandten Seiten
dominiert. Wirde die Pore auf ihrer gesamten Lange mineralisiert kbnnte, aus
den EM-Daten ebenfalls keine Unterscheidung zwischen den Symmetrie-
gruppen getroffen werden. Dieses Ergebnis legt den Schluss nahe, dass
Metallionen bzw. Komplexe nicht im gesamten Kanal gleichmaRig zur
Mineralisierung zur Verfliigung stehen. Der Weg fir die lonen durch die Pore
muss demnach eingeschrankt sein. Diese Beschrankung kann im Wesentlichen
durch zwei Umstande hervorgerufen werden: zum einen durch die Engstelle der
Pore und zum anderen kénnte der wachsende Metallcluster die Diffusion
behindern. Beide Umstiande konnten eine oberflachenseitig dominierende
Mineralisierung erklaren. Fir eine einseitige, innerhalb der unteren Halfte der

Kristalle liegende Mineralisation konnten keine Hinweise gefunden werden.
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Delftia acidovorans

exoplasmatische Seite periplasmatische Seite

Abbildung 47 (Ladungen im Trimer)

zeigt eine schematische Darstellung der exo- und periplasmatischen Seite des
Porins. Die Bereiche der Ladungen der Argininseitenketten des Argininclusters
sind in blauer Farbe gekennzeichnet. Die exoplasmatische Seite zeigt die
gemeinsame Mulde der Monomere auf deren Grund die Eingédnge zur
Konstriktionszone liegen. Die periplasmatische Seite ist gekennzeichnet durch
die drei einzelnen Kanéle. Dort reichen die Bereiche der Argininseitenketten
fast bis zum Eingang der Kanéle.

Die einzelnen Poren der Trimere sind gemal der EM-Daten und deren
Auswertung in etwa gleich stark besetzt. Dies gilt insbesondere flir Trimere
beider Sorten, also jenen, welche mit ihrer exoplasmatischen Seite nach oben
und denjenigen, welche mit ihrer periplasmatischen Seite nach oben im Kristall
angeordnet sind. Auf der exoplasmatischen Seite des Porins bilden die
einzelnen Monomere eine gemeinsame Vertiefung, wahrend sie auf der
periplasmatischen Seite als drei getrennte Kanale aus der Membran treten (vgl.
Abbildung 47). Die Ergebnisse der Mineralisation zeigen in beiden

Orientierungen deutlich drei isolierte Metallcluster pro Trimer. So weisen auch
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die Trimere, welche mit der exoplasmatischen Seite nach oben im Kristall
angeordnet sind, drei isolierte Metallcluster auf. Da die Offnungen der drei
Kanale dort jedoch in eine gemeinsame Mulde muinden, muss die
Mineralisierung im Bereich dieser Mindung oder unterhalb davon beginnen.
Dort liegt bereits die Engstelle der Kanale und damit auch der Einflussbereich
der geladenen Seitenketten des Argininclusters, insbesondere die Seitenkette

des Arginins 133, ist hier zuganglich.

Im Falle der Trimere, welche im Kristall mit der periplasmatischen Seite nach
oben angeordnet sind, reicht der Einfluss des Argininclusters sehr weit nach
aulRen. Die Seitenkette des Arginins 38 liegt dort kurz vor dem Eingang zu den

drei isolierten Kanalen.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass der Mineralisierungsprozess in
Bereichen seinen Ausgang nimmt, in welchen stark (positiv) geladene
Seitenketten vorhanden sind. Dies fuhrt zur Annahme, dass diese Seitenketten

die Mineralisierung initiieren oder zumindest begunstigen.

Biomineralisationsexperimente und solche, die die spezifische Anlagerung von
Metallclustern zum Ziel haben, wurden hauptsachlich mit bakteriellen S-Layern
durchgefiihrt. S-Layer sind nattrlich 2D-Kristalle eines Aulienflachenproteins,
die eine Zellmembrankomponente zahlreicher Bakterien und Archaen bilden (H.
Koénig, 1994),'° (U. B. Slayter et al., 1996)."" Es gab mehrere Anséatze
regelmaRige Metallisierungen durchzufiihren (E. B&uerlein, 2003)." Da jedoch
die Atomstrukturen von S-Layer nach wie vor ungeklart sind, konnte der

Reaktionsmechanismus fir Proteine bisher nicht aufgeklart werden.
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Untersuchungen mit DNA und theoretische Modellstudien legten
Wechselwirkungen mit N in Purinbasen und Histidin nahe (L. C. Ciachi et al.,
2003),"” (M. Mertig et al., 2002)."™ Elektronenmikroskopische Studien an, mit
Pd mineralisierten S-Layern zeigen klar, dass es keinen streng lokalisierten
Nukleationsansatz fir die Bildung der Metallcluster gibt (R. Wahl et al., 2005)."%
Vielmehr muss davon ausgegangen werden, dass mehrere Aminosaurereste
oder Uber gewisse Oberflachenareale verteilte physikalisch-chemische
Eigenschaften zur Anlagerung des Metalls flihren. Die Untersuchungen mit
dem Porin Omp32 konnten nun erstmals zeigen, dass positive Ladungscluster

eine solche Eigenschaft aufweisen.

Das Modellprotein Omp32 erscheint also geeignet, eventuelle spezifische

Wechselwirkungen aufklaren zu helfen.

Um die Lokalisierung der Metallcluster innerhalb des zweidimensionalen
Kristalls genauer bestimmen zu koénnen, bestinde beispielsweise die
Moglichkeit, EM-Untersuchungen mit Energiefilterung (EELS) durchzuflihren.
Dadurch konnte die Position der Metallcluster genauer bestimmt werden, da
sich die Energieverluste der Elektronen innerhalb des Proteinkristalles und
durch die Metallcluster besser differenzieren lieen. Allerdings dirfte die daflr
notwendige Strahlendosis ein Problem darstellen. In Betracht kame auch eine
Untersuchung mittels Elektronentomographie bzw. Elektronenkristallographie
(W. Baumeister, 2002)'®® zu einer ndheren Bestimmung der z-Position der
Metallcluster innerhalb des Proteinkristalls. Die erzielbare Auflésung wiirde eine
Lokalisierung des Clusterschwerpunkts auf 1-2 nm erlauben (W. Baumeister et

al., 1986)"7".
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Interessant waren zweifellos auch weitere AFM-Untersuchungen an
mineralisierten Proteinkristallen. Dazu mulsste jedoch erst ein geeignetes

Substrat gefunden werden, das die folgenden Eigenschaften aufweisen sollte:

|. seine Oberflachenrauhigkeit darf nicht zu grol3 sein, damit Rasterkraft-

untersuchungen maoglich werden,

Il. es muss entweder gute Adhasionseigenschaften fir volumenmineralisierte

2D-Kristalle aufweisen, oder

lll. gute Adhasionseigenschaften fir nicht mineralisierte Kristalle haben,
sowie eine Mineralisierung der Kristalle erlauben, ohne selbst eine Affinitat

zur Metallabscheidung zu zeigen.

Alternativ oder kumulativ kdnnten auch weitere Untersuchungen mit
rastersondenmikroskopischen Techniken durchgefiihrt werden. Als Beispiel sei
hier die SNOM-Technik genannt, welche es zulieRe, bei mineralisierten
Kristallen aufgrund der unterschiedlichen chemischen Eigenschaften direkt

zwischen Proteinanteilen und Metallclustern der Oberflache zu unterscheiden.

Zum  Studium der lonen-Protein-Wechselwirkung sollte in  diesem
Zusammenhang auch eine Biomineralisierung von zweidimensionalen Kristallen
der Omp32-Mutanten erfolgsversprechend sein. Insbesondere die Kristalle
einer Mutante, bei welcher alle geladenen Aminosaurereste des Argininclusters
durch neutrale Seitenketten ausgetauscht wurden, stellten ein interessantes
Studienobjekt dar. Aufgrund der bisherigen Untersuchungen sollte ein Vergleich
der EM-Aufnahmen von mineralisierten Kristallen der Mutanten und des nativen

Proteins deutliche Unterschiede aufweisen und somit der Einfluss der
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geladenen Seitenketten auf den Mineralisierungsprozess direkt beobachtet
werden. Leider gestaltet sich die Herstellung der Mutanten als schwierige
Herausforderung, weshalb bis dato nur eine geringe Menge der Mutanten flr
Untersuchungen zur Verfligung standen. Fur Kristallisationsansatze waren

etwas groRere Mengen notwendig.

Als Fazit ist festzustellen, dass die gut definierte Ladungseigenschaft des
Porins Omp32 und die Mdglichkeit, es in 2D-Kristallen zu rekonstituieren, das
Protein zu einem geeigneten Analyseobjekt fir die Aufklarung der

Metallisierungsvorgange machen.
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8 Anhang

8.1 Progammcode zur Simulation der SchlieRBkinetik

#pragna rtQd obal s=1 /1 e nodern gl obal access net hod.
# ncl ude <Wves Average>

#include <Al |P Procedures>
#include <l nage Saver>

Qosing kinetics similation - includes open kinetics - VERSON 3.5 (3. M. 2004)

Model 1:

Qosing kinetics nodel for porins. Every porinin a 2Darray is surrounded by 6 other porins that are either open

or closed (conducting or not conducting). Depending on the nunber of closed pores in the nei ghbourhood the one considered
Wl close with a certain probability. This is the cooperativity nodel . The array is in fact a 2D-crystal and nay be chosen
in size as desired (default size is square, but the effective 2D-lattice i s hexagonal ).

The programstarts scanning the array for pores (= porins) that are open. If this applies for pore i the status of the six
nei ghouring pores are eval uated and the cl osed pores are counted. There are seven situations: 0 to 6 pores cl osed. For each
situation pore i has a certain probability to close. Wether it becones a closed pore is deternined by a "Mnte Carlo"
deci sion. Now the programproceeds to pore i +1 and so on until the whole array has been scanned. Wil e scanning the total

of open pores is counted and stored as a conductance neasure in a simulated curve. The next turn provides a different
situation for individual pores and a snaller "conductance" because sone of the channels are closed now By this way a
closing curve is simil ated. Each point neasured (equal |y spaced in tine) is sinulated by this procedure (equally spaced from
one step to the next). The boundary conditions for the array nmay be set to "open pores" or "closed pores” .

Data and variables required for Qurve S nulation:

AR This is the array of pores. It is filled with O (closed) or 1 (open). The starting situation is all pores are open

(D).
See Macro MakeArray for generating an array of arbitrary size (wdth).
Prob\ec: This is vector (list) containing 7 closing probabilities (values are 0 to 1, no negati ves) and one open probability
inthe last position (nornally set to O, if reopening of pores is not to be forced). The val ues shoul d be typed into
the
"Prob Val ues" Table that is displayed upon Micro MikeProb. These transition probabilities are applied to
siml ate a closing kinetics curve. (For first trials set the last value, i.e. the open probability, to zero.)
QQur ve: This is a copy of the original closing curve (“QurveNane"). It is generated by Micro Sel ectQurve. "QurveNane" is
witten into the wndows to indicate which curve is to be simlated (fitted).

RESULTS

SQur ve: This is the simulated curve, i.e. theresult of the Program"S nulate Qurve" (see Button in nain window. It is
generated and displ ayed autonatical ly. If you need to keep this curve nake a copy (it is overwitten in the next run.)

RWbval ue: I's displayed and updated in the "RvBData" table. It indicates the deviation of the Surve fromthe QQurve.

Note that there are working copies of a nunber of the input and output data that are not del eted after a run.
If they were deleted by accident it shoul d not be a probl embecause they are generated automatical ly i f needed.

Data and variabl es required for sinulation of Ncurves (Button: Snulate N Qurves):

N Just set N belowthe Button to the desired value (linited from2 to 100). The programsi nul ates N curves applyi ng
ProbVec for each run. This provides an inpression on the stochastic variability (the snaller the array is, the
nore differ individual curves froma comnmon average). Two nore w ndows are opened, one displaying the original
curve and all the simil ated ones, the other shows the original curve, the average of the simul ations and the plus
and minus SD curves. (The data of a nornal Qurve Snulation are required in addition.)

RESULTS

X 1to S N These are the Nsimul ated curves (SQurve contains the last simulation only, i.e. S N. They will be del eted with
the next run of “"Snulate N Qurves" and replaced by the actual results.

SQur veAV: This is the average of all N sinulated curves.

SQur veANSD Actually the average ninus the SD curve (not stored as such).

SQur veAHSD Qrrespondi ngly the average plus the SDcurve. (Al these curves are overwitten in the next run.)

Ftting simulated curves to the original data (Button: Ft Qurve):

The fitting procedure starts with the given set of transition probabilities in ProbVec and inproves these val ues such that the
simil ated curve fits the original one better. To achieve this an interval for each probability is defined (data in ProbLinits).
Wthin these limts the corresponding probabilities are fitted. The programdeternines the interval size for each probability
and sets the correspondi ng probability to /3 and 2/3 of the interval (actually lower limt plus 1/3 of the interval size and
lover limt plus 2/3 of the interval size). This is done for each of the 7 transition probabilities, so that 27 =128 conbi nati ons
occur. All these probability conbinations are tested and the fit of the sinulated curves to the original oneis judged by the
conmon RVB criterion (actually the sumof squares is cal culated). The RVB val ues are stored together wth the correspond ng
probability conbination and the nini numRVS sel ected. The correspondi ng confi nati on of transition probabilities is stored in
ProbVec. Nowthe interval linits are updated such that the newinterval for the individual probability is set to 2/3 of the previous
interval size. If the new probability val ue was chosen fromthe |ower estinate, the upper linit was reduced and vice versa. This
procedure characterizes one single approxi nati on step. Nornally a nuniber of approxi mati ons are needed to find a proper set

of transition probabilities (see: Approx per FitGycle). NOIE The reasonabl e choi ce of starting val ues for the linits of the
individual probabilities is an essential step.

Snce the simulated curve is the result of a stochastic process it is dangerous to trust a single simulation for the deternination of
the RVB val ue being the quality criterion for the approxination process. To minimze the influence of statistica fluctuations,

a nuniber of simulations should be perforned and the RVB val ues averaged. This inproves the correct choice of the best

confi nation of transition probabilities (see: Smlations per Approx).

Bven with a nunber of sinulations for each step of the approxi nation process there is sone uncertainty left, so that it is
recommended to performnore than one fit cycle (see: Nunber of FitGycles) to get an idea howthe final estinates of the
transition probabilities fluctuate.

Qpeni ng probabilities:

Qurrently, opening probabilities can only be applied but NOT fitted. Actually, there is one singl e open probability to be
applied (set inthe last position in Probvec). The procedure is as follows. Frst, the open pores are scanned (see above)

and cl osed according to the transition probabilities. This updated array is stored separately. In a second run the original
array is scanned for the closed pores and the opening probability applied. Previously closed pores that are opened now are
updated in the stored array formthe first scan. This array is the result fromwhich the apparent conductance (nunber of

open pores) is calculated and stored in the sinulated curve as a data point. Application of an opening probability influences
the fit of the closing probabilities, i.e. the values are sonewhat different. "Ft" of the open probability has to done by hand.
NOTE This procedure is only one of several possibilities to apply opening. Qher procedures have to be tested.

Tine required for fitting:

The fit procedure takes its tine. Qne single similation takes about 1 to 5 seconds for a curve of 1000 to 1500 data poi nts.
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(The actual val ue depends on the nunber of open pores (size of array!), opening of closed pores not included.)
So, one approxination step needs approx. 2 to 10 ninutes if only one simul ation is done for each of the 128 simil ation tests.
(Values apply for 1 G G5 X/ Gt Mac.)

Data and variables required for At Qrve:

S mulations per Approx: Means simul ations per single test for the 128 test per approxination step. The snaller the
array is, the nore sinulations shoul d be averaged to get a reasonable estinate for the correct
R\VE val ue. (For array size = 10 (neans 100 pores) apply at least 5 (better >10) simulations.)
(Limts are 1 to 50)

Approx. per FtGycle: Nunber of approxi nation steps (usually around 10).
(Limts are 1 to 25)

Nunber of HtCycles: Repeat a conplete fit cycle several tines, each starting wth the sane set of interval linits.
(Limts are 1 to 25)

ProbLinits: @ntains the lower and upper limt of the interval for the correspondl ng probability defined
in ProbVec. The ProbLinits are displayed in the "Prob Val ues” table and shoul d be defined there.
They are updated after each approxi nati on step. The best confination of transition probabilities
are witten into the ProbVec and al so updated. Qne single similation is done after each approximation
step and updated in the "Q osing kinetics similation" window (Note that the displayed curve is
a similation done with the best choice of probabilities but will not necessarily result in the
best approxi mation because of the statistical fluctuation. So, the acutal R\VS val ue di spl ayed and
updated in the "RV val ue" table is not identical with the nmininal RVS value found during the
approxi nation procedure. In alnost all cases the actual value is larger.)
NOTE Al the other input data fromcurve similations are required in addition.

RESUTS

ProbVec_1 to ProbVec N N neans the nunber of FtGycles chosen. These ProbVec_ contain the finally fitted probability
values as aresult fromthe Nfit cycles. The variability of the values gives an inpression of the
consi stency of the fit procedure.

ProbVec_Aver age: Mntains the averaged transition probabilities fromthe N ProbVec_ data. This represents the
final result and estinate for the fitted probabilities.

ProbVec_SD Mntains the standard deviation of the averaged N ProbVec_ data. These data are used to produce

the error bars in the plot of the averaged probabilities (see Macro: DO spProbAverage).

ProbLinmts_1 to ProbLinmits_ N Meaning of Nas above. These ProbLinits_ containthe final interval limts as aresult from
the Nfit clcles.

ProbVechMatrix 1 to ... _N Mntains al | the probabilities of each approxinmation step fromthe Nfit cycles. These data are
useful if the approximations did not focus but fluctuated (according to the RV values). So it is
possi bl e to sel ect the best conbination of probabilities afterwards even if the final result was
worse than an internedi ate one.

RvBninLlist_1to... _N This is the corresponding list of RVB values that is needed to find the best fit of probabilits val ues
during the approxinations that did not result in the best one in a conplete fit cycle (see above).

NOE Al the results are deleted / overwitten wth the next call of Ft Qurve (or of Ht Paraneter).
Model 2:
This nodel originates fromMdel 1 (actually, it includes the analysis of the probability val ues as a function of vol tage).
The probability values could apparently be fitted by an exponential curve: p(c) = A* exp(Bc) + D, where D= 0.
It turned out that Bis apparently independent of the voltage, so that it can be expressed by a (fitted) constant val ue (ExpFac).
The factor A=1f(c=0) is identical to the closing probability for 6 open nei ghbours, which is to be fitted.
The procedure "Ft Paraneter” (Button) fits A according to the iterative nethod (see intervals etc. above). The dependent val ues for
c>0 (i.e. one or nore pores closed in the nei ghbourhood) are cal cul ated according to the exponential nodel and the Expontential
Factor (BExpFac) given.
The procedure applies the sane averagi ng of sinulations, nunber of approxinations, and repetition of FtGycles as with the "Ft Qurve".
These val ues have to be set.

Data and variabl es required for Ft Paraneter:
Al the data and variables of Ft Qurve are al so used here.
ProbLinits: Qily the first value p(0) inrowO is fitted.
Qily these linmts have to be set (the other values are ignored). The linits are updated according to the

fit.

Prob\ec: ProbVec is updated after fitting where the first value was fitted and the other ones cal cul ated according
to the exponential nodel (by use of the Exponentia Factor given).

Exponential Factor: To be defined below "Ft Paranter” button (accepts floating point val ues between -10 and +10).

RESULTS

See results of "At (11rve except for

RvBninList_1to ... _| The mininumRVS val ues are not stored. Existing lists are not updat ed.
NOE Al the results are deleted / overwitten wth the next call of Ht Paraneter (or of Ft Qurve).

MACRCE!

1. To nake an Array of any size apply Mcro: MkeArray

2. Toinitialise the ProbVec val ues use Micro: MkeProb (ProbVec should al ready exist)

3. Tosimulate or fit a given curve select it by Macro: Sl ectQurve

4. To create a second graph (copy of nain w ndow): O spQur ve

5. To create a graph of the averaged Prob val ues: O spProbAverage (1og plot)

INTIALI ZE PROCEDURE

Toinitiaize the nain window (if not existent) type into conmand |ine: Qa osi ngKi neti cs()
and performMcros 1 to 3 afterwards. This should be sufficient toinitialize all the data required for simulation and fitting.

/
Whndow Q osi ngKi netics() : Gaph

Pauselpdate; Slent 1

O spl ay /W(10, 10, 600, 450) GQurve as "dosi ng kinetics sinul ation”
AppendToG aph SQurve

Set Axis left -0.15, 1.15

Mdi fyGaph nmirror(left)=2

Mdi f yGaph nmirror=2

Mdi f yG aph node( Glur ve) =3, nar ker =19
Mdi f yG aph nsi ze(Qlurve) =0.5

Modi f yG aph r gb( QQur ve) =( 21845, 21845, 21845)
Set Or awLayer/ WA osi ngKi net i cs/ K User Fr ont
Drawlext 0.8,0.1, Sel Qurve

Variable NS m

if (eX|sts( NS nval ue") !=1)
Mke/ N=1 NS mval ue
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EndMacr o

NS nval ue=1
endi f

if (exists("NApprox\Val ue") !=1)
Mike/ N=1 NAppr oxVal ue
Nppr oxVal ue=1

endi f

if (exists("NAtGyclevalue") !=1)
Mike/ N=1 N t Gycl eVal ue
NA t Gyel eVal ue=1

endi f

if (exists("NS nApproxVval ue") !=1)
Mike/ N=1 NS mfppr ox\Val ue
NS nAppr oxVal ue=1

endi f

if (exists("ExpFacval ue") !=1)
Mike/ N-1 ExpFacVal ue
ExpFacVal ue=0

endi f
ExpFacVal ue=0

ShowTool s
ontrol Bar 82

Button S nQurveButton, pos={ 10, 2}, si ze={ 110, 30}, proc=S nQurveBut tonProc, ti tl e="S mul ate Qurve"
Button S n@Qur veNBut t on, pos={ 125, 2}, si ze={ 140, 30}, proc=S nQurveNButtonProc,title="S mil ate N Qurves"
Button H t QurveButt on, pos={ 270, 2}, si ze={100, 30}, proc=H t Qur veButtonProc, title="Ft Qurve"

Button H tParanButt on, pos={ 270, 35}, si ze={ 100, 30}, proc=F t ParanBut tonProc, titl e="Fit Paraneter"

Set Vari abl e ctrl Nun8 m pos={155, 35}, val ue=NSi nVal ue, title=" N =", size={70, 18}, w n=A osi ngKi neti cs

Set Variable ctrl Nun8 mlints={2, 100, 1}

Set Vari abl e ctrl ApproxFit, pos={ 375, 22}, val ue=NApproxVal ue, title= " Approx per FtGcle =

", si ze={ 160, 18}, w n=A osi ngKi neti cs

Set Variable ctrl ApproxFit,linmts={1,25, 1}

Set Vari abl e ctrl Gycl esFit, pos={ 375, 42}, val ue=NA tGycl eVal ue, titl e=" Nunber of HtGycles =

", si ze={ 160, 18}, w n=d osi ngK neti cs

SetVariable ctrlGyelesFit, limts={1,25, 1}

Set Variable ctrl SnH t, pos={375, 2}, val ue=Nd nfpproxVal ue,title= " S mulati ons per Approx =

", si ze={ 160, 18}, wi n=A osi ngK neti cs

Set\Variable ctrlSinAt, limts={1, 50, 1}
Set Variabl e ctrBxpFt, pos={270, 65}, val ue=ExpFacVal ue,

", si ze={ 160, 18}, w n=A osi ngK neti cs

SetVariable ctrBxpF t, limts={-10, 10, 0}

/1 Entry for curve simulation via Button Qntrol
/1

Function S nQurveButtonProc(ctrl Nane) : ButtonControl

End

Sring ctrl Nane

Variabl e RunTi ne

Dupl i cate/ O SQurve RvBrave

if (exists("RveData") !=1)
Mke/ N-1 RvBDat a

endi f

if (WnType("Rwval ueTabl e") !=2)

Execute "RvBrval ueTabl e()"
DoWndow F RvBral ueTabl e
AppendToTabl e RvBDat a

endi f

/1 RunTi ne=dat eti ne

S nQurve(Qlurve, SQurve, ProbVec, ARR ARR2, RvBrave, RVEDat a)

/1 RunTi ne=dat et i ne- RunTi ne
I/ print "Runtine =", RunTi ne
simul ation

Wndow RvBval ueTabl e() : Tabl e

EndMacr o

Eit as "RV val ue"

/1 Entry for Ncurve sinulations via Button Gontrol

/
Function S nQurveNButtonProc(ctrl Nang) : ButtonQntrol

Sring ctrl Nane
Sring SNane

Védve NS nVal ue, SQur ve, Qur ve, RVBDat a, RvBrave, ARR ARR2, ProbVec
Véve SQur veAV, SQur veANWSED, SQur veADSD, Dunny

Variabl e NS mi
NS neNS mval uef 0]

Dupl i cate/ O SQurve RvBrave

Dupl i cate/ O SQurve SQur veAV
SQurveAV=0

Dupl i cat e/ O SQurveAV SQur veANSD
Dupl i cat e/ O SQurveAV SQur veADPSD

if (exists("RvBData") !=1)
Mike/ N-1 RvBDat a
endi f

if (WnType("Rwval ueTabl e") !=2)

Execute "RvBrval ueTabl e()"
DoWndow F RvBral ueTabl e
AppendToTabl e RvBDat a

endi f

if (WnType("K neti cGaph") !=1)
Execute "Ki neti cGaph()"
el se
DoWndow F Ki neti cG aph
endi f

title=" Exponentia Factor =

/1 output of running tine for one singl e
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RenoveFron@ aph/Z  GOurve

RenoveFr on@ aph/ Z SQurve

AppendToG aph QQurve

Modi f yG aph node( Gur ve) =3, nar ker =19
Mdi f yG aph nsi ze(Qlurve) =0.5

Modi f yG aph r gb(QQur ve) =( 21845, 21845, 21845)
SetAxis left -0.15, 1.15

Mdi fyGaph nmirror(left)=2

Mdi f yGaph nmirror=2

for (| =1;i<101; |+_1)
Nane="Sc_"+nun@st r (i)
RenweFr on@ aph/ Z $chNane
K| | Veves/ Z $ScNane
endf or

for (i=1i<NSml;i+=1)
nQurve(Glurve, SQurve, ProbVec, ARR ARR2, RvBaave, RVBDat a)
SName="Sc_"+nun2st r (i)
Dupl i cate/ O SQurve $Schane
Appendt oG aph $ScNane
Dupl i cate/ O $cNane Durmy
SAr veAV=SQur veAHDUNMY
SQUr veAIED=SQUr veAVIEDH Dunmy) A2
endf or

SQur veANWSD=( ( SQur veAED- ( SQur veAV) 72/ NS n)/ (NS m 1)) 20. 5
SQurveAV=SQUr veAV/ NS m
/1 average of curves
SAur veADSD=SQr veAHSQur veAMSD
/1 averaged curve plus D
SQur veAIED=SQur veAV- SQur veAINSD
/1 averaged curve minus SD

if (WnType("K neti cGaph2') !=1)
Execute "Kineti cGaph2()"

el se
DoWndow F Ki neti cG aph2
endi f

RenoveFron@aph/Z  GOurve

RenoveFr on@ aph/ Z SQurve

AppendToG aph QQurve

Modi f yG aph node( Gur ve) =3, nar ker =19
Mdi f yG aph nsi ze(Qlurve) =0.5

Modi f yG aph rgb(mjrve)—(21845 21845, 21845)
SetAxis left -0.15, 1.1

Mdi f yG aph mrror(left)—z

Mdi f yGaph nmirror=2

Appendt oG aph SQurveAV
Appendt oG aph SQur veANhED
Appendt oG aph SQurveADSD
End
Whndow K neti cGaph2() : Gaph
O spl ay/ W 610, 460, 1210, 850) as "S mul ated Qurve: Average +/- SD"
EndMacr o

// S nulate closing kinetics with given transition probabilities
/1

Function S nQurve(Qlurve, SQurve, ProbVec, ARR ARR2, RvBaave, RVBDat a)
Vdve QQurve, SQurve, Frob\ec, ARR ARR2, RvBrave, RVBDat a

Variable OM

Variable g, hi,j,k, hnax, knax, cpor,
Variabl e QpenSum MixSum

Variabl e RvBval ue

tp, zehn

/1 Mexi num nunber of open pores
OM= (D ns ze( AR 0))
MxSuns( Dl M 2) 2

/1 Determine size of Qlurve for similation
VdveStat s/ Q Alurve
knax=V_npnt s

/1 Refresh array wth open pores (except for edges)
for (i=1i<DOML;i+=1)
for (j=1;j<OML1;j+=1)
ARI[]=1
endf or
endf or

AR=ARR
Surve =1

/1 SD of averaged curves

/]l called by "Smilate Qurve" Button

/1 fill ARR- but not edges - with open pores

/1 Check nei ghbour situation of pores and cal culate closing kinetics wth given probabilities

for(k=0; k<knax; k+=10)

/1 refresh value for this cycle
/ look for open pores to be cl osed

CPOF—E*PR:{I U ]-ART-1 [ A]-AR] -1 -AR ][] -AR T [ -1]- A T+ [ ]

(penSuns0
for (i=1; i<DM1; i+=1)
for (j=1, j<OM1; j+=1)
if(ARI][j]==1)
Qensum=
tp = Prob\ec| cpor]
if (abs(enoise(l))<=tp)
: AR1][j] =0
endi f
endi f
endf or
endf or

IF (Probvec[7] !=0)
event s

/1 if val ue=0 do not apply open
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for (i=1; i<DM1; i+=1) /1 1ook for closed pores to be
opened
for (j=1, j<OM1; j+=1)
if (AR [j1==0) _ .
tp = Prob\ec[ 7] /1 apply only one singl e open probability
if (abs(enoise(1))<=tp)
ARRi][j] =1
endi f
endi f
endf or
endf or
BENDF
zehn=k
for (i=0; i<10; i+=1)
zehn = zehn+l
Sur ve[ zehn] =GpenSunt MaxSum
endf or
/1 update current in SQurve for actual ARR
AR = AR
/1 update ARR for next cycle
endf or

R\vBrave=( SQur ve- Qur ve) A2 // calcul ate RVB dew ation
VeveSt at s/ Q RvBrave /1 ACTUALLY, THS IS THE SMOF SQUARES !
R\VBval ue = V_avg*V_npnt s
RvBDat a=R\vBval ue

End

I/ Entry for fit algorithmvia Button Control: MODEL 1

Il mmme

Function HtQurveButtonProc(ctrl Nane) : ButtonControl
Sring ctrl Nane

Variable f,i,j,h
Védve ProbVec, ProbVec2

if (exists("RveData") !=1)
Mike/ N-1 RvBDat a
endi f

if (WnType("Rwval ueTabl e") !=2)
Execute "RvBrval ueTabl e()"
DoWndow F RvBral ueTabl e
AppendToTabl e RvBDat a
endi f

Dupl i cate/ O SQurve RvBrave /1 update R\vBJdve

if (exists("TestMtrix") !=1) /1 prepare Test Matrix
Mike/ N=(128,7) Test Matrix /1 contains the infornation, what conbinations
endi f
/1 of probabilities (lower or upper linmts of test
TestMatrix =0 // interval) should be tested: O=lower, 1= higher
/1 interval border

if (ensts( RVBMatrix") !=1)
Mke/ N=128

RVBMat ri x
el se
Redi mensi on/ N=128 R\VBMAtri X
endi f
for (J—O j<rj+=1) /1 fill 0,1 pattern into TestMtrix
r (1=0; |<128 i +=2/\(j +1
for (h=0; h<2"j;h+=1)
TestMatri x[ (i +h)][j]=1
endf or
endf or
endf or
ProbVec2 = Prob\Vec /1 working copy of Prob\ec

FtQurve(Qurve, SQurve, Prob\ec, Prob\ec2, RvBrave, RVBMatri x, Test Mat ri x, RVBDat a, ProbLi nit s)
End

Function HtQurve(Qurve, SQurve, ProbVec, ProbVec2, RvBrave, RVBMVat ri x, Test Matri x, RVBDat a, ProbLi nits)
Véve Qlurve, SQurve, Prob\ec, ProbVec2, RvBaave, RVBMat ri x, Test Mat ri x, RvBDat a, Py obLi mit s

Vdve Prob\ecS, ProbLinmtsS RVBminList, ProbvecStats, Dunmy, ProbVecMatrix

Véve NApproxVal ue, NHtGycl eVal ue, I\Bnﬁpprox\al ue, ProbVec_Average, Prob\ec_SD
Sring SNane, PvNane, A Nane, RiiNane, Pvi

Variabl e RvBral ue, RvBnin, RvBaver age, SnMix

Variabl e f, g, Grax, h, Hax, i, i best, j, m Mrax, t

Variabl e linhow | inhigh

Variabl e interval, calctine

Sring/ G Sl Qurve
Dupl i cate/ O ProbVec ProbVecS /1 save original values of Probvec and

ProbLinits
Dupl i cate/ O ProbLinmits ProbLimtsS

[ Rk ok Rk kR Rk R Rk R Rk R

1 Il SET NOMBER GF FITS AND OTHER VAR ABLES HERE !!

] Rk kR kR Rk K KRR R Rk R

Hax=NAppr oxVal ue[ 0] /1 Nuniber of approxination steps in one FIT CYCLE
/ Hrax = 10 neans ten approxination steps (reconnended)
I/ The higher Hax the nore accurate are the transition probabilities fitted
/1 (although they nay be wong anyway ...)

Grax=NH t Gycl eVal ue[ 0] !/ Repeat FIT CYOLE Gwax tines (Gax =1 neans just one FH T CYQLE)
// Grax > 1 provides insight into the 'statistical' fluctuations of the fitted
/1 transition probabilities. The results are stored in ProbVec_1 (ProbLinits_1) etc.

Mhax=NS nAppr oxVal ue[ 0] /1 Nunber of sinmulations for averaging RvBval ues. Hgh Mrax neans trustworthy
/1 selection of the apparently best transition probabilities for approxination.
// The run tine increases approx. linearily wth Mmax
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interval =4

] Rk kR kR Rk R kR kR Rk

/1 Determines the size of the fit interval .
I/ Interval =3 (4) neans the next interval is 2/3 (3/4) in size.
/1 3. fastest approxi nation (see bel

/1 4 or higher:

approxi mation nore slowy, less risky (requires higher Hrax)

/1 The ACOURACY of the fitted transition probability can be assessed as fol | ows:

/1 AORACY =

(Dff/interval) * [(interval -1)/(interval)]”(Hax- 1)

I/ vhere Dff is theinitial difference between the upper and the | ower

// fit interval given in ProbLinits.
o}

!/ Exanple 1: f=1, Hax=10, interval =3
!/ Exanple 2: Off=1, Hax=10, interval =4
!/ Exanple 3: Off=1, Hax=13, interval =4

if (exists("RvBmnList") !=1)
aver aged

Mike/ N=(Hax) RvBni nLi st
el se

linmt of the

Accuracy = #0.00867
Accuracy = #0.01877
Accuracy = #0.00792

// initialize the RvBninList contai ning the

// RvBnin val ues fromthe Hax approxi nations

/1 Wseful for later inspection of the best approxination
/ if Hhax was chosen too high or the approxinati on was
I/ aready quite good in the first trials

Redi nensi on/ N=( Hhax) RvBmi nLi st
RveninList = 0
endi f

if (exists("ProbVechatrix") !=1)
Mike/ N=(8, Hwax) ProbVecMatrix

el se
Redi nensi on/ N=( 8, Hax) ProbVecMat ri x
ProbVecMitrix = 0

endi f

for (i=1i<101;i+=1)
RiiNane="RvBni nLi st_"+nun@st r (i)
K| | Véves/ Z $Riane
RiNane="Pr obVec_" +nun®str (i )
K| | Véves/ Z $Riane
RiNane="ProbLi mts_"+nunstr(i)
K| | Véves/ Z $Riane
RiiNane="Pr obVecMat ri x_" +nun®str (i)
K | I waves/ Z $Riane

endf or

print "*
print “xkxkkxxx Hiting Paranters for Qurve: ",
FR (g=1, g<Grax+1; g+=1)

ProbVec=ProbVecS
ProbLimts=PobLi mtsS
RveninList = 0

FO (h=1; h<Hhax+l; h+=1)
cal ctine=dateti ne

For (i=0; i<128; i+=1)
for (j=0; j<7; j+=1)
t=TestMatrix[i][j]

Sel Qurve, "

limows ProbLimts[j][0]
I'i mhi gh=ProbLimts[j][1]

!/ Delete old data: RvBminList_1, ProbVec_1, ProbLimts_1 to 100 each

ok ke k ok ok ok 1

I/ PerformHAT CYQLE Grax tines (repetitions for statistics)

/1 refresh RvBminList for the new round

/1 PerformHrax approxi nations in FIT CYCLE

/1 rowof TestMatrix

/1 columm of TestMtrix

£=(1i mhows(1i nhi gh-1i nhow/i nterval )
f=(1i i gh- (1§ i gh-1 i mow /i nterval )

/1l insert lower or upper linmts to be tested into ProbVec

// performMrax similations and average the RV6 val ues
S nQurve( Gur ve, SAurve, Prob\ec, ARR ARR2, RvBrave, RVBDat a)

if (t=0)
el se
endi f
ProbVec|j ] =f
endf or
R\VBaver age=0
S nmvax=0
for (n¥0; mxMax+1; m=1)
Rvbval ue=RvEat & 0]
R\VBaver age=RVBaver age+R\bval ue
S nMax+=1
endf or
R\VBaver age=RVBaver age/ S niix
RVB\Matri x[ i ] =RvBaver age
EndFor

VdveSt at s/ Q RvBMatri x

i best =V _ninl oc

RVBm n=V_nin

RVBminLi st[h-1] = RvBmin

cal ctinme=dateti ne-cal ctine

print "Approximation ", h,"* Rwval ue =",

for (j=0; j<7; j+=1)
t=Test Mt ri x[ i best][j]
limows ProbLimts]j][0]

11T

I'i nhi gh=ProbLinmts[j][1]
if (t=0)
ProbLimts[j ][ ] =l
Probvec[j] = linhowH(|
el se
Problets[J][ 0] = (!
Probvec[j] = Iinhigh-
endi

endf or

Rvanin, "

/1 save current RvBmn value in RvBmnList for

Run tine (sec): “,calctine

/1 find the snall est RVB value in RMVBMAtrix at position i best

cycle h

// update ProbLinits for newlinits of best guess

i i gh- (1§ i gh- 1 mow /i nterval )

i nni gh- 1 nhow/ i nterval

i mowr(1 i i gh-1i mow /i nt erval )
(Linhi gh-1i mow) /i nt erval

S nQurve( Gur ve, SQurve, Prob\ec, ARR ARR2, RvBrave, RVBDat a)

ProbVechat ri X[ ] [ h- 1] =Pr ob\ec[ p]

Dolpdat e
ENDFCR
print ek Gtgycle:r ", g, " conpl eted
RrNane="R\8ni nLi st_"+nun@st r ( g)

/1 ScNane="SQur ve_" +nun®str (g)

/1 update curve and ProbVec displ ay

ok k ok ok ok ok ok ok ook k1

/1 update upper linit

/1 update ProbVec

// update |ower linit

/1 update ProbVec
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PvNane="Pr obVec_" +nun®str (g)

P Nane="ProbLi mts_"+nun2str(g)

Pvmane="Fr obVecMat ri x_"+nun2st r ( g)

// Duplicate SQurve $ScNane // SQurves are not representative, skip saving
Dupl i cat e/ O ProbVec $P/Nane /1 overwites copies al ready existing

Dupl i cate/ O ProbLinits $P Nane

Dupl i cat e/ O RVBmi nLi st $RMNane

Dupl i cate/ O ProbVecMtrix $PvniNane

BNDFCR

/1 calcul ate ProbVec Averages and SD
Dupl i cate/ O ProbVec ProbVec_Average
Dupl i cate/ O ProbVec ProbVec_SD
ProbVec_Average = 0
ProbVec_SD = 0

it (Gax>1)
for (g=1 g<Grax+l; g+=1)
PvNane="ProbVec_" +nun®str (g)
Dupl i cate/ O $PvNane Durmy
ProbVec_Aver age=Pr obVec_Aver age+Dunmy
ProbVec_SD=P obVec_SD+Dunmy”2
endf or
ProbVec_SD=(( ProbVec_SD ( Pr obVec_Aver age) ~2/ Grax) / ( Grax- 1) ) 0. 5
ProbVec_Aver age=Pr obVec_Aver age/ Grax
endi f

print "Results: "

print "ProbVec_1 to", Grax,".. .... Transition probabilities after last approxi nation"
print "ProbLimts_1 to", Gwax, . Interval linmts for |ast approxination®

print “ProbVechMatrix_1 to", Grax,"ProbVec for al |l approxination steps"

print "RvBhinList_1to",Gmax,".... RV values for all approxinati on steps"
if (Gax>1)

print "ProbVec_Average: ......... contai ning the averaged ProbVec"

print "ProbVec_ D ...l contai ning the standard devi ation"
endi f

print "*

End

// Button control entry for paraneter fit (p(c=0) = A) wth explicit function for p(c) = A exp(B‘c): MIHE 2
/1

Function H tParanButtonProc(ctrl Nane) : ButtonControl
Sring ctrl Nane

Variable f,i,j,h
Védve ProbVec, ProbVec2
if (exists("RvData") !=1)
Mike/ N-1 RvBDat a
endi f
if (WnType("Rwval ueTabl e") !=2)
Execute "RvBrval ueTabl e()"

DoWndow F RvBral ueTabl e
AppendToTabl e RvBDat a

endi f

if (exists("RvBMatrix") !=1) I/ prepare RVBMatrix for just to 2 val ues
Mike/ N=2 RVBMeL 1 X

el se
Redi mensi on/ N=2 RVBMAt i X

endi f

Dupl i cate/ O SQurve RvBrave /1 update R\VBJdve

ProbVec2 = Prob\Vec /1 working copy of Prob\ec

F tParanfGQurve, SQurve, Prob\ec, ProbVec2, RvBnave, RVBDat a, RVBMat ri X, ProbLi nit s)
End

Function H tParan{Qlurve, SQurve, ProbVec, ProbVec2, RvBaave, RVBDat a, RVBMat ri X, ProbLinits)
Vdve Qlurve, SQurve, Prob\ec, Prob\ec2, RvBaave, RVBDat a, RVBMatri x, ProblLi mits

Vdve Prob\ecS, ProbLinmtsS ProbVecSats, Dummy, ProbVecMatrix

Véve NApproxVal ue, NA tGycl eVal ue, NS nfpproxVal ue, ExpFacVal ue, ProbVec_Average, ProbVec_SD
Sring SNane, PvNane, A Nane, RiiNane, PvniNane

Variabl e RvBral ue, RvBnin, RvBaverage, S niMix

Variabl e f, g, Grax, h, Hhax, i, i best,j, mMmax,t, ExpFac

Variabl e linhow | inhigh

Variabl e interval, calctine

Sring G Sl Qurve

Dupl i cate/ O ProbVec ProbVecS /1 save original values of Probvec and ProbLinmits
Dupl i cate/ O ProbLinits ProbLinmtsS

] Rk kR kR Rk R Rk R Rk ko

1 I SET NOMBER GF FITS AND OTHER VAR ABLES HERE !!

] Rk kR kR Rk K kR R Rk R

Hhax=NAppr oxVal ue[ 0] // Nuniber of approxination steps in one FIT CYCLE
// Hwx = 10 neans ten approxi mation steps (recommended)
I/ The higher Hax the nore accurate are the transition probabilities fitted
/1 (although they nay be wong anyway ...)

Gax=NH t Gycl eVal ue[ 0] // Repeat FIT CYOLE Gwax tines (Grax =1 neans just one H T CYQLE)

I/ Gax > 1 provides insight into the 'statistical' fluctuations of the fitted

/1 transition probabilities. The results are stored in ProbVec_1 (ProbLinits_1) etc.
Mhax=NS nAppr oxVal ue[ 0] /1 Nunber of sinmulations for averaging Rvbval ues. Hgh Mrax neans trustworthy

/1 selection of the apparently best transition probabilities for approxination.

// The run tine i ncreases approx. linearily wth Mmax.

interval =4 /1 Deternmines the size of the fit interval .
/1l Interval =3 (4) neans the next interval is 2/3 (3/4) in size.
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/1 3. fastest approxi nation (see ACOURACY bel ow)
/1 4 or higher: approxi nation nore slowy, less risky (requires higher Hvax)

/1 The AOOURACY of the fitted transition probability can be assessed as fol | ows:

/] AOQRACY = (Diff/interval) * [(interval-1)/(interval)](Hax-1)

I/ vhere Off is theinitial difference between the upper and the lower limt of the
// fit interval given in ProbLinits.

!/ Exanple 1. Off=1, Hax=10, interval =3 Accuracy = #0.00867
!/ Exanpl e 2: Off=1, Hax=10, interval =4 Accuracy = #0.01877
/] Exanple 3: Off=1, Hax=13, interval =4 Accuracy = #0.00792
ExpFac=BExpFac\Val ue[ 0] /1 constant factor in exponent of probability function: p(c) = A exp(B*c) where B=ExpFac

[ Rk ok kR Rk R kR kR Rk ko

if (exists("RvBmnList") !=1) // initialize the RvBninList contai ning the
aver aged
Mike/ N=(Hax) RvBni nLi st // RvBnin val ues fromthe Hax approxi nations
el se
/1 Wseful for later inspection of the best approxination
Redi nensi on/ N=( Hhax) RvBmi nLi st /1 if H@ax was chosen too high or the approxi nati on was
RvBminList =0 I/ aready quite good in the first trials

endi f

if (exists("ProbVechatrix") !=1)
Mike/ N=(8, Hwax) ProbVechatrix

el se
Redi nensi on/ N=( 8, Hax) ProbVecMat ri x
ProbvecMitrix = 0

endi f

for (i=1i<101;i+=1) !/ Delete old data: RvBminList_1, ProbVec_1, ProbLimts_1 to 100 each
// RiNarre="RvBm nLi st _"+nun®2str (i)
11K |1 Vves/ Z $Riane
RiNane="Pr obVec_" +nun®str (i)
K| | Véves/ Z $Riane
RiNane="ProbLi mts_"+nunstr(i)
K| | Véves/ Z $Riane
RiiNane="Pr obVecMat ri x_" +nun®str (i )
K | I waves/ Z $Riane
endf or

print "*
print "rxxkkxxx Hiting Paranter for Qurve: ", Sel Qurve, " *xkkxrkkn

FOR (g=1; g<Grax+1; g+=1) I/ PerformHAT CYQLE Grax tines (repetitions for statistics)

ProbVec=ProbVecS
ProbLimts=PobLi mtsS

//RvEninLi st = 0 /1 refresh RvBminLi st for the new round
FO (h=1; h<Hhax+l; h+=1) /1 PerformHrax approxi nations in FIT CYCLE
cal ctine=dateti ne
For (i=0; i<2; i+=1) /1 test just two limts (lowand high)
limows ProbLimts[0][0] /1 only first value is to be fitted (the others are
dependent )
I'i nhi gh=ProbLi nits[ 0] [1]
if (i=0)
f=(1i nhowH(linhigh-linhow/interval) /1 test lower linit
el se
f=(1i nfi gh-(I'i nhi gh-1imow/interval) /1 test upper linit
endi f
ProbVec| 0] =f
/1l insert |ower or upper limts to be tested into ProbVec
for (j=1j<7;j+1) /1 calcul ate the dependent probability values according to
t =f * exp(BxpFac*j) // the exponential nodel: p(c) = Aexp(B*c) where B=ExpFac
ProbVec[j]=t
endf or
R\VBaver age=0
S mvax=0
for (n¥0; mxMax+1; m=1) // performMrax similations and average the RVS val ues

S nQurve( Gur ve, SQurve, Prob\ec, ARR ARR2, RvBaave, RVBDat a)
Rwbval ue=RvEat & 0]
R\VBaver age=RVBaver age+R\bval ue
S nMax+=1
endf or
R\VBaver age=RVBaver age/ S niix
RVB\Matri x[ i ] =RvBaver age

EndFor

VdveSt at s/ Q RvBMat ri x // find the snall est RVB value in RVBMatrix at position ibest

i best =V _ninl oc

R\VBm n=V_nin

//RVBminList[h-1] = RvBnin /1 save current RMBmin value in RvBninList for cycle h

cal ctine=dateti ne-cal ctine
print “Approximation ", h," RvBval ue =", RvBnin," Run tine (sec): “,cal ctine

for (i=0; i<2; i+=1) /1 update ProbLinits for newlinits of best guess
I'i mow= ProbLinits[0][0]
I'i nhi gh=ProbLinits[0] [ 1]

if (ibest=0)
ProbLimts[0][1] = (Iinhigh-(linhigh-liniow/interval) /! update upper limt
ProbVec[0] = linhowH|inhigh-linhow/interval /1 update ProbVec
el se
ProbLimts[0][0] = (Iinow(linhigh-limow/interval) /] update | over limt
ProbVec[0] = linhigh-(linhigh-limow/interval /1 update ProbVec
endi f
endf or
for (j=1j<7;j+1) /1 calcul ate the dependent probability values according to
t =f * exp(BxpFac*j) /1 the exponential nodel: p(c) = Aexp(B‘c) where
B=ExpFac
ProbVec[j]=t /1 to update ProbVec for sinulation
endf or

S nQurve( Gur ve, SQurve, Prob\ec, ARR ARR2, RvBrave, RVBDat a)
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ProbVechat ri x[] [ h- 1] =Pr ob\ec[ p]
Dolpdat e

/1 update curve and ProbVec displ ay

BNIFOr

R ok k ok ok ok ok ok ok ook k1

FtGcle: ", g, "

RiiNane="RvBni nLi st _"+nun@st r (g)

/1 ScNane="SQur ve_" +nun®str (g)
PvNane="Pr obVec_" +nun®str (g)

A Nane="ProbLi mts_"+nun2str(g)
Pymane="Fr obVecMat ri x_"+nun2st r ( g)
/1 Duplicate SQurve $Schane

Dupl i cate/ O ProbVec $PvNane

Dupl i cate/ O ProbLinits $P Nane

Dupl i cat e/ O R\VBmi nLi st $RMNane

Dupl i cate/ O ProbVecMtrix $PvniNane

BNDFCR

conpl et ed

/1 calcul ate ProbVec Averages and SD
Dupl i cate/ O ProbVec ProbVec_Average
Dupl i cate/ O ProbVec ProbVec_SD
ProbVec_Average = 0

ProbVec_SD = 0

it (Gax>1)
for (g=1 g<Grax+l; g+=1)
PvNane="ProbVec_" +nun®str (g)
Dupl i cate/ O $PvNane Durmy
ProbVec_Aver age=Pr obVec_Aver age+Dunmy
ProbVec_SD=P obVec_SD+Dunmy”2
endf or
ProbVec_SD=(( ProbVec_SD ( Pr obVec_Aver age) "2/ Grax) / ( Grax- 1) ) 0. 5
ProbVec_Aver age=Pr obVec_Aver age/ Grax

// SQurves are not representative, skip saving
/1 overwites copies al ready existing

endi f

print "Results: "

print "ProbVec_1 to", Gwx,".......... Transition probabilities after last approxi nation"
print "ProbLimts_1to",Gwax,"..... Interval limts for |ast approxination"
print “ProbVechMatrix_1 to", Grax,"ProbVec for al |l approxination steps"

print "RvBhinList_1to",Gmax,".... Rvbvalues for all approxinati on steps"
if (Gmax>1)

print "ProbVec_Average: ......... contai ning the averaged ProbVec"

print "ProbVec_ D ...l contai ning the standard devi ation"
endi

print ""

End

[ Rk kR kK R KRk Rk R

/1 NANROGS FCR O SALAY CF S MULATI ON DATA

] KRRk ok Rk kR KRk KRRk R Rk ko

!l Qeate 2D Arays (dinension ON
/1

Micro MakeArray(D nensi on, Edge)
Variabl e O nension, Edge

Pronpt D nension, "Wdth of 2D array (will be increased by 2 for edges):

Variable OM
O M= D nensi on+2

if (WnType("ArayTable") ==2)
DoWndow F ArrayTabl e
RenoveFronTabl e/ Z ARR

el se
Execute "ArayTabl e()"

endi f

if (exists("ARR') !=1)

Mke/ BUN(DMDN AR
el se

Redinension/ BUN(DOMON AR
endi f

AR = Edge
/1 apply value for edges

if (exists("ARRR') !=1)

Dupl i cate ARR ARR2
el se

Redi nensi o/ B UNE(D MO N ARRR
endi f

AppendToTabl e ARR

Modi f yTabl e wi dt h=30

Mdi f yTabl e al i gnnent (ARR) =1, f ornat (ARR) =1
EndMacr o

Wndow ArrayTabl e() : Table

Eit as "Aray"
EndMacr o

/1 Mike Wve for 8 transition probabilities: 7 for closing and 1 for opening
/1

Micro MakeProb()

/1 Mke ProbVec for transition probabilities for sinulation
if (exists("ProbVec") !=1)
Mke/ D N=(8) Prob\vec
el se
Redi nensi on/ ) N=(8) ProbVec
Probvec[ 7] =0
endi f

if (exists("ProbVec2') !=1)
Dupl i cate ProbVec ProbVec2
el se
Redi nensi on/ D' N=(8) ProbVec2

/ Value for edge (0/1): "

/1 working copy for simulation

/1 set open probability to zero

/1 working copy for simiation and fitting
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ProbVec2[ 7] =0
endi f

if (WnType("ProbTabl e")!=2)
Execute "ProbTabl e()"

e
DoWndow F ProbTabl e
endi f
AppendToTabl e ProbVec
Modi f yTabl e wi dt h=80

/1 Mke ProbLinits for probability limts for fitting al gorithm

if (exmts( ProbLinits") !=1)
e/ D'N=(8,2) ProbLints
ProbLinmits=0
ProbLimts[][1]=1

el se
Redi nensi on/ D' N=(8, 2) ProbLinits
endi f
RenoveFronTabl e/ Z ProbLinits
AppendToTabl e ProbLinits
EndMacr o

Eit as "Prob Val ues”
EndMacr o

/1 Dsplay Knetic curve (original data) --> new graph w ndow
/

Micro D spQur ve()

if (WnType("K netic")!=1)
Execute "Ki neti cGaph()"

e
DoWndow F Ki neti cG aph
endi f

RenoveFron@aph/Z  GQurve
AppendToG aph QQurve
Modi f yG aph node( Gur ve) =3, nar ker =19
Mdi f yG aph nsi ze(Qlurve) =0.5
Modi f yG aph r gb(QQur ve) =( 21845, 21845, 21845)
RenoveFron@aph/Z  SQurve
AppendToG aph SQurve
Set Axis left -0.15, 1.15
Mdi fyGaph nmirror(left)=2
Mdi f yGaph nmirror=2
EndMacr o

Whndow K neti cGaph() : Gaph

O spl ay/ W 610, 10, 1210, 400) as "Kinetic"
EndMacr o

I/ Slect original data (--> Gurve) for sinulation fit
/1

Micro Sel ect Qur ve(Sel Qur)
Sring Sel Qur

Pronpt Sel Qur, “Select [original] curve to be simi ated:

Sring/ G Sl Qurve
Sel Qurve=Sel Qur

VdveStats/ Q $Sel Qur

if (exists("Qdurve") !=1)

Mike/ N=(V_npnts) Qlurve
el se

Redi nensi on/ N=(V_npnts) Qdurve
endi f

Qurve = $Sel Qur

if (exists("SQurve") !=1)
Dupl i cate Qurve SQurve

el se
Redi nensi on/ N=(V_npnts) SQurve
SQurve=Qa0ur ve

endi f

// D splay curves

RenoveFron@aph/Z  Glurve

AppendToG aph QQurve

Modi f yG aph node( Gur ve) =3, nar ker =19
Mdi f yG aph nsi ze(Qlurve) =0.5

Modi f yG aph r gb(QQur ve) =( 21845, 21845, 21845)
RenoveFron@aph/Z  SQurve

AppendToG aph SQurve

Set Axis left -0.15, 1.15

Mdi fyGaph nmirror(left)=2

Mdi f yGaph nmirror=2

DoWndow F Q osi ngKi neti cs

Set Or anLayer/ WA osi ngKi net i cs/ K User Fr ont
Drawlext 0.8,0.1, Sel Qurve

if (WnType("K neti cGaph") ==1)
DoWndow F Ki neti cG aph
Set Or anLayer / WK neti cG aph/ K User Front
Drawlext 0.8,0.1, Sel Qurve

endi f

EndMacr o
// D splay averaged ProbVec (after Ft)
[l mmmm e

Micro D spProbAverage()

if (WnType("ProbGaph') !=1)
execute "ProbG aph()"

/] default lower limt
/1 default upper lint

Il use existing lints

", popup, VveLi st ("*",";", ")
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el se
DoWndow F P obG aph
endi f

Set Or anLayer / WP obG aph/ K User Fr ont
Drawlext/ WP obG aph 0.8,0.1, Sel Qurve

RenoveFr on@ aph/ WPr obG aph/ Z ProbVec_Aver age
AppendToG aph ProbVec_Aver age
ErorBars ProbVec_Average Y, wave=(ProbVec_SD Prob\Vec_SD)
Mdi f yGaph nirror=2; Del aylpdat e
Mdi fyGaph | og(l eft)=1; Del ayUpdate
Set Axis | eft 1e-05, 1; Del ayUpdat e
Set Ais bottomO, 6
Mdi f yG aph node=3, nar ker =19; Del aylUpdat e
/1 Mdi fyG aph zero(l eft)=1
End

Wndow ProbGaph() : Gaph

Osplay as "ProbVec Average"
EndMacr o
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