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Kurzzusammenfassung

Neben der Frage nach dem Leben unter extremen Bedingungen und auch nach dem Ursprung
des Lebens verfolgen physikalisch-chemische Messungen an Biomolekiilen weitere wissen-
schaftliche Interessen. Die biophysikalische Chemie ist eine Forschungsdisziplin, die aufgrund
ihrer Uberschneidung in Biologie, Chemie und Physik die Mdglichkeit bietet, Antworten auf
medizinische und biochemische Fragestellungen zu liefern. Es werden Modellsysteme von bio-
logischen Makromolekiilen verwendet, um biologische Prozesse unter kontrollierten Beding-
ungen und dem Einfluss verschiedener chemisch-physikalischer Parameter zu untersuchen.
Dies fordert ein umfangreiches Verstdndnis der Prozesse, welches Ansétze zur Diagnose und
Behandlung von Krankheiten liefern kann.

Das 25-Hydroxycholesterol, welches im menschlichen Korper als auch in Fischen bei einer
Infektion beispielweise mit dem SARS-CoV-2 gebildet wird, hat Einfluss auf die Struktur von
heterogenen Membransystemen. Durch die Erh6hung der lateralen Ordnung der Lipiddoppel-
schicht und Forderung der Bildung von Mikrodoménen kann die Fusion von Viren an die Zell-
membranen blockiert werden. Die Wirkung erhoht sich dabei unter Druckeinfluss bei anioni-
schen Membransystemen.

Die Untersuchung des Bindungsverhaltens von Berberin an RNA G-Quadruplexe in Anwesen-
heit verschiedener Kationen kann neue Entwicklungsansitze fiir antivirale Arzneimittel auf
Grundlage der Berberinstruktur hervorbringen. Zwei Berberinmolekiile binden dabei an einen
Quadruplex und bei der Komplexbildung wird eine Kompaktisierung der G-Quadruplexe beo-
achtet.

Heterogene Membransysteme weisen eine Phasenkoexistenz auf, was als eine Kompartimen-
tierung der Zellmembran aufgefasst werden kann. Proteine und Nukleinséduren koénnen die Ei-
genschaft der Flissig-Fliissig-Phasentrennung aufweisen. Auf diese Weise entstehen (mem-
branlose) Organellen. Anhand der Studien in dieser Arbeit kann die These aufgestellt werden,
dass die Phasen der beiden Systeme, Zellinneres und Zellmembrans, miteinander interagieren

und damit fiir biologische Prozesse von hoher Relevanz ist.






Abstract

In addition to the question of life under extreme conditions and the origin of life, physicochem-
ical measurements on biomolecules pursue other scientific interests. Biophysical chemistry is
a research discipline that, due to its overlap in biology, chemistry, and physics, offers the pos-
sibility of providing answers to medical and biochemical questions. Model systems of biologi-
cal macromolecules are used to study biological processes under controlled conditions and the
influence of various chemical-physical parameters. This promotes a comprehensive under-
standing of the processes, which could contribute approaches to the diagnosis and treatment of
diseases.

The 25-hydroxycholesterole, which is formed in the human body as well as in fish during in-
fection with, for example, SARS-CoV-2, has an influence on the condensation behavior of het-
erogeneous membrane systems. By increasing the lateral order of the lipid bilayer and promo-
ting the formation of microdomains, the fusion of viruses at cell membranes could be blocked.
The effect increases under the influence of pressure in anionic membrane systems.

The study of the binding behavior of berberine to the RNA G-quadruplex in the presence of
different cations can identify new development approaches for antiviral drugs based on the ber-
berine structure. Two berberine molecules bind to one quadruplex. and upon complex for-
mation, compaction of the G-quadruplexes is detected.

Heterogeneous membrane systems exhibit phase coexistence, which can be understood as com-
partmentalization of the cell membrane. Proteins and nucleic acids inside the cell may exhibit
the property of liquid-liquid phase separation which supports the formation of (membranless)
organelles. Based on the studies in this thesis, it can be concluded that the phases of the two
systems, cell interior and cell membrane, interact with each other, which could be relevant for

biological processes.
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Das grofite Habitat der Erde zeichnet sich durch eine Temperatur von -1 bis 4 °C, einem hohen

Druck von bis zu 1000 bar, absolute Dunkelheit und geringe Nahrungsquellen aus. Da liegt die
Vermutung nahe, dass es sich um einen unbelebten (azoischen) Ort handeln muss. Im Jahr 1860
wurde jedoch das Gegenteil bewiesen: Die Tiefsee ist ein Lebensraum von Organismen. '

Die Erforschung der Tiefsee erbrachte erste Erkenntnisse tiber Adaptionsmechanismen von Or-
ganismen an extreme Umweltbedingungen sowie die Entdeckung, dass im Umfeld von unter-
seeischen Vulkanen Grundbausteine des Lebens entstehen. Somit kann die fortfithrende Tief-
seeforschung Beitrédge fiir die fundamentale Frage ,,Wie ist das Leben entstanden?* liefern, in-
dem der Einfluss von physikalischen und chemischen Parametern auf Biomolekiile untersucht
wird. SchlieBlich miissen drei Klassen von Biomolekiilen zu der Entstehung einer ersten Zelle,
LUCA (Last Universal Common Ancestor), vorhanden sein: (1) Lipide, (i1) Nukleinsduren und
(ii1) Aminosduren. In den folgenden Abschnitten werden diese Bestandteile und deren Funktio-
nen, sowie ihr Vorkommen in den zellulér komplexeren eukaryotischen Zellen, die sich aus den

ersten Zellen weiterentwickelt haben miissen, erldutert.’™

1.1. Lipide

Biologische Membranen sind eine der unentbehrlichen Komponenten von allen Zellarten, wel-
che die Grundeinheit aller lebenden Organismen — von Bakterien bis zu den Tieren - bilden.
Die eukaryotische Zelle besteht aus einer Plasmamembran, die das Zellinnere von dem extra-
zelluldren Bereich abgrenzt. Neben ihrer Schutzfunktion fungiert sie ebenfalls als Permeabili-

titsbarriere, indem sie den Stoffaustausch mit der Zellumgebung kontrolliert.*

Die Zusammensetzung der Plasmamembran ist an ihre unterschiedlichen Funktionalititen an-
gepasst. Ihre Bestandteile sind Proteine, Kohlenhydrate, Steroide und Lipide. Letztere machen
40-60% an der Gesamtmasse aus und bilden somit den Hauptbestandteil. Lipide sind amphi-
phile Molekiile, denn sie bestehen aus einer polaren Kopfgruppe und hydrophoben Kohlen-
wasserstoftketten. Phospholipide sind die am haufigsten vorkommenden Membranlipide, die
aus einem Glycerin- oder Sphingosingrundgeriist mit verschiedenen phosphorylierten Alkohol-
gruppen, wie zum Beispiel Phosphatidylglycerin (PG) und Phosphatidylcholin (PC), bestehen.
Aufgrund dieser Modifikationen konnen unterschiedliche Kopfgruppen generiert werden (vgl.

Abb. 1.1).1011
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Abb. 1.1: Struktureller Aufbau der Membranlipide unterteilt in Phosphoglyceride und Phosphosphingo-lip-
ide (Grundgeriist in blau). Die Variation der Kopfgruppen, als Beispiele Phosphatidylglycerin (PG) und
Phosphatidylcholin (PC) dargestellt, fordert die strukturelle Diversitit.

Ein weiterer Grund fiir die strukturelle Vielfalt der Lipide ist die Variation der Kohlenwasser-
stoftketten hinsichtlich ihrer Lange und ihrem Séttigungsgrad. Die geséttigten oder einfach wie
mehrfach ungesittigten Ketten der Phosphoglyceride bestehen aus 12-24 Kohlenstoffatomen.
Die Doppelbindungen liegen in der cis Konfiguration vor. Uber die Esterbindung an der sn-1
oder sn-2 Position sind die Fettsdurereste am Glycerinriickgrat verbunden. Bei den Phospho-
lipiden mit dem Sphingosingeriist konnen die Kohlenwasserstoffketten eine Linge von bis zu
36 Methylengruppen erreichen, welche iiber die Amidbindung mit dem Geriist gebunden sind
(vgl. Abb. 1.1). Wie zuvor erwihnt, fiihren die vielen unterschiedlichen Lipidbausteine zu einer
Vielfalt von Lipiden, welche die Funktionalitdt der Membranen prigen, beispielsweise besitzt

ein Eukaryot iiber 1000 unterschiedliche Lipidspezies.5%!!-13

Aufgrund der Amphiphilie bilden Lipide in wissriger Losung Aggregate, wobei die Kopf-
gruppe mit dem wissrigen Medium interagiert und der hydrophobe Bereich den Wassermole-
kiilen abgewandt ist. Dieser Zusammenschluss wird von dem hydrophoben Effekt angetrieben.
Die Form der Aggregate aus den Lipiden wird durch die Geometrie der Lipide bestimmt. Die

Fahigkeit, unterschiedliche Aggregatformen auszubilden, wird Polymorphismus genannt.



1.1 Lipide

Der bestimmende Geometrie-Parameter wird als kritischer Packungsparameter CCP bezeich-
net.
%4

CCP =
A-l

(GL. 1)

Der kritische Packungsparameter beschreibt das Verhiltnis von dem Volumen der Kohlen-
wasserstoftketten /" und dem Produkt aus der Kettelange / und der Querschnittsflache der Kopf-
gruppe 4. Die Flache der Kopfgruppe ist abhidngig von dem pH-Wert, der Hydratation, dem

Druck, der Ionenstirke und der Temperatur.'#!

v O &

22 mm W

Abb. 1.2: Der kritische Packungsparameter CCP = % bestimmt die Form der gebildeten Aggregate aus den

Lipiden. Kegelformige Lipide bilden Mizellen (CCP < 1/3), zylinderférmige Lipide bilden planare Doppel-
schichten (CCP = 0,5-1) und kegelstumpfartige Lipide bilden inverse Mizellen (CCP < 1) aus. Die Fahigkeit,
unterschiedliche Aggregatformen auszubilden, wird Polymorphismus genannt. Aus [¢! dargestellt und modi-
fiziert.

Kegelformige Lipide, die Mizellen ausbilden, sind definiert durch einen kritischen Packungs-
parameter von kleiner als 1/3. Kegelstumpfartige Lipide haben einen CCP-Wert iiber 1 und
bilden inverse Mizellen aus. Diese Formen kommen in nicht-lamellaren Phasen wie invers
hexagonal Hi oder kubischen Phasen Qn vor. Ein CCP-Wert von 0,5 - 1 beschreibt zylinder-
formige Lipide, wie phosphatidylcholinhaltige Lipide, die planare Doppelschichten ausbilden,
welche die relevante Geometrie zur Ausbildung von Zellmembranen ist (vgl. Abb. 1.2). Die
Lipiddoppelschicht hat eine Dicke von 4-5 nm und innerhalb der zweidimensionalen Membran

herrscht eine hohe Fluiditit, welche die Voraussetzung fiir die optimale Funktion biologischer

7
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1.1 Lipide

Membranen ist. Die Diffusion in lateraler Richtung betréigt ca. 107! m?s!. Eine transversale
6,7,11,16

Diffusion (flip-flop) innerhalb der Doppelschicht ist langsamer und unwahrscheinlicher.

TR Y
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A

Abb. 1.3: Schematische Ubersicht {iber Makrostrukturen der Lipidsysteme. A) Lipiddoppelschicht, B) unila-
mellare Vesikel, die nach ihrer GréBe klassifiziert werden konnen und C) multilamellare Vesikel, die aus
vielen lamellaren Lipidschichten bestehen. Aus [° dargestellt und modifiziert.

Der Wassergehalt der Membranen entscheidet dabei tiber die {ibergeordneten Makrostrukturen.
Ubereinander gelagerte parallele Doppelschichten bilden sich bei einem 30 w% Wassergehalt
aus (vgl. Abb. 1.3; A), bei einem hoheren Wassergehalt bilden sich hingegen multilamellare
Vesikel (MLV) (vgl. Abb. 1.3; C). Bei einer sehr verdiinnten Losung sind hingegen unilamel-
lare Vesikel (ULV) stabil (vgl. Abb. 1.3; B). Je nach verwendeter Methode werden verschie-
dene Membran- und Vesikelvariationen angewendet. In der Analytik werden verschiedene
Vesikel eingesetzt: in der Rasterkraftmikroskopie (AFM) werden planare Doppelschichten ver-
wendet, riesige unilamellare Vesikel (giant unilamellar vesicle, GUV (Durchmesser > 1 um))
werden in der Fluoreszenzmikroskopie bendtigt, und multilamellare Vesikel kommen bei der

RONTGENkleinwinkelstreuung (SAXS) zum Einsatz.!”!8



1.1 Lipide

Die Lipidmembranen durchlaufen verschiedene lamellare Phasen, welche abhédngig von der

Temperatur und dem Druck sind (vgl. Abb. 1.4).
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Abb. 1.4: Schematische Darstellung der temperatur- und druckabhingigen lamellaren Lipidphasen in wéss-

v

rigem Medium. Bei niedriger Temperatur liegt die Doppelschicht in der Gelphase Lg, auch s, (solid ordered)
genannt, vor. Bei einer Erh6hung der Temperatur gelangt die Doppelschicht in die Phase Pg:, eine periodisch
gewellte Gelphase. Eine weitere Temperaturerh6hung fiihrt beim Hauptiibergang in die fluide Phase L,
Phase, auch lq4 (liquid disordered) genannt. Dier Zusatz von Cholesterol fiihrt zu einer Verbreiterung des
Hauptphaseniibergangs; es erfolgt die Ausbildung einer weiteren Phase 1, (liguid ordered) bei hohen Cho-
lesterolkonzentrationen. Aus [¢ dargestellt und modifiziert.

Die Phasenzustinde besitzen charakteristische Eigenschaften. Bei niedriger physologischer
Temperatur liegen sie in der Gelphase Lg, auch s, (solid ordered) genannt, vor. Die Alkylketten
befinden sich in der gestreckten all-trans Konformation. Je nach Temperatur und Hydrations-
grad konnen sie in einem Winkel von bis zu 30° gegen die Membrannormale geneigt sein, wo-
bei die Neigung auf den jeweiligen Fldchenbedarf der Kopfgruppen sowie der gesittigten Al-
kylketten zuriickzufiihren ist. Die geneigte Phase wird mit dem Symbol Lg: gekennzeichnet. Bei
der Erhdhung der Temperatur findet der Voriibergang von der Lg: Phase zu der Phase Pgp: statt.
Diese Gelphase ist durch ihre periodisch gewellte Uberstruktur und hohere Schichtdicke cha-
rakterisiert. Eine Steigerung der Temperatur fiihrt zu dem Hauptiibergang der Phase Pg: zu der
L« Phase, bei einem zusitzlichen geringen Gehalt von Cholesterol auch lq (liquid disordered)
genannt. Die fluide Phase weist eine hohe Fluiditdt und hohe Diffusionsgeschwindigkeiten auf

und die Alkylketten liegen oft in der gauche-Konformation vor. Aufgrund der
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1.1 Lipide

Konformationsfreiheit und der geringen Packungsdichte ist die Hydration der Kopfgruppen ho-
her als in den Gelphasen (vgl. Abb. 1.4).

Die Zusammensetzung der Lipide beeinflusst die Ubergangstemperaturen, da kiirzere oder un-
gesittigte Alkylketten zu einer Abnahme der Gel-Fluid Phaseniibergangstemperatur fiihren.
Die intermolekularen Wechselwirkungen wie zum Beispiel die VAN-DER-WAALS Wechselwirk-
ungen sind abgeschwicht, wodurch die fluide Phase bei hohen Driicken und niedrigen Tempe-
raturen instabiler ist. Bei konstanter Temperatur und Druckerh6hung verhalten sich die Phasen-
iibergidnge gegensitzlich zu den thermotropen Phaseniibergdngen. Nach dem Prinzip von LE
CHATELIER reagiert ein System im Gleichgewicht unter Druckeinfluss mit einer Volumenver-
ringerung. Die Gelphase wird daher bevorzugt, da sie ein geringeres Volumen besitzt. Das spe-
zifische Volumen der Pg: Phase ist um 3,5% geringer als das der L, Phase.5!9%!

Die Konzentration des Steroids Cholesterol in der natiirlichen Plasmamembran betrigt unge-
fahr 10-15%, wobei sie zellspezifisch variieren kann. Die intermolekulare Wechselwirkung
zwischen Cholesterol und den Kohlenwasserstoftketten der benachbarten Lipide induziert eine
all-trans Konformation der Ketten. Die Erh6hung der Sterolkonzentration fiihrt zu einer Ver-
breiterung des Hauptphaseniibergangs; es erfolgt die Ausbildung einer weiteren Phase 1, (liquid
ordered) (vgl. Abb. 1.4). Bei einer mittleren Cholesterolkonzentration bilden sich sowohl l4 als
auch l, Doménen aus, wodurch eine Phasenkoexistenz vorherrscht. Die Rotation der Alkylket-
ten sowie die Diffusionsgeschwindigkeit in der 1, Phase dhnelt der in der lq Phase, jedoch liegen
die Kohlenwasserstoffketten in der all-trans statt gauche Konformation vor. Cholesterol besitzt
die Eigenschaft die Ordnung in einer fluiden Phase zu erh6hen, d.h. der Ordnungsparameter der
Alkylketten nimmt zu, wobei die Fluiditit und Diffusionsrate in der Membran sich nicht dras-

tisch andert.?>2*
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1.2 Nukleinsiduren

1.2. Nukleinsiduren

Zu der Bildung und der Erhaltung von Organismen miissen genetische Informationen ge-
speichert und tlibertragen werden. Die Funktion wird bei jeder Zelle, ob prokaryotisch oder eu-
karyotisch, von den Desoxyribonukleinsiure- (deoxy-ribonucleic acid, DNA) bzw. Ribo-
nukleinsdure- (ribonucleic acid, RNA) Molekiilen iibernommen. Diese beiden Nukleinsduren
bestehen aus mehreren Nucleotiden. Jedes Nucleotid besteht wiederum aus drei Bausteinen:
einem Phosphatrest der Phosphorsdure, einem Fiinffachzucker und einer von vier Basen. Der
Fiinffachzucker der DNA ist 2‘- Desoxyribose, der der RNA Ribose. Die Basen der DNA sind
die Purine Adenin (A) und Guanin (G), sowie die Pyrimidine Thymin (T) und Cytosin (C). In
der RNA wird das Thymin durch das Uracil (U) ersetzt. Zu der Benennung werden die Koh-

lenstoffatome des Zuckers von 1¢ bis 5¢ durchnummeriert.®>-2

HO-P-0-P-0-P-0
OH OH OH

A O o0 o© (Nfr\:i
o N/)

HO OH

Guanin Cytosin Einzelstrang Doppelhelix

Abb. 1.5: A) Chemische Struktur von dem Nucleotid Adenosin-5°-triphosphat, ATP, mit den drei Bausteinen:
einem Phosphatrest der Phosphorsdure, einem Fiinffachzucker (2‘- Desoxyribose) und einer von vier Basen
(Adenin). B) Das Basenpaar Guanin und Cytosin, die durch Wasserstoftbriickenbindungen miteinander
wechselwirken. C) Die schematische Darstellung eines Einzelstrang und einer Doppelhelix, welche durch
und Thymin (T)/ Uracil (U)
—== und den Basen Guanin (G) - und Cytosin (C) mmmm= stabilisiert wird. Aus [¢! dargestellt und

die Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Basen Adenin (A)

modifiziert.

Ein Beispiel fiir ein Nucleotid ist Adenosin-5‘-triphosphat, kurz ATP (vgl. Abb. 1.5, A), wel-
ches nicht nur ein Baustein der DNA und RNA ist, sondern auch Aufgaben im Energiestoft-

wechsel und in der Signaltransduktion ibernimmt. Die Verkniipfung der Nucleotide erfolgt
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1.2 Nukleinsiduren

iiber die 3°- OH-Gruppe eines Nucleotids mit dem Phosphatrest am 5° - C-Atom eines anderen
Nucleotids, wodurch sich eine Nukleinsdure ausbildet. Die eigentlichen genetischen Informa-
tionstrager sind die Basen der DNA und RNA. Thre Abfolge oder Sequenz beinhaltet die Erb-
information. Die Sequenz wird mit dem 5°‘- Phosphat voran (5°- Ende) in Richtung der 3¢- OH-
Gruppe (3°- Ende) angegeben, zum Beispiel 5‘-GGUGGCAAUGGCGG-3*.2%%

Die beiden Nukleinsiduren unterscheiden sich aulerdem in ihrer Raumstruktur. Die DNA be-
steht aus zwei Einzelstrdngen, die sich zu einer Doppelhelix winden (vgl. Abb. 1.5, C), wobei
die Basen nach innen gekehrt sind und die Phosphorsiure- und Zuckerreste nach auflen ragen.
Die Stabilisierung der Helix erfolgt neben - m-Wechselwirkungen durch Wasserstoftbriicken-
bindungen (vgl. Abb. 1.5, B), die sich jeweils zwischen den Basen Adenin und Thymin und den
Basen Guanin und Cytosin ausbilden. Die Basenpaare liegen fast senkrecht zu der Helixachse,
wodurch es zu einer stabilisierenden Stapelwechselwirkung der iibereinanderliegenden Basen
kommt. Die RNA besteht hingegen hauptséchlich aus einem Einzelstrang (vgl. Abb. 1.5, C),
wobei in einigen Viren auch doppelstringige RNA vorkommt. Es sind verschiedene Typen von
RNA-Molekiilen bekannt, die anhand ihrer Funktionen gekennzeichnet werden, wie zum Bei-
spiel die Messenger-RNA (mRNA), die verantwortlich fiir die Codierung von Information fiir
die Proteinsynthese ist, oder die Mikro-RNA (miRNA), die zusténdig fiir die Regulation der
Translation ist. Neben der doppelhelikalen oder Einzelstrang-Struktur kommen in der Natur

25,26,28

auch andere Strukturen vor, wie beispielsweise die G-Quadruplexe , welche im Kapitel

4.1 beschrieben werden.



1.3 Proteine

1.3.Proteine

Proteine kommen in groBBer Vielfalt und Menge als Biomolekiile vor — in unsere Zellen, unserer
Nahrung und in Medikamenten. Sie sind an allen Vorgidngen der Zelle mit unterschiedlichen
Funktionen beteiligt: Strukturproteine, Katalysatoren, Rezeptoren, Signalmolekiile, Hormone,
Antikorper und Transportmolekiile. Die unterschiedliche Funktion ist abhéngig von ihrer intra-
beziehungsweise extrazelluldren Lokalisation, sowie von Wechselwirkungen mit anderen Mo-

lekiilen oder Komplexen,®2%-3°

NH,
H 0]
HoN OH
0]
NH,

Abb. 1.6: A) Dipeptid aus zwei Aminoséuren, in diesem Beispiel zwei Lysinen. B) Ubersicht der Protein-
strukturen; die Reihenfolge der Aminosduren (Darstellung als Kreise) definiert die Primédrstruktur, riumliche

Primdr- Sekundér- Tertidr-
struktur Struktur struktur

Strukturen eines lokalen Bereich im Protein sind Sekundérstrukturen, in diesem Beispiel eine a-Helix und
die Zusammenlagerung mehrerer Sekundérstrukturen bildet die Tertidrstruktur’! der Proteine.

Die Proteine bestehen aus Aminoséuren, die durch eine Peptidbindung zu einer linearen Kette
verknlipft sind. Die Verkniipfung findet zwischen der a-Carboxylgruppe einer Aminosédure und
der a-Aminogruppe einer zweiten Aminosdure statt. Es gibt 20 essenzielle Aminoséduren, die
durch die unterschiedlichen Kombinationsmdglichkeiten die Vielfalt der Proteine erklirt. Wenn
eine Kette aus zwei oder wenigen Aminosduren besteht, wird dieses Peptid zum Beispiel als
Dipeptid, Tripeptid, Tetrapeptid oder im Allgemeinen als Oligopeptid bezeichnet. Eine Se-
quenz von bis zu 50 Aminosduren zdhlt dann zu den Polypeptiden. Ein Protein besteht aus 50
bis 2000 Aminoséuren, wobei die Reihenfolge der Aminosduren die Primérstruktur der Proteine
definiert. Die Faltung der Polypeptidkette aufgrund der chemischen Bindung und den Wechsel-
wirkungen der Aminosduren bestimmt die native, spezifische, dreidimensionale Struktur von
Proteinen. Diese Struktur kann in die Sekundir- und Tertidrstruktur unterteilt werden. Dabei

wird die Zusammenlagerung mehrerer Sekundérstrukturen als Tertidrstrukturen bezeichnet. Je
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nach der Bindungsart (Sulfidbriicken, Wasserstoffbriicken, elektrostatische Wechselwirkun-
gen, VAN-DER-WAALS-Wechselwirkungen) zwischen den Aminosduren kdnnen sich verschie-
dene Sekundérstrukturen wie zum Beispiel, a-Helices, B-Falt-blétter, Schleifen oder ungeord-
nete Strukturen, ausbilden. Die dreidimensionale Proteinstruktur definiert dabei die Funktion-
alitdt. Somit wiirde eine Entfaltung der Polypeptidkette, auch als Denaturierung bezeichnet, zu
dem Verlust der Funktion fithren. Jedoch weisen auch Peptide, wie beispielsweise das C-Peptid,
ein Molekiil aus 31 Aminosduren, Funktionen auf. Das C-Peptid verbindet die beiden Polypep-

tidketten, A-Kette und B-Kette, von Insulin.’>*
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Neben der Frage nach dem Leben unter extremen Bedingungen verfolgen physikalisch-chemi-
sche Messungen an Biomolekiilen weitere wissenschaftliche Interessen. Die biophysikalische
Chemie ist eine Forschungsdisziplin, die aufgrund ihrer Uberschneidung der Biologie, Chemie
und Physik die Moglichkeit bietet, Antworten auf medizinische und biochemische Frage-
stellungen zu liefern. Es werden Modellsysteme, die sich in ihrer Komplexitét unterscheiden,
mit einzelnen Komponenten einer Zelle verwendet, um biologische Prozesse unter kontrollier-
ten Bedingungen und dem Einfluss verschiedener chemisch-physikalischer Parameter zu unter-
suchen. Dadurch konnen GesetzméBigkeiten gefunden werden, wodurch es mdglich ist bio-
logische Vorgénge besser zu verstehen. Die daraus resultierenden Ansitze konnten zur Diag-
nose und Behandlung von Krankheiten beitragen.>* Es werden Ansitze, welche dem Menschen
zu mehr Lebensqualitit verhelfen, in der Medikamentenentwicklung fiir bis jetzt unheilbare
Krankheiten, aber auch fiir neu auftretende Krankheiten, wie COVID im Jahre 2019, benétigt,
wofiir das Verstindnis der Wechselwirkungen und Verhalten der verschiedenen biomolekula-
ren Systeme und deren Komponenten essenziell sind.

In dem ersten Projekt wird der Einfluss von 25-Hydroxycholesterol auf Lipide, die Hauptkom-
ponenten der Zellmembran, untersucht. Das 25-Hydroxycholesterol soll antivirale Eigenschaf-
ten gegeniiber verschiedenen Krankheiten besitzen, aber auch Zellwiande verdicken. Durch die
Untersuchung soll ein besseres Verstindnis des Verhaltens der Zellmembranen wihrend einer
Immunreaktion erlangt werden.

Fiir die Ansétze zu der Entwicklung von oralen Medikamenten gegen die Krankheit COVID-
19 werden im zweiten Projekt die Wechselwirkungen zwischen Berberin, als mdgliches Medi-
kament, und dem G-Quadruplex der RG-1 Sequenz der viralen RNA studiert.

Die Interaktion zwischen der Zellmembran und dem Zellinneren ist fiir biologische Prozesse
besonders relevant. Die Zellmembran bildet aufgrund ihrer heterogenen Zusammensetzung Do-
minen in der Zellmembran aus. Es bildet also ein phasensepariertes System aus. Das Zellinnere
besteht aus Proteine und Nukleinsduren, die oftmals in der Lage sind, Fliissig-Fliissig-Phasen-
trennung auszubilden, wodurch im Zellinneren ebenfalls ein Mehrphasensystem entsteht. Die
Studie des Verhalten eines Phasenkoexistenzsystems in Abhéngigkeit des anderen Mehrpha-

sensystems kann das Versténdnis der biologischen Abldufe in und an der Zelle erweitern.
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3. Kapitel: Lipide und 25-Hydroxycholesterol

Einfluss des Immunregulators 25-Hydroxycholesterol

auf das thermotrope und barotrope Phasenverhalten und

die Struktur von Modellbiomembranen







3.1 Einleitung

3.1. Einleitung

Cholesterol ist ein wichtiger Baustein fiir die Bildung von Doménen, den so genannten rafts, in
den Lipidmembranen. Die Doménenbildung ist essenziell fiir biologische Funktionen, da an
den liquid ordered Bereichen Proteine andocken kénnen, um mit der Zellmembran in Wech-
selwirkung zu treten.?*%* Eines der Oxidationsprodukte aus Cholesterol sind Oxysterole (vgl.
Abb. 3.1), die sich durch Ketone, Epoxy- und Hydroxygruppen am Ring oder durch Hydroxy-
gruppen an der Seitenkette von dem Edukt unterscheiden.’’*° Diese Oxidationsprodukte ent-

stehen sowohl endogen durch enzymatische Oxidation und Autooxidation, als auch exogen

durch die Nahrungsaufnahme.*'~+
Cholesterol 74-OH 25-OH 24-OH
HO HO HO HO
OH
OH
HO
Autooxidation Enzymatische Reaktion

Abb. 3.1: Die chemische Strukturen der Oxidationsprodukte von Cholesterol: 75-Hydroxycholesterol (7/-
OH), 25-Hydroxycholesterol (25-OH) und 24S-Hydroxycholesterol (24-OH). Die Oxidationsprodukte ent-
stehen sowohl durch enzymatischen Reaktionen, wie z.B. 24-OH als auch durch Autooxidation, wie z.B. (7f-
OH). Das 25-OH kann aus beiden Reaktionswegen hervorgehen.

In menschlichen Geweben ist die Konzentration von Oxysterol um ein Tausendstel geringer als
von Cholesterol.*** Von dort wandern die Sterole, wie zum Beispiel 7a-Hydroxycholesterol
(70-OH), durch Zellmembranen weiter zu der Leber, wo sie zu der Synthese von Gallensdure
beitragen konnen. Das lediglich im Gehirn vorkommende Oxysterol 24S-Hydroxycholesterol
(24-OH) (vgl. Abb. 3.1), gebildet durch Cytochrom P-450, kann durch die Blut-Hirn-Schranke

in die Blutbahn gelangen.*®*” Das 24S-Hydroxycholesterol dient ebenfalls als einer der
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3.1. Einleitung

Liganden der Kernrezeptoren LXRa und -, die den Stoffwechsel von Lipiden wie Cholesterol
regulieren. ¥4

Diese bioaktiven Molekiile stehen aullerdem im Verdacht bei neurodegenerativen und kardio-
vaskuldren Krankheiten, wie Alzheimer und Arteriosklerose, eine Rolle zu spielen, da der Kon-
zentrationsgehalt der jeweiligen Oxysterole sich zwischen den erkrankten und gesunden Pro-
banden unterscheidet.***¢3%3! [ vitro Experimente weisen darauf hin, dass Oxysterole Gewe-
beschidigungen und Entziindungen aufgrund ihrer Zytotoxitit verursachen.’>>3 Die hochste zy-
totoxische Wirkung besitzen Oxysterole, die aus nicht enzymatischen Reaktionen hervorgehen,
wie 7f-Hydroxycholesterol (76-OH) (vgl. Abb. 3.1). Dieses Oxysterol ldsst sich neben anderen
7-Oxysterolen in cholesterolreicher Nahrung, wie Eiern, Milch und Fisch finden, da aufgrund
von Verarbeitungs- und Lagerungsverhiltnissen Cholesterol autooxidiert wird.*!**>>* Bisher be-
kannte in vivo Studien zeigen im Plasma keine Oxysterol Konzentration mit zytotoxischer Wir-
kung. Daher ist der direkte Zusammenhang zwischen Oxysterolen und Krankheiten, wie Arte-
riosklerose, bisher ungeklért. Jedoch konnten Oxysterole lokale Effekte auf die Arterienwénde
haben und somit zu der Bildung von Lisionen beitragen. >4

Das Oxidationsprodukt 25-Hydroxycholesterol (25-OH) (vgl. Abb. 3.1) kann sowohl aus der
enzymatischen als auch nicht-enzymatischen Reaktion entstehen. Bei einer bakteriellen oder
viralen Infektion produziert das Enzym 25-Hydroxylase als Immunreaktion in Makrophagen
25-Hydroxysterol, welches zusétzlich zu der Position 3 auch an der Position 25, am Ende der
Isooktylkette, eine Hydroxygruppe besitzt.*®%>7 Die antivirale Aktivitit wurde bei einer Infek-
tion durch Ebola, HIV, Hepatitis C, Zika und ebenfalls durch SARS-CoV-2, welches im Jahr
2019 eine Pandemie ausgeldst hat, festgestellt.’® %> Da Oxysterole amphiphile Eigenschaften
besitzen, konnen sie sich in Zellmembranen einbauen. Dadurch kénnen die Fluiditit, Permea-
bilitdt, Phasentlibergidnge und Phasenkoexistenz der Membranen verdndert werden, was eine
gezielten Modifizierung der Interaktion zwischen den Membrankomponenten hervorrufen
kann.%-% Auf dieser Eigenschaft konnte die antivirale Eigenschaft von 25-Hydroxycholesterol
beruhen, da sie die Fusion zwischen Viren und Zellen blockieren und somit die virale Verbrei-
tung storen konnte.®*6%7 Diese Immunreaktion auf Basis von 25-Hydroxycholesterol wurde

ebenfalls auch in Fischen beobachtet.®

Um ein besseres Verstindnis fiir diese Forschung zu
bekommen, wurde der Einfluss vom 25-Hydroxycholesterol auf Lipidvesikeln ebenfalls in Ab-
héngigkeit des Druckes untersucht.

Das Oxysterol 25-Hydroxycholesterol besitzt, wie angefiihrt, antivirale Eigenschaften, die zu
der Bekdampfung von Krankheiten wie beispielsweise COVID genutzt werden konnte. In der

bisherigen Literatur wurde experimentell der Einfluss von Oxysterolen auf Lipidmonolayer
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3.1 Einleitung

beschrieben.’*%” AuBerdem wurden Computersimulationen zu der Identifizierung der Wechsel-
wirkungen zwischen Modellbiomembranen und 25-Hydroxycholesterol durchgefiihrt. In die-
sem Teil der Arbeit wird der Effekt von 25-Hydroxycholesterol auf das thermotrope und ba-
rotrope Phasenverhalten von Modellbiomembranen, die sich der Komplexitit und Form einer
Biomembran nédhern, experimentell untersucht, um einen weiteren Einblick in die Wechselwir-
kung des Immunregulators 25-Hydroxycholesterol auf Lipiddoppelmembran von eukaryoti-

schen Zellen zu erhalten.




3.2. Material und Methoden

3.2. Material und Methoden

3.2.1. Material

Fiir die Untersuchungen wurde ein Einkomponentensystem aus 1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-
phosohocholin (DMPC), sowie ein Dreikomponentensystem aus 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholin (DOPC), 1,2-Dipalmitoyl-sxn-glycero-3-phosphocholin (DPPC) und Cholesterol
im Verhéltnis von 1:2:1 und ein Fiinfkomponentensystem aus DPPC, DOPC, Cholesterol, 1,2-
Dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-(1'-rac-glycerol) (DOPG) und 1,2-Dihexadecanoyl-sn-gly-
cero-3-phospho-(1'racglycerol) (DPPG) im Verhiltnis von 45:20:25:5:5 verwendet. Zu den
jeweiligen Lipidsystemen wurde 25-Hydroxycholesterol (X2s.on = 0,1 und 0,3) hinzugegeben.
Die Lipide sowie das 25-Hydroxycholesterol wurden von Avanti Polar Lipids [Alabaster; USA]

bezogen.

Die Systeme wurden als multilamellare Vesikel fiir die Fluoreszenzspektroskopie (FS) und
RONTGENKkleinwinkelstreuung (SAXS) sowie als riesige unilamellare Vesikel fiir die Fluor-
eszenzmikroskopie (FM) eingesetzt. Zu den Proben fiir die Messungen am Fluoreszenz-Spekt-
rometer wurde zusitzlich zu den 10 mg-mL™!' Gesamtlipidlosungen 4,43 pL Laurdanldsung (c
= 1 mM, in Dimethyltryptamin geldst) [Sigma Aldrich, St.Loius, USA] hinzugefiigt. Fiir die
Herstellung der multilamellaren Vesikel wurden die bendtigten Volumina aus den jeweiligen
10 mg-mL"! Stammldsungen, die aus dem Lipid/Sterol in Chloroform [Merck, Darmstadt, DE]
geldst bestand, entnommen. Nach der Entnahme wurde das Chloroform mit einem Gasstrom,
bestehend aus Druckluft, verdampft und der entstandene Lipidfilm in einem Lyophilisator {iber
Nacht getrocknet. Danach wurden zu den Lipidfilmen ein 10 mM Tris(hydroxymethyl)amino-
methan (TRIS)-Puffer [Sigma-Aldrich, Steinheim, DE] mit einem pH-Wert von 7,4 hinzuge-
geben (FS: 500 pL und SAXS: 50 puL). Nach dem Abldsen des Lipidfilms von der GefaBwand
wurden die Systeme fiir 15 Minuten bei 65 °C - 70 °C im Ultraschallbad gelost. Im Anschluss
wurde fiinfmal der Tau- und Einfrierzyklus durchgefiihrt. Dieser bestand aus dem Einfrieren
der Proben in fliissigem Stickstoff und dem Wiederauftauen im 65 °C - 70 °C heiflen Wasser-

bad.

Fiir die Herstellung von riesigen unilamellaren Vesikeln des Dreikomponentensystems sowie
des Fiinfkomponentensystems wurde eine 100 pL Losung mit einer Gesamtlipidkonzentration
von 1 mg-mL™! angesetzt. Zu diesen Losungen wurde 0,1 mol% N-(Lissamin Rhodamin B sul-
fonyl)-1,2-dihexadecanoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin (N-Rhodamine(Rh)-DHPE)

[Invitrogen, California, USA] hinzugegeben. Die Vesikel wurden nach der
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PVA(Polyvinylalkohol)-Methode!”® hergestellt. Dafiir wurden 150 pL einer 5 w% PVA-L6-
sung [Merck, Darmstadt, DE] auf einen runden Objekttriger mittels einem Spincoater bei
1800 U-min™! fiir 60 s verteilt. Danach wurden die Objekttriiger bei 65 °C fiir 45 min getrocknet.
Nach der Trocknung wurden 20 uL der Lipidlésung mit 800 U-min™! fiir 60 s auf die PVA-
Schicht gespreitet. Eine zweistiindige Gefriertrocknung unter Vakuum soll eine komplette Lo-
sungsmittelentfernung garantieren. Der letzte Schritt beim Herstellungsprozess erfolgte durch
die Zugabe eines HEPES-Puffers (pH = 7,4) und Erwdarmung fiir 45 Minuten bei einer Tempe-
ratur von 50 °C fiir das Dreikomponentensystem beziehungsweise 70 °C fiir das Fiinfkompo-

nentensystem.

3.2.2. Fluoreszenzspektroskopie (FS)

Die Messungen erfolgten am Multifrequenz Phasen- und Modulationsfluorometer Typ K2 [ISS,
IL, USA] mit dem Programm Vinci 2. Als Strahlungsquelle diente eine Xenon-Kurzbogen-
lampe, die eine hohe Strahlungsintensitit tiber grolere Wellenlangenbereiche besitzt. Fiir die
temperaturabhéngigen Messungen wurden QS (Quarzglas-SUPRASIL) Kiivetten mit einer
Schichtdicke von 3 mm verwendet. Die druckabhéngigen Messungen wurden mit einer zylind-
rischen Hochdruckzelle mit vier Offnungen [ISS, IL, USA] durchgefiihrt. Drei Offnungen be-
fanden sich in dquatorialer Position. Sie wurden jeweils mit einer Schraube, in deren Mitte sich
ein Quarzglasfenster befindet, verschlossen. Die Fenster dienten zu einem der Durchlassung
des eingestrahlten Lichts in den Probenraum und zu anderem der Weiterleitung des Fluores-
zenzlichts zu dem Detektor. Durch die vierte, obere Offnung wurde die Probenkiivette einge-
fiihrt. Sie bestand aus einem synthetischen Quarzglasprisma und wurde mit DuraSeal™-La-
borstretchfolie und einem Gummiring verschlossen. Danach wurde die Hochdruckzelle mit
dem Druckmedium Wasser befiillt. Der Druck wurde mithilfe einer Handspindelpresse aufge-
baut und die Temperatur mit einem externen Wasserbad eingestellt sowie mit einem digitalen
Thermometer vermessen.

Die Vermessung des Einkomponentensystems erfolgte temperaturabhéngig in einem Tempera-
turbereich von 5-85 °C und druckabhingig in einem Druckbereich von 1-2000 bar bei 40 °C.
Das Dreikomponentensystem wurde in einem Temperaturbereich von 5-70 °C und in einem

Druckbereich von 1-2000 bar bei 40 °C und 60 °C untersucht.
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3.2.3. RONTGENkleinwinkelstreuung (SAXS)

Die Untersuchung der lamellaren Schichtdicke d wurde temperaturabhéngig an der RONTGEN-
kleinwinkelapparatur Anton Paar SAXSess mc? [Anton Paar, Graz, AUT] mit einer Kupfer-
Rontgenréhre vorgenommen. Das Probenvolumen von 20 pLL wurde in eine Quarzglaskapillare
gefiillt und in den temperierbaren Probenhalter des Gerits eingefiihrt. Dort wurde die Probe
unter Vakuum mit RONTGENstrahlung bestrahlt. Vor jeder Messreihe wurde der zugehorige
Puffer als Blindprobe vermessen. Die jeweiligen Systeme mit DMPC wurden im Temperatur-
bereich von 5-50 °C in 5 °C Schritten bestimmt. Bei dem Dreikomponenten Membransystem
wurden die Messungen von 10-70 °C in 5 °C Schritten vorgenommen. Die Belichtungszeit be-
trug jeweils 30 Minuten. Danach wurden die Image Plates, welche die gestreute Strahlung von
der Probe detektiert haben, mit einem Scanner ausgelesen und mit dem Programm 2D-
SAXSquant als Streukurven ausgewertet. Die weitere Auswertung erfolgte mit dem Programm
SAXS Quant, in dem die Spektren normiert, das normierte Pufferspektrum von der normierten

Messung subtrahiert und beziiglich des breiten Strahls korrigiert wurden.

3.2.4. Fluoreszenzmikroskopie (FM)

Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurden mit dem konfokalen Laser Scanning Mik-
roskop Biorad MRC 1024 [Zeiss, Oberkochen, DE], gekoppelt mit dem invertierten Nikon
Eclipse TE-300 Mikroskop [Nikon, Tokio, JPN], aufgenommen.

Die temperaturabhéngigen Messungen erfolgten in einem Bereich von 20-50 °C und die druck-
abhéngigen Messungen in einem Bereich von 1-800 bar in 100 bar Schritten bei einer Tempe-
ratur von 50 °C fiir das Dreikomponentensystem und von 45 °C fiir das Fliinfkomponentensys-
tem. Die Aufnahmen wurden mit der CCD Kamera Andor iXon Ultra [Acal BFi, Dietzenbach,
DE] und mit einem Objektiv des Typs LU Plan ELWD 50x/0,55 B, OFN 25, WD 10.1 [Nikon,
Tokio, JPN] aufgenommen. Die Wellenldnge von 560 nm, zur Anregung von N-Rh-DHPE,
wurde unter Verwendung einer Quecksilberdampflampe Hg 100 W und einem Anregungsfilter
eingestellt. Die Aufnahmen wurde mit dem Programm NIS Elements BRV.4.50.00 [Nikon, To-
kio, DE] erstellt und mit dem Programm /mageJ bearbeitet. Fiir alle Systeme wurden Messun-
gen an verschiedenen Stellen jeder einzelnen Probe durchgefiihrt. AuBBerdem wurden separat
voneinander priparierte Proben untersucht. Als Probenhalter diente eine selbst gebaute Mikro-
skopie-Hochdruckzelle”’. Die Hochdruckzelle (vgl. Abb. 3.2) ist von beidem Seiten mit einem

Diamantfenster verschlossen. Fiir die Befiillung der Zelle wurde eine Seite gedffnet und auf das
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gegeniiberliegende Fenster ein PFTE-Ring, dessen innerer Durchmesser 3 mm und duferer
Durchmesser 8 mm betrégt, gelegt. In den Inneren des Ringes wurden 20 uL. Probenldsung
pipettiert und dariiber ein rundes Deckgldschen mit einem Durchmesser von 8 mm platziert.
Fiir die temperaturabhingigen Messungen wurde die Hochdruckzelle verschlossen und ein
Heizblock daran angeschraubt, der mithilfe eines zirkulierendes Wasserbad [Julabo, Seelbach,
DE] temperiert wurde. Fiir die Druckmessungen wurde das Fenster fest verschlossen und eine
Druckkapillare daran angeschraubt. Die Druckkapillare war an eine Druckpumpe [Nova Swiss,

Effretikon, CHE] angeschlossen, liber welche der Druck hydrostatisch aufgebaut wurde.

Abb. 3.2 Explosionsdarstellung (links) und Querschnitt (rechts) der Mikroskopie-Hochdruckzelle ( a: Zell-
korper; b: Oberer Stempel; c: Obere Stempelmutter; d: Diamantfenster; e: O-Ring; f : Deckglas; g: PTFE-
Ring; h: Unterer Stempel und i: Untere Stempelmutter). Aus 7!l dargestellt und modifiziert.
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3.3. Ergebnisse und Diskussion

3.3.Ergebnisse und Diskussion

Zu den untersuchten Modellbiomembranen zéhlt ein einfaches Einkomponentensystem aus
DMPC, ein Dreikomponentensystem aus DOPC:DPPC:Cholesterol (1:2:1) und ein anioni-
sches Fiinfkomponentensytem aus DOPC:DOPG:DPPC:DPPG:Cholesterol (20:5:45:5:25), in
welche jeweils ein Stoffmengenanteil von 0,3 und 0,1 des 25-Hydroxycholesterol zusitzlich zu
dem vorhandenem Cholesterol eingebaut wurde. Fiir die Untersuchung der Wechselwirkung
von Oxysterol mit den Lipidsysteme wurden Fluoreszenzspektroskopie, RONTGENkleinwinkel-

streuung- und Fluoreszenzmikroskopie-Messungen durchgefiihrt.

3.3.1. Fluoreszenzspektroskopie (FS) — Messungen

Mithilfe der Fluoreszenzspektroskopie ldsst sich die Phasenkoexistenz, der Phaseniibergang
und der laterale Lipidordnungsparameter quantitativ ermitteln. Zu diesem Zweck wird das ge-
rateunabhangige Konzept der verallgemeinerten Polarisation (generalized polarization, GP)
angewandt. Dieses beruht auf dem Fluorophor Laurdan, dessen Emissionsmaximum sich in
Abhidngigkeit der Polaritit der Umgebung dndert. Der GP-Wert ist definiert nach der folgenden
Gleichung:

I440nm - I490nm

GP = (GL. 2)
Lysonm + laoonm

Das Laurdan lagert sich zwischen die Lipide an und zeigt liber einen Wellenléngenshift an, in
welcher Phase diese vorliegen. In der Gelphase sind die Lipide weniger hydratisiert, wodurch
das Laurdan in einer unpolaren Umgebung vorliegt. In der fliissig-kristallinen Phase hingegen
befinden sich die Molekiile in einer polaren Umgebung. Durch die erhohte Anzahl an gauche-
Konformeren weist die Lipiddoppelschicht eine hohere Fluiditét auf, wodurch Wassermolekiile
in die Kopfgruppenregion diffundieren konnen. Laurdan besitzt je nach Polaritit seiner Umge-

bung das Emissionsmaximum bei 440 nm (unpolar) oder bei 490 nm (polar).°
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Abb. 3.3: Einfluss der Temperatur auf die generalisierte Polarisation GP des A) Einkomponentensystems
DMPC, B) Dreikomponentensystems DOPC:DPPC:Chol. (1:2:1) und C) Fiinfkomponentensystems
DOPC:DOPG:DPPC:DPPG:Chol. (45:20:25:5:5) [ab 60 °C Messdaten von Kurve X2s.on = 0 von Bornemann et
al.**] mit verschiedenen Stoffimengenanteilen von 25-Hydroxycholesterol X2s.on = 0 (schwarz), 0,1 (hellblau)
und 0,3 (dunkelblau).
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Bei den temperaturabhingigen FS - Messungen zeigt sich, dass die Werte der generalisierten
Polarisation mit steigender Temperatur abfallen, welches auf die Absenkung der lateralen Or-
dnungsparameter hindeutet. Bei dem Einkomponentensystem wird ein relativ scharfer Phasen-
iibergang sowie ein nahezu sigmoidaler Kurvenverlauf beobachtet, wohingegen die komplexen
Systeme einen stetigeren Anstieg der lateralen Unordnung aufzeigen, da sie einen groBeren
Phasenkoexistenzbereich durchlaufen (vgl. Abb. 3.3).

Der Verlauf der gemessenen reinen DMPC-Kurve und die ermittelte Hauptiibergangstempera-
tur von 24 °C entspricht den literaturbekannten Werten.”>” Die Zusitze von 25-Hydroxycho-
lesterol bei einem Stoffmengenanteil X>s.on von 0,1 und 0,3 verdndern die Kurvenform der
Lipidsysteme. Bei einem Stoffmengenanteil X2s.on von 0,1 des 25-Hydroxycholesterols wird
die laterale Ordnung und der Hauptphaseniibergang der DMPC-Modellbiomembran nicht sig-
nifikant beeinflusst, wohingegen der Stoffmengenanteil von 0,3 eine Erhéhung der GP-Werte
hervorruft (vgl. Abb. 3.3, A). Dies ldsst darauf schlieen, dass sowohl in der Gelphase als auch
in der fluiden Phase die Konformationsordnung erhdht ist und somit die Hydration der Kopf-
gruppenregion reduziert wird und die DMPC-Modellbiomembran insgesamt rigider wird. Die-
ser Effekt scheint schwiécher in der reinen Gelphase und Fluidphase als im Zweiphasengebiet
auszufallen. Beginnend bei 20 °C bis zu einem Temperaturbereich von 30-40 °C verstdrkt sich
der Einfluss von 25-Hydroxycholesterol, welches sich durch die relativ gestiegenen GP-Werte
verdeutlicht. Somit kann die Aussage getroffen werden, dass der Effekt von 25-Hydroxycho-
lesterol sich am ausgeprégtesten im Phaseniibergangsbereich darstellt, wo die Lipidketten so-
wohl in der gauche- als auch in der all trans-Konformation vorliegen. Dies weist darauf hin,
dass 25-Hydroxycholesterol wie Cholesterol den Bereich der Phasenkoexistenz vergroBert.!”
Bei den komplexeren Modellbiomembranen verlaufen die jeweiligen Kurven dhnlich den ent-
sprechenden Referenzmessungen. Der Stoffmengenanteil von 0,1 des 25-Hydoxycholesterol
hat wie bei dem Einkomponentensystem keinen signifikanten Effekt. Die Erhohung des Stoff-
mengenanteils auf 0,3 veranschaulicht, dass sich die GP-Werte in der Gelphase im gleichen
Bereich befinden. Ab einer Temperatur von 40 °C liegen die GP-Werte des Dreikomponenten-
systems mit einem 25-Hydroxycholesterol Stoffmengenanteil von 0,3 deutlich hoher als die
GP-Werte der anderen beiden Kurven (vgl. Abb. 3.3, B). Bei der Fiinfkomponenten Modellbio-
membran wird dieser Trend ab einer Temperatur von 35 °C beobachtet (vgl. Abb. 3.3, C). Der
Effekt des Oxysterols ist somit, wie erwartet, in der fluiden Phase am stdrksten und bewirkt

eine Erhohung der lateralen Lipidordnung in dieser Phase.
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Abb. 3.4: Analyse des Einflusses des Drucks auf den GP-Wert von A) dem Einkomponentensystem DMPC

bei 7= 40 °C, B) dem Dreikomponentensystem DOPC:DPPC:Chol. bei 7= 60 °C und C) dem Fiinfkompo-
nentensystem bei 7' = 80 °C mit verschiedenen Stoffmengenanteilen an 25-Hydroxycholesterol Xas.on = 0
(schwarz), 0,1 (hellblau) und 0,3 (dunkelblau).
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Die barotropen Messungen bestdtigen den Trend, der bei den thermotropen Messungen beo-
bachtet werden konnte. Die generalisierten Polarisationswerte liegen bei einem Stoffmengen-
anteil von 0,3 hoher als bei den anderen Stoffmengenanteilen (0,1 und 0), womit die Aussage
getroffen werden kann, dass das Oxysterol die laterale Ordnung der Lipide in der fluiden Phase
erhoht (vgl. Abb. 3.4). Dieser Effekt ist bei dem Einkomponentensystem am ausgeprégtesten.
Der Fluid-zu-Gelphase Ubergangsdruck scheint sich verbreitert zu haben, welches auf eine
Phasenkoexistenz hindeutet (vgl. Abb. 3.4, A). Diese Aussage entspricht auch den Ergebnissen
der temperaturabhdngigen Messungen. Der Einfluss des Druckes bei der Fiinfkomponentensys-
tem Modellbiomembran scheint den Effekt des 25-Hydroxycholesterol auch in der Gelphase zu
verstdrken, da bei hohen Driicken die Werte der Kurve des Fiinfkomponentensystems mit dem
Oxysterol deutlich tiber der Referenzkurve liegen (vgl. Abb. 3.4, C). Dies kann bei den tempe-

raturabhdngigen Messungen nicht beobachtet werden.

3.3.2. RONTGENkleinwinkelstreuung (SAXS) - Messungen

Mithilfe der Rontgenkleinwinkelstreuung kdnnen nicht nur die Form und Grof3e von Proteinen,
sondern auch die lamellare Schichtdicke d einer Membran in multilamellaren Vesikeln unter-
sucht werden. Die lamellare Schichtdicke besteht aus der Lipiddoppelschichtdicke dr. und der
angrenzenden Wasserschicht dw. Anhand der BRAGG-Gleichung ldsst sich die lamellare
Schichtdicke d der multilamellaren Vesikel iiber die Beugungsordnung n und den Streuvektor-

betrag O mit

(GL. 3)

bestimmen. Die Reflexionen treten als Beugungsmaxima in den gemessenen Streukurven auf,
wobei die Intensitit gegen den Streuvektor Q aufgetragen wird. Somit ist die Position der Re-

flexsignale reziprok zu den periodischen Abstinden d der Lipiddoppelschichten.®

In der Abbildung 3.5 werden die ermittelten lamellaren Schichtdicken in Abhédngigkeit der
Temperatur fiir die multilamellaren Vesikel des Einkomponentensystems und des Dreikompo-

nentensystems dargestellt.
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Abb. 3.5: Auftragung der lamellaren Schichtdicke d gegen die Temperatur A) des Einkomponentensystems
DMPC und B) des Dreikomponentensystems DOPC:DPPC:Chol. mit verschiedenen Stoffmengenanteilen an
25-Hydroxycholesterol: X2s.on = 0 (schwarz), 0,1 (hellblau) und 0,3 (dunkelblau).

Die gemessene Kurve fiir das reine DMPC entspricht der Literatur.”® Der erste Wendepunkt

definiert die Vorphaseniibergangstemperatur (Lg zu Pg) und der zweite Wendepunkt die Haupt-

phaseniibergangstemperatur (Pg zu L) bei 24 °C, welche ebenfalls aus der Messung der Fluo-

reszenzspektroskopie zu entnehmen ist. Der Zusatz von 25-Hydroxycholesterol weist einen

Einfluss sowohl auf die lamellare Schichtdicke als auch auf die Phasen auf. Der Phaseniiber-

gang scheint sich verbreitert zu haben. Wie bei der Zugabe von Cholesterol entsteht eine Phase,
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welche die Eigenschaften einer fluiden Phase mit hoher lateraler Ordnung besitzt. Dieses Re-
sultat spiegelt sich auch in den Ergebnissen aus den Messungen der Fluoreszenzspektroskopie
wieder. Im Vergleich zu der Referenzmessung wird die lamellare Schichtdicke unter 25 °C bei
einem Zusatz von einem Stoffmengenanteil von 0,1 erhdht, wohingegen sie bei einem Stoff-
mengenanteil von 0,3 verringert wird. Ab einer Temperatur von 25 °C wird dagegen kein sig-
nifikanter Unterschied mehr beobachtet (vgl. Abb. 3.5, A). Somit ist der Einfluss von 25-Hyd-
roxycholesterol auf den Phasenkoexistenzbereich am stirksten. Die Zugabe von Oxysterol
fiihrt zu einer Zunahme der Dicke, da es sich zwischen die Lipidketten des DMPC einbaut und
die laterale Ordnung steigert.”*’> Eine Erhéhung der Oxysterolkonzentration induziert dagegen
eine Kontraktion der Dicke. Aufgrund der erhohten Oxysterolkonzentration in der bulk-Wasser
konnten die Wassermolekiile aus der Wasserschicht in die Bulk-phase diffundieren, wodurch die
Dicke der interlamellaren Wasserschicht kleiner wird. Die Verringerung der lamellaren Schicht-
dicke konnte dementsprechend auf die kleinere Schichtdicke der Wasserschicht beruhen. Bei einer
Temperatur iiber 25 °C wird aufgrund der Fluiditit die Einlagerung einer hoheren Oxysterolkon-
zentration in die Membran ermdglicht, wodurch es bei dieser Konzentration zu keinem Ausgleich
zwischen interlamellaren Wasserschicht und Bulk-phase kommt.

Bei dem Dreikomponentensystem verringert sich bei beiden 25-Hydroxycholesterol Konzen-
trationen die lamellare Schichtdicke, bei der hoheren Konzentration ist der Effekt stirker aus-
geprégt (vgl. Abb. 3.5, B). Der Einfluss ist wie bei den Vesikeln aus DMPC bei tieferen Tem-
peraturen am ausgepragtesten und ab 40 °C am schwichsten. Die Lipide in der Phasenkoexis-
tenz aus der I, und lq Phase scheinen dichter gepackt zu sein. Studien von Olsen et al. beschrei-
ben, dass 25-Hydroxycholesterol durch die Verkleinerung der Dicke die Durchlédssigkeit der

Membranen fiir Ionen und kleine Osmolyte erhohen.”*7677
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3.3.3. Fluoreszenzmikroskopie (FM) — Messungen

Mithilfe von Fluoreszenzmikroskopie Aufnahmen konnen die verschiedenen physikalischen
und chemischen Einfliisse auf Modellbiomembranen visuell betrachtet werden, schlieSlich er-
ginzen sich Mikroskopie Aufnahmen und Spektroskopie Daten. In den folgenden Abbildungen
wird die Temperatur- und Druckabhingigkeit der komplexen Modellbiomembranen, die Do-
minen ausbilden, mit den verschiedenen 25-Hydroxycholesterol Stoffmengenverhéltnissen
dargestellt. Die Dominenbildung beruht auf der Phasenkoexistenz der 14 und 1, Phase.>*”® Mit
dem Fluorophor Rhodamin-N-DHPE wird die 14 Phase markiert,” die in den dargestellten Ab-
bildungen rot gekennzeichnet ist. Der schwarze Bereich der Vesikel stellt damit die 1, Phase
dar. Die Aufnahmen von dem Einkomponentensystem mit dem 25-Hydroxycholesterol zeigen
keine Doménenbildungen. Die DMPC/25-Hydroxycholesterol Vesikel konnten Nanodoméinen
ausbilden, die mit dem Mikroskop nicht aufgenommen werden kénnen (Anhang, Abb. 7.3).
Dies entspricht den Ergebnissen aus den Messungen der Fluoreszenzspektroskopie und

Rontgenkleinwinkelstreuung.

Bei dem reinen Dreikomponentensystem ist die Phasenkoexistenz bis 35 °C beobachtbar, bei
hoheren Temperaturen sind die Doménen wahrscheinlich zu klein, um aufgenommen werden
zu kénnen (vgl. Abb. 3.6), da die Phaseniibergangstemperatur (lo-la zu l4) bei 45 °C betrigt.”?
Dagegen scheint 25-Hydroxycholesterol die Makrodoménenbildung zu begiinstigen, da die
Phasenkoexistenz bis 40 °C bei einem Stoffmengenanteil von 0,1 und bis 50 °C bei einem
Stoffmengenanteil von 0,3 mit dem Mikroskop untersucht werden kann. Es scheint, dass die
Dominenbildung bei Anwesenheit von 25-Hydroxycholesterol zunimmt. Dies entspricht den
druckabhéngigen Aufnahmen (vgl. Abb. 3.7). Die Modellbiomembranen mit 25-Hydroxycho-
lesterol haben schon bei niedrigen Driicken Dominen ausgebildet, wobei bei dem reinen Sys-

tem der Modellbiomembranen diese erst ab 700 bar sichtbar sind.
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Der Effekt von 25-Hydroxycholesterol auf das anionische Flinfkomponentensystem scheint in
Abhidngigkeit der Temperatur geringer auszufallen als im Vergleich zu dem Dreikomponenten-
system. Bei den druckabhéngigen Aufnahmen kann beobachtet werden, dass der Stoffmengen-
anteil von 0,1 im Gegensatz, zu dem von 0,3 einen grof3eren Einfluss auf das Fiinfkomponen-
tensystem hat, welches den Ergebnissen aus den druckabhéngigen Fluoreszenzspektroskopie
Messungen entspricht. Die Begilinstigung einer dichten Lipidpackung durch das 25-Hydroxy-
cholesterol’># kann durch den Druck verstirkt werden und erleichtert die Bildung von Domi-
nen. Bei hohen Konzentration an 25-Hydroxycholesterol werden keine kleinen Doméanen mehr

beobachtet, sondern makroskopische Phasenseparationsbereiche.

Bei der Betrachtung der Vesikel der beiden komplexen Systeme aus den temperaturabhéngigen
Messungen mit X>s.on = 0,3 ldsst sich eine Unterscheidung der Form der Doménen erkennen.
Bei den DOPC:DPPC:Chol. Vesikeln werden getrennte kleine Doménen gebildet, wohingegen
bei den anionischen Vesikeln der Doménenbereich grofler ausfillt. Diese Beobachtung lésst
sich mit den Ergebnissen der Simulationen aus der Literatur vereinbaren, wo beschrieben wird,
dass der Effekt des 25-Hydroxycholesterols auf die Doménen abhingig von der Lipidkomposi-

tion sowie von dem Sittigungsgrad der Lipide ist.®!

Die Bildung gréerer Doménen aus kleinen
Dominen scheint bei dem Dreikomponentensystem gehemmt zu sein, was auf eine kleinere

Grenzlinienspannung zwischen den 1, und 14 Phasen verweist.
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3.4. Zusammenfassung

3.4.Zusammenfassung

Die Studien des Einflusses von 25-Hydroxycholesterol auf Lipidmonolayern sowie Simulati-
onsberechnungen zeigten, dass der Effekt des Oxysterols auf die Membraneigenschaften sehr
stark abhéngig von der Lipidzusammensetzung ist. Diese Erkenntnis ldsst sich mit den Ergeb-
nissen aus den spektroskopischen und mikroskopischen Untersuchungen der verschiedenen
Vesikel aus dieser Arbeit bestédtigen. Das 25-Hydroxycholesterol hat, wie Cholesterol, einen
kondensierenden Effekt®?** auf das Einkomponenten Lipidsystem DMPC, welches sich durch
eine Erhdhung der lateralen Ordnung und Beibehaltung der Eigenschaften einer fluiden Phase
in der Membran duflert. Bei dem Dreikomponentensystem mit einem geséttigten Lipid, einem
ungesittigten Lipid und Cholesterol, das literaturbekannt ist Doménen auszubilden, erhoht 25-
Hydroxycholesterol die Zuganglichkeit von Molekiilen in der Membran. Dies fiihrt zu einer
Anderung der Kettenordnung sowie zu einer Erniedrigung der lamellaren Schichtdicke.”” Je-
doch kann daraus nicht geschlossen werden, dass 25-Hydroxycholesterol fiir die Verdickung
der Zellwinde und fiir die Krankheit Atherosklerose verantwortlich ist, da der Effekt nur mini-
mal ausfallt. Bei einer hoheren Konzentration konnte sich der Effekt steigern, wie bei dem Os-
molyten TMAO, der auch in Verdacht steht eine Beteiligung bei der Erkrankung von Athero-

sklerose zu haben, wobei die zugrundeliegenden Mechanismen jedoch verschieden sind.3*

Die Funktion des 25-Hydroxycholesterols als Immunregulator, der die Fusion der Viren wie
Hepatitis C®? oder der des menschlichen Rotavirus®® mit den Membranen durch eine Verin-
derung derer biophysikalischen Eigenschaften verhindert, konnte durch eine Verdnderung der
lateralen Ordnung begriindet werden. Wnetrzak et al. untersuchten den Einfluss von 25-Hydro-
xycholesterol mit einem Stoffmengenanteil von X25.on = 0,1 und X>s.on = 0,3 auf Monolayer
aus verschiedenen Lipidzusammensetzungen, die mit ZIKA-Viren infiziert waren. Es zeigte
sich, dass das Oxysterol die Ausbildung kleiner ovalen Doménen in dendritischen Zellen und
grdBerer verformter Dominen bei den neuralen Zellen fordert.®” Bei den temperaturabhiingigen
Messungen in der vorliegenden Arbeit wurde die Ausbildung zahlreicher kleiner, runder Do-
méinen in der zwitterionischen Membran beobachtet. Bei dem Fiinfkomponentensystem lag die
Phasenseparation eher makroskopisch vor. Die Wirkung von 25-Hydroxycholesterol auf anio-
nische Membranen wird durch den Einfluss des Drucks verstirkt, der es erlaubt die Kettenord-
nung zusitzlich zu erhdhen. Diese Resultate konnten helfen die Ergebnisse von Adamek et al %
besser zu verstehen, welche die Blockierung des Eintritts von CyHV-3 in Zellen von Meeres-

tieren durch 25-Hydroxycholesterol beschreiben.



4. Kapitel: G-Quadruplexe und Berberin

Bindungseigenschaften des Berberins an den G-
Quadruplex der RG-1 Sequenz von der RNA des SARS-
CoV-2 Viruses unter verschiedenen

Losungsbedingungen

SARS-CoV-2

Dieses Kapitel wurde in Oliva R, Mukherjee S, Manisegaran M, Campanile M, Del Vecchio P, Petraccone L, Winter R. Binding Properties of RNA Quadruplex

of SARS-CoV-2 to Berberine Compared to Telomeric DNA Quadruplex. Int J Mol Sci. 2022 May verdffentlicht.
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4.1. Einleitung

Das Berberin (Berb), ein Isochinolin-Alkaloid, soll wie das 25-Hydroxycholesterol eine antivi-
rale Wirkung besitzen, die zu der Hemmung des Virus SARS-CoV-2 (severe acute respiratory
syndrome coronavirus type 2) eingesetzt werden konnte.®>%7 Dieses RNA-Coronavirus verur-
sachte den Ausbruch der COVID-19-Pandemie Ende 2019, welche durch Impfstoffe auf Basis
neuartiger mRNA Technologie erfolgreich eingedimmt werden konnte. Jedoch kdnnen weiter-
hin Krankheitsverldufe durch SARS-CoV-2 und seine Mutationen dokumentiert werden, da der
durch Impfungen erfolgte Immunschutz mit der Zeit nachlédsst. Daher wére die Entwicklung
eines sicheren und antiviralen Mittels ein weiterer Fortschritt zu der Bekdmpfung der Krank-

heit 88-91

Nicht-kanonische Nukleinsdurestrukturen wie G-Quadruplexe (G-4Q) im viralen Genom spie-
len eine groBe Rolle bei der Regulierung des Lebenszyklus von Viren.”>® Die Quadruplexe
kommen haufig in guaninreichen Regionen vor. Ihr strukturelles Kennzeichen ist die Stapelung
von zwei oder mehr planaren Anordnungen von vier Guanin-Molekiilen (Tetraden), die durch
die Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen und durch Wechselwirkung mit Kationen wie
Natrium- und Kaliumionen stabilisiert werden. Die Kationen befinden sich dabei in dem zent-

ralen Kanal der Quadruplexe.
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Abb. 4.1: Schematische Darstellung der planaren Anordnung von vier Guanin-Molekiilen (Tetrad). Die Gu-
anin-Molekiile werden durch die Bildung von Wasserstoftbriickenbindungen, als gestrichelte Linie verdeut-
licht, sowie durch die Wechselwirkungen mit Kationen (+), die sich im zentralen Kanal der Quadruplexe
befinden, stabilisert. Als Kationen kénnen Natrium- und Kaliumionen zum Einsatz kommen.
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Die Struktur der G-Quadruplexe kann in drei Kategorien anhand der Ausrichtung der Stringe

und Schleifenstrukturen unterteilt werden:*°-'°!

1. parallel: vier Stringe in derselben Ausrichtung
2. antiparallel: zwei Strange in entgegengesetzter Ausrichtung zu den beiden anderen Strdngen

3. hybrid: ein Strang in entgegengesetzter Ausrichtung zu den anderen Strangen

./
parallel antiparallel hybrid

Abb. 4.2: Schematische Darstellung der drei mdglichen Strukturen eines G-Quadruplexes, die sich in der
Ausrichtung der Strange und Schleifenstrukturen unterscheiden. Parallel: Vier Strange in derselben Ausrich-
tung; antiparallel: zwei Stringe in entgegengesetzter Ausrichtung zu den beiden anderen Stringen und hyb-
rid: ein Strang in entgegengesetzter Ausrichtung zu dem anderen Stringen.

Die Storung der Ausbildung von G-Quadruplexen, die an der Kontrolle der Genexpression be-
teiligt sind, kann durch Mutationen oder Stabilititsverdnderungen aufgrund duB3eren Faktoren
in Eukaryonten und Prokaryonten Ursache fiir neurodegenerative Krankheiten, Krebs und mik-
robielle Infektionen sein.”> %! In Viren konnen G-Quadruplexe das genetische virale Material
bewahren und dessen Erkennung durch Komponenten des menschlichen Immunsystems ver-
hindern.”!**192 Dagegen kann eine Uberstabilisierung der G-Quadruplexe zu der Hemmung
der Replikation viraler Proteine im Wirt fiihren. Deshalb konnen G-Quadruplexe spezifische
Verbindungen als Ansatzpunkte fiir antivirale Wirkstoffe dienen. Aus der Literatur ist bekannt,
dass G-Quadruplexe bildende Sequenzen in SARS-CoV-2 in lebenden Zellen G-Quadruplexe-
Strukturen ausbilden kénnen.”>!% Die G-Quadruplexe bildende Sequenz RG-1 (GGCUGGCA-
AUGGCGG) befindet sich in der kodierenden Sequenzregion des N-Proteins (SARS-CoV-2-
Nukleokapsid-Phosphorprotein). Eine Bildung der Sequenz RG-1 fiihrt zu der Hemmung der
Translation von dem N-Protein, wodurch dessen Konzentration verringert wird.”? Interessan-
terweise konnen in infizierten lebenden Zellen G-Quadruplexe ebenfalls nachgewiesen werden.

Daher konnte eine Stabilisierung der Quadruplex-Sequenzen durch Liganden zu einer
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Beeintrachtigung der infektiosen Verbreitung viraler Proteine fiihren. Fiir die Entwicklung von

therapeutischen Strategien ist dies somit ein vielversprechender Ansatz fiir die Pharmazie.

Abb. 4.3: Chemische Struktur des pflanzlichen Isochinolin-Alkaloids Berberin. Dieses planare Ligandenmo-
lekiil bindet an den G-Quadruplex und besitzt antivirale, antiallergische und entziindungshemmende Eigen-
schaften.

Das pflanzliche Isochinolin-Alkaloid Berberin, ein planares Ligandenmolekiil, bindet an das
G-Tetrads. Dabei konnen gleichzeitig zwei Berberinmolekiile an den externen Bindungsstellen
der menschlichen telomeren DNA (22AG) binden.!® Aus der Literatur ist bekannt, dass Ber-
berin in der chinesischen Volksmedizin seit hunderten von Jahren verwendet wird, da es anti-
virale, antiallergische und entziindungshemmende Eigenschaften besitzt.'% 1" Es wurde ge-
zeigt, dass Berberin gegen mehrere Isolate von SARS-CoV-2 wirksam ist und somit als oral
verabreichtes Medikament gegen COVID-19 in Frage kommen konnte. Die Wirkungsweise des
Medikaments beruht auf der Stabilisierung der Quadruplexe durch die Ligandenbindung mit
Berberin.!® Zu der Entwicklung dieser antiviralen Medikamente gegen COVID-19 wird die
genaue Kenntnis der Struktur und Stabilitit des G-Quadruplex-Liganden-Komplexes benotigt.
In dieser Studie wird daher die Bindungseigenschaft von Berberin an die RNA RG-1 Sequenz
des N-Gens von SARS-CoV-2 untersucht. Mithilfe verschiedener biophysikalischer Methoden,
darunter Zirkulardichroismus - und Fluoreszenzspektroskopie, konnte die Bindungsthermody-
namik und Konformationsinderungen bei der Bindung charakterisiert und somit ein weiterer

Schritt fiir neue Heilmittel gegen SARS-CoV-2 erreicht werden.
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4.2. Material und Methoden

4.2.1. Material

In dieser Arbeit wurde die SARS-CoV-2 RNA mit der Sequenz GGCUGGCAAUGGCGG
(RG-1) verwendet, welches von GenScript [Leiden, NL] kduflich erworben wurde. Die fiir die
FRET-Experimente verwendeten markierten Sequenzen waren mit Carboxyfluorescein (FAM)
in Position 5’ und 5-(und-6)-Carboxytetramethylrhodamin (TAMRA) in Position 3’ markiert
und wurden von GenScript [Leiden, NL] aufgereinigt.

Die fluoreszierende Verbindung Berberinchlorid (Berb), Tris(hydroxymethyl)aminomethan-
hydrochlorid (Tris-HCI), Dimethylsulfoxid (DMSO) und die Salze Natriumchlorid (NaCl) und
Kaliumchlorid (KCI) wurden von Sigma Aldrich Chemicals [Merck, Darmstadt, DE] kauflich

erworben. Alle Chemikalien wurden ohne weitere Aufreinigung verwendet.

Der Puffer bestand aus Tris-HCI (30 mM, pH 7,4) und wahlweise 100 mM NaCl oder 100 mM
KCIl. Die konzentrierten Stammldsungen von RG-1-Quadruplexen wurden durch Auflosen in
dem entsprechenden Tris-HCI-Puffer (mit NaCl oder KCI) hergestellt. Ihre Konzentrationen
wurden experimentell anhand des Extinktionskoeffizienten £(260) = 143.800 M'-cm™ be-
stimmt.!%1%° Die Absorption wurde bei einer Temperatur von 90 °C mit einem UV/Vis Spekt-
ralphotometer Shimadzu UV-1800 [Shimadzu Corporation, Kyoto, JPN] und einer 1 cm
Quarzglaskiivette mit einem Volumen von 3 mL gemessen. Die konzentrierte Stammldsung
von Berberin (50 mM) wurde in Dimethylsulfoxid (DMSO) hergestellt. Die Konzentration
wurde durch Verdiinnung mit bidestilliertem Wasser und Messung der Absorption bei 421 nm
unter Verwendung des Extinktionskoeffizienten von 4209 M!-cm™ bestimmt.!'® Da DMSO die
Nukleinsiure-Strukturen beeintrichtigen kann,'!! iiberstieg dessen Konzentration in allen Ex-

perimenten nie 0,6 Vol%.

4.2.2. UV/Vis - Spektroskopie

UV/Vis - Spektren von Berberinlgsungen mit einer Konzentration von 250 uM in Abwesenheit
und in Anwesenheit von RG-1 wurden mit einem UV/Vis Spektralphotometer Shimadzu UV-
1800 [Shimadzu Corporation, Kyoto, JPN] bei einer Temperatur von 25 °C unter Verwendung
einer Quarzglaskiivette mit 0,3 cm Schichtdicke im Bereich von 350-550 nm aufgenommen.

Die Konzentrations der G-Quadruplexes wurden zwischen 0 und 150 uM variiert. Es wurde ein
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Tris-HCI-Puffer (30 mM, pH 7,4) mit dem Zusatz von wahlweise 100 mM NaCl oder 100 mM
KCI verwendet.

4.2.3. Fluoreszenzspektroskopie im stationdren Zustand

Die Bildung des Komplexes zwischen Berberin und der RG-1 Sequenz wurde mithilfe der Fluo-
reszenzspektroskopie verfolgt, da Berberin bei der Bindung an die G-Quadruplexe eine starke
Fluoreszenz aufweist. Alle Proben wurden mit einem Multifrequenz Phasen- und Modulations-
fluorometer Typ K2 [ISS, IL, USA] und dem Programm Vinci 2 vermessen. Die Proben bestan-
den aus der Berberinlosung (¢ = 15 uM) und einer Losung von RG-1 in einem Konzentrations-
bereich von 0-40 uM, die bei einer Temperatur von 25 °C gemessen wurden. Die Anregungs-
wellenldnge wurde auf 443 nm eingestellt und die Fluoreszenzintensitidt wurde beim Emissi-
onsmaximum von 536 nm erfasst. Fiir die druckabhidngigen Messungen wurde ein Hochdruck-
zellensystem [ISS, IL, USA] (siehe Abschnitt 3.2.2) und Quarzglaskiivetten verwendet. Der
Druck wurde mit einer Handpumpe geregelt und als Druckmittel diente Wasser. Die untersuch-
ten Druckpunkte waren 1, 500, 1000, 1500 und 1900 bar. Die Proben wurden in eine druckfeste
Quarzglaskiivette gefiillt, mit DuraSeal™-Laborstretchfolie versiegelt und in die Hochdruck-
zelle gestellt. Zu der Bestimmung der Bindungskonstante Ky wurde die Differenz der Fluores-
zenzintensitit AF' gegen die Gesamtkonzentration des G-Quadruplexes RG-1 aufgetragen. Da-
bei ist AF = F - Fy, wobei F' und Fy die Fluoreszenzintensitdten von Berberin in Gegenwart
beziehungsweise in Abwesenheit von dem G-Quadruplexen sind. Die Daten wurden mit einem

n-iquivalenten und unabhingigen Bindungsstellenmodell!!? angepasst.

4.2.4. Job’s Plot

Um die Stochiometrie des gebildeten Komplexes zu bewerten, wurde die Methode des Job's
Plots verwendet.!'*!'* Zu diesem Zweck wurde eine Messreihe von Lésungen aus Berberin und
RG-1 in beiden Puffervarianten, jeweils aus Natriumchlorid und Kaliumchlorid, hergestellt.
Die Gesamtkonzentration des Komplexes RG-1/Berb betrug im Durchschnitt 60 uM. Der Mol-
anteil von Berberin, Xger, variierte zwischen 0,1 und 1,0. Die Proben wurden bei einer Tempe-
ratur von 25 °C vermessen. Die Fluoreszenzintensitidten wurden bei 536 nm nach der Anregung

bei 443 nm aufgezeichnet.
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4.2.5. Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) — Experiment

Es wurden Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer- (FRET) Experimente durchgefiihrt, um
das Konformationsverhalten der Quadruplexe unter Druck (Druckbereich: 1-2000 bar), in Ab-
wesenheit und in Anwesenheit von Berberin zu bestimmen. Es wurden Losungen der markier-
ten RG-1 Sequenz in einer Konzentration von 2 uM in Abwesenheit und in Anwesenheit von
200 uM Berberin hergestellt. Die Anregungswellenlinge wurde auf 490 nm eingestellt, die
Fluoreszenzemission im Bereich von 500-650 nm aufgezeichnet. Die Experimente wurden im
reinem Puffer sowie in Puffer mit den jeweiligen Salzen, Natriumchlorid und Kaliumchlorid,
bei einer Temperatur von 25 °C durchgefiihrt. Die FRET-Experimente wurden von Dr. Rosario

Oliva durchgefiihrt.

4.2.6. Zirkulardichroismus (CD) - Spektroskopie

Mithilfe der Zirkulardichroismus (CD) - Spektroskopie wurden die Konformationen von RG-1
in den verschiedenen Losungen und bei der Bindung an Berberin bei Umgebungsdruck unter-
sucht. In den Messproben betrugen die Konzentrationen von RG-1 ¢ =30 uM und die Konzent-
ration von Berberin ¢ = 300 uM. Die Messproben wurden in einer 0,1 cm dicken Quarzglas-
kiivette und mit einem Jasco J-715 Spektropolarimeter [Jasco Corporation, Tokio, JPN] in ei-
nem Spektralbereich zwischen 230-330 nm bei einer Temperatur von 25 °C vermessen. Die
angegebenen Spektren stellen die Ergebnisse von drei Akkumulationen dar. Folgende instru-
mentelle Parameter wurden verwendet: Scan-Rate 50 nm-'min!, Bandenbreite 5 nm und An-
sprechzeit 2 s. Fiir jede Probe wurde ein Blindwert des Puffers mit und ohne Berberin aufge-
nommen und subtrahiert. Alle Spektren wurden zunichst von Milligrad in Extinktion umge-
rechnet, danach wurde die Absorption auf die Einzelstrangkonzentration und Weglinge nor-

miert. Als Ergebnis ergab dies Ae (M-cm™).
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4.3. Ergebnisse und Diskussion

Zunichst wurde mithilfe der UV/Vis Spektrophotometrie die Bindung des Liganden Berberin
an die RG-1 Sequenz von SARS-CoV-2, welches G-Quadruplexe ausbildet, bei unterschiedli-
chen Losungsbedingungen untersucht. Dafiir wurden UV/Vis Spektren von 250 uM Berberin
bei zunehmender Konzentration des G-Quadruplexes [0-150 uM] in Abhéngigkeit der Salze
Kaliumchlorid und Natriumchlorid aufgenommen (vgl. Abb. 4.4).
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Abb. 4.4: UV/Vis-Absorptionsspektren einer 250 uM Berberinlosung bei steigenden Konzentrationen an
RG-1 [0 uM (schwarz),10 pM (rot), 20 uM (dunkelblau), 40 uM (griin), 60 uM (violett), 80 uM (orange),
100 uM (hellblau) und 150 uM (pink)] in A) 100 mM Natriumchlorid und in B) 100 mM Kaliumchlorid bei

T=25°C.
47 l Il



4.3. Ergebnisse und Diskussion

Das UV/Vis-Spektrum einer reinen wassrigen Berberinldsung (vgl. Abb. 4.4; schwarze Kurve)
ist durch eine Absorptionsbande gekennzeichnet, die bei 421 nm zentriert ist. Nach Zugabe der
G-Quadruplexe wurde eine deutliche Verschiebung des Maximums sowie eine Abnahme der
Absorption beobachtet. In beiden Féllen lag der isosbestische Punkt bei 443 nm. Dies ist ein
eindeutiger Hinweis auf die Interaktion von Berberin mit RG-1 in Anwesenheit beider Katio-

nen, sowohl Natrium- als auch Kaliumkationen.

Fiir eine weitere Charakterisierung der Bindung zwischen den Bindungspartnern wird die St6-
chiometrie des gebildeten Komplexes benotigt. Zu der Untersuchung der Stochiometrie bei der
Bildung des Komplexes aus Berberin und dem G-Quadruplex der RNA-Sequenz in Anwesen-
heit der Natrium- und Kaliumkationen wird daher die Methode der kontinuierlichen Variation,
ebenfalls bekannt als Job’s Plot, verwendet. Hierfiir werden Proben hergestellt, in denen die
Gesamtkonzentration der Bindungspartner konstant gehalten wird, aber deren Stoffmengenan-
teil variiert.!'> Mithilfe der Fluoreszenzspektroskopie wurden die Emissionen der verschiede-
nen Losungen bei 25 °C und 1 bar aufgenommen. Die experimentell iiber UV/Vis - Messungen
bestimmte Anregungswellenlédnge betrdgt 443 nm. Hierbei handelt es sich um den isosbesti-
schen Punkt. An diesem haben das freie Berberin als auch der Komplex denselben Extinktions-
koeffizienten. Die Emissionswellenldnge liegt bei 536 nm. Anhand der Fluoreszenzintensitéten
kann die Bindung von Berberin an den G-Quadruplex beobachtet werden, da Berberin in wéss-
riger Losung kaum Licht emittiert, wihrend bei der Bildung des Komplexes eine erhohte Flu-
oreszenz zu beobachten ist.!'>!'® Die Anderung der Intensitiitssteigungen im Job’s Plot weist

somit auf die Stochiometrie des Bindungskomplexes hin (vgl. Abb. 4.5).
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Abb. 4.5: Job’s Plot fiir den Komplex Berberin/RG-1 in A) 100 mM NaCl beziehungsweise B) 100 mM KCl
bei 7= 25 °C und 1 bar. Die Gesamtkonzentrationen der beiden Komponenten betrug 60 pM. Die Anre-
gungswellenlédnge war 443 nm und die Fluoreszenzintensitit wurde bei der Wellenldnge 536 nm aufgenom-

men.

Der Wendepunkt der Job’schen Kurven liegt bei Xgery = 0,67. Dies deutet darauthin, dass sich
zweil Berberinliganden an den G-Quadruplex binden. Jedoch miisste im Idealfall der Wende-
punkt bei einer Stochiometrie von 2:1 bei Xz = 0,6 liegen. Die Form der Kurve hingt auch
von der Grofe der Bindungskonstante und von der Konzentration der Gesamtliganden ab. Da-
her wurden Simulationen, die diese beiden Parameter beriicksichtigen, durchgefiihrt und erga-
ben die Bildung eines Komplexes aus zwei Berberinmolekiilen an ein G-Quadruplex. Die Sto-

chiometrie ist aulerdem unabhingig von den verwendeten unterschiedlichen Salzarten.

Bei Kenntnis der Stochiometrie kann ein geeignetes Bindungsmodell aufgestellt werden, wel-
ches die Anzahl der unabhéngigen Bindungsstellen und die Anzahl der Liganden an dem bin-
denden Makromolekiil enthilt. Dieses Bindungsmodell wird zu der Anpassung der experimen-

tellen Daten fiir die Ermittlung der Bindungskonstante verwendet. Die Bindungskonstante K»
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beschreibt quantitativ die Stirke der Wechselwirkungen der Berberinmolekiile mit dem G-
Quadruplex, da es das Verhiltnis zwischen der Konzentration des Komplexes und dem Produkt
der Konzentrationen der jeweiligen freien Bindungspartner angibt.!'* Zu der experimentellen
Bestimmung der Bindungskonstante wurde ein Fluoreszenz-Titrationsexperiment durchge-
fithrt, wobei die Konzentration von Berberin konstant gehalten und die Konzentration an RG-1

"7 wird an-

variiert wird. Anhand des dquivalenten und unabhingigen Bindungsstellenmodells
genommen, dass die beiden Liganden mit gleicher Affinitit gebunden werden. In der folgenden
Abbildung 4.6 sind die erhaltenen Bindungsisothermen und die daraus resultierenden Werte fiir

die Bindungskonstanten dargestellt.
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Abb. 4.6: Bindungsisotherme fiir den Komplex Berberin/RG-1 in A) 100 mM Natriumchlorid beziehungs-
weise B) Kaliumchlorid bei 7= 25 °C und 1 bar. Die blauen Linien stellen die beste Anpassung der experi-
mentellen Daten nach einem dquivalenten und unabhingigen Bindungsstellenmodell mit der Stochiometrie
2:1 Berberin:RG-1 dar. Die Berberinkonzentration betragt 15 uM und die Konzentration an RG-1 variierte
zwischen 0 und 40 uM. Die Anregungswellenldnge betrug 443 nm und die Emissionswellenldnge 536 nm,
bei der die Intensitdt aufgenommen wurde.
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Die Bindungskonstanten des Komplexes Berberin/RG-1 fallen im Vergleich zu der Bindung
von Berberin an die menschliche telomere Sequenz (22AG) etwas geringer aus und weisen nur
eine geringfligige, aber vernachldssigbare, Abhdngigkeit von den Salzen Natriumchlorid und

Kaliumchlorid auf.

Die Zirkulardichroismus (CD) - Spektroskopie ermittelt die Konformation der Quadruplex-Se-
quenz RG-1'""811Y sowohl in Anwesenheit als auch in Abwesenheit von Berberin in Abhiingig-

keit der jeweiligen Natrium- und Kaliumkationen (vgl. Abb. 4.7).
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Abb. 4.7: Zirkulardichroismus-Spektren fiir das RG-1 in A) 100 mM NaCl beziehungsweise in B) KCl in
Anwesenheit von Berberin (rot) und in Abwesenheit von Berberin (schwarz) bei 7= 25 °C und 1 bar.
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Im Natriumkationen-haltigen Puffer hat das Zirkulardichroismus - Spektrum fiir die RG-1 Se-
quenz eine intensive positive Bande um 270 nm und eine schwache negative Bande um 240 nm,
was auf die Bildung einer parallelen Konformation hinweist. Dies stimmt mit den literaturbe-
kannten Daten iiberein.”* In Anwesenheit von Berberin besitzt die gemessene Kurve immer
noch die Merkmale einer parallelen Konformation. Jedoch werden kleine, aber signifikante
Verschiebungen des Maximums und Minimums beobachtet, sowie eine schwache negative
Bande um 300 nm. Dies konnte auf eine lokale Konformationsédnderung bei der Bindung von
Berberin hindeuten. In Anwesenheit von Kaliumkationen hat das ungebundene RG-1 ebenfalls
eine parallele Konformation. Wie im vorherigen Fall verdndert sich die Zirkulardichrois-
mus - Kurve des Komplexes nur minimal, was heif3t, dass der G-Quadruplex der RG-1 Sequenz
in der komplexierten Form in Anwesenheit von Kaliumkationen ebenfalls eine parallele Kon-
formation annimmt. Jedoch kénnen kleine Konformationsdnderungen nicht ausgeschlossen
werden. Die Zirkulardichroismus — Spektren der Kurven der reinen G-Quadruplexe der RG-1
Sequenz in Anwesenheit der jeweiligen Kationen haben die gleiche Form, jedoch unterscheiden
sie sich in ihren Intensitdten. In der Gegenwart von Natriumionen ist die positive Bande weniger
intensiv. Daraus kann geschlossen werden, dass die G-Quadruplexe der RG-1 Sequenz nicht
vollstindig gefaltet vorliegen konnten oder ein Anteil von entfalteten beziehungsweise teil-
weise entfalteten Konformeren nebeneinander koexistieren, wie dies auch schon in Einzelmo-
lekiil-FRET-Experimenten beobachtet wurde.!?* Tatséchlich zeigt das Spektrum der vollstin-
dig entfalteten RG-1 Sequenz bei einer Temperatur von 75 °C eine positive Bande um 270 nm,
die im Vergleich zu der gleichen Bande bei 25 °C weniger intensiv ausgeprégt ist (vgl. Abb.
7.4; Anhang).



4.3 Ergebnisse und Diskussion

Zu der Untersuchung der volumetrischen Eigenschaften von Komplexbildungen ist ein hilfrei-
ches Mittel die Verwendung von hohem hydrostatischem Druck (HHP).'?! Anhand der Hoch-
druck-FRET-Methode konnte sichergestellt werden, dass die Struktur der einzelnen Kompo-
nenten als auch die des Komplexes druckstabil sind, sodass der Einfluss von hohem hydrosta-
tischem Druck auf die Stirke der Wechselwirkungen zwischen Berberin und der RG-1 Sequenz

ermittelt werden kann.
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Abb. 4.8: Bindungsisotherme fiir den Komplex Berberin/RG-1 in A) 100 mM NaCl bezichungsweise B)
100 mM KCl bei T'= 25 °C und 1 bar (schwarz), 500 bar (rot), 1000 bar (blau), 1500 bar (griin), und 1900
bar (hellblau). Die Linien stellen die beste Anpassung der experimentellen Daten nach einem édquivalenten
und unabhingigen Bindungsstellenmodell mit der Stochiometrie 2:1 = Berberin:RG-1 dar. Die Berberinkon-
zentration betrdgt 15 pM und die Konzentration von RG-1 variierte zwischen 0 und 40 pM. Die Anregungs-
wellenldnge betrug 443 nm und die Emissionswellenldnge 536 nm, bei der die Intensitdt aufgenommen

wurde.
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4.3. Ergebnisse und Diskussion

Tab. 4.1: Bindungskonstanten, Ky, und Stochiometrien fiir die Komplexbildung zwischen Berberin und RG-
1 fiir die angegebenen Losungsbedingungen und bei Driicken von 1, 500, 1000, 1500 und 1900 bar (T =
25 °C).

Natriumchlorid (100 mM) Kaliumchlorid (100 mM)
p/ bar Ky /-10° M1 | Berb:RG1 p/ bar Ky /-10° M | Berb:RG1
1 0,28 £0,03 2:1 1 0,14 +0,03 2:1
500 0,38 +£0,05 2:1 500 0,17 +0,03 2:1
100 0,49 £ 0,06 2:1 100 0,23 + 0,02 2:1
1500 0,63 £0,07 2:1 1500 0,31 +0,01 2:1
1900 0,77 £0,09 2:1 1900 0,40 = 0,06 2:1

Die Anwendung von Druck hat eine starke Auswirkung auf die Komplexbildung von Berberin
und dem G-Quadruplex der RG-1 Sequenz (vgl. Abb. 4.8). In Anwesenheit von Natriumkatio-
nen erhdhte sich der Wert der Bindungskonstante von 0,28-10° M (1 bar) auf 0,77-10° M
(1900 bar). Mit steigendem Druck erhoht sich die Bindungskonstante des Komplexes von Ber-
berin und dem G-Quadruplex der RG-1 Sequenz ebenfalls in Anwesenheit von Kaliumkatio-
nen, jedoch ist der Anstieg schwicher ausgeprigt (vgl. Tab. 4.1). Die Volumenidnderung AV
durch die Bindungsreaktion kann aus der Druckabhéngigkeit von der Bindungskonstante be-

stimmt werden.'?!

dln(Kb) _ AVr
| TR (GL. 4)

Die Volumenédnderung ist definiert als die partielle molare Volumendifferenz zwischen dem
Komplex und der Summe der partiellen molaren Volumina der Bindungspartner. Die Volu-
meninderung AV;umfasst die Volumenédnderung fiir die Bindung, einschlielich Hydratations-
anderungen, sowie die Volumenénderung fiir einen Konformationsiibergang. Es wurde der na-
tiirliche Logarithmus von Ky, gegen den Druck fiir die Komplexbildung zwischen Berberin und
dem G-Quadruplex der RG-1 Sequenz in Anwesenheit der jeweiligen Kationen aufgetragen

(vgl. Abb. 4.9).
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Abb. 4.9: Auftragung des natiirlichen Logarithmus von K}, gegen den Druck fiir die Komplexbildung zwi-
schen Berberin und RG-1 in Gegenwart von 100 mM NaCl (schwarz) und 100 mM KCI (blau).

Aus der Steigung kann die Volumenédnderung ermittelt werden (vgl. Tab. 4.2).

Tab. 4.2: Reaktionsvolumina AVr, welche aus der Steigung der Auftragung des natiirlichen Logarithmus von
Ky gegen den Druck fiir die Komplexbildung zwischen Berberin und RG-1 in Gegenwart von 100 mM NacCl
und 100 mM KCI erhalten wurde.

AV: (Berb/ RG-1) / mL-mol!
NaCl -13,1+0,4
KCI -13,7+0,7

Die Reaktionsvolumina sind alle negativ. Daraus folgt, dass hohere Driicke die Komplexbil-
dung fordern. Nach dem Prinzip von LE CHATELIER wird der Zustand, der das kleinstméogliche
Volumen einnimmt, mit steigendem Druck begiinstigt. Negative AV; - Werte zeigen also, dass
das partielle Molvolumen des von Berberin und dem G-Quadruplex gebildeten Komplexes klei-
ner ist als die Summe der partiellen Molvolumina von Berberin und dem G-Quadruplex. Da der
ermittle Wert der Volumenverkleinerung ca. -13 mL-mol! betrigt, kann daraus geschlossen
werden, dass die Komplexbildung zu einer Verdichtung der Struktur fiihrt. Eine Freisetzung

von Hydratwasser bei der Bindung hétte den entgegengesetzten Effekt.
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Durch den Einsatz verschiedener biophysikalischer Techniken konnte eine vollstdndige Cha-
rakterisierung der Bindungsthermodynamik und der damit verbundenen Konformations- und
Hydratationsédnderungen bei der Bindung von Berberin an die G-Quadruplexe der RG-1 Se-
quenz aus der RNA des SARS-CoV-2 erreicht werden. Die Daten wurden anschlieBend mit den
G-Quadruplexen von 22AG (menschliche telomere DNA) verglichen. Die Bindungseigen-
schaften wurden mittels Fluoreszenz- und Zirkulardichroismus - Spektroskopie untersucht.
Dartiber hinaus wurden druckabhingige Experimente durchgefiihrt, um die volumetrischen Ei-
genschaften bei der Komplexbildung zu entschliisseln, die Aufschluss iiber Packungs- und

Hydratationsénderungen geben.

Die ermittelten Daten zeigen, dass Berberin mit dem G-Quadruplex der RG-1 Sequenz inter-
agieren kann und dass zwei Berberinmolekiile an dem G-Quadruplex gebunden sind, wobei die
RG-1 Sequenz aus der viralen RNA eine parallele Struktur unter beiden Losungsbedingungen
annimmt, sowohl mit Liganden als auch ohne Liganden. Berberin ist ein Molekiil, welches aus
einem pentazyklischem aromatischem Kohlenwasserstoff mit Heteroatomen besteht.!%
Dadurch wird Berberin zu einem starren Molekiil, das in der Lage ist mit Nukleinsdurebasen
iiber n-Stapelwechselwirkungen zu interagieren, beispielsweise mit den Guanin-Ebenen von
Quadruplexen.'% Die vier Sauerstoffatome von Berberin kénnen Wasserstoffbriicken ausbil-
den. Das Stickstoffatoms N7 des Berberins besitzt eine positive Ladung, sodass es elektrostati-
sche Wechselwirkungen mit den Phosphatgruppen der Nukleinsduren oder mit dem Sauerstoff
der Carbonylgruppe von Guaninen eingehen kann. Bei der parallelen Konformation sind beide
Guanin-Ebenen gleichermallen zuginglich. Somit sind beide denkbaren Bindungsmodi, das
heifit ein Berberinmolekiil auf jeder Ebene oder zwei Molekiile, die an dieselbe Ebene gebun-

den sind, moglich.!?
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4.4.Zusammenfassung

Das Berberin ist ein antiviraler Wirkstoff mit breitem Wirkungsspektrum, welches mit den G-
Quadruplexen von viralen RNA interagieren kann. Es konnte nachgewiesen werden, dass das
Berberin mit seinem positiv geladenen N7-Atom {iber n-n-Stapelung und moglicherweise auch
iiber eine Kationen-n- und Kationen-Einzelpaar-Wechselwirkung (-CO) an der G-Quadruplex-
Ebene bindet. Die Daten zeigen, dass das Berberin effizient mit den G-Quadruplexen interagiert
und dass in beiden Fillen zwei Berberinmolekiile an ein G-Quadruplex gebunden sind.'*1??
Bei der Untersuchung der Wechselwirkung zwischen Berberin und dem G-Quadruplex der RG-
1 Sequenz stellte sich heraus, dass diese sich von der Wechselwirkung zwischen Berberin und
der 22AG Sequenz unterscheiden. Die beiden G-Quadruplex-Strukturen weisen unterschied-
liche Topologien auf und die Stirke der Wechselwirkung mit dem G-Quadruplex der mensch-
lichen telomeren DNA hingt von der Ausgangskonformation der Nukleinsiure ab.!%® Dies ist
hingegen bei der RG-1 Sequenz der viralen RNA nicht der Fall. Neben den Verdanderungen der
G-Quadruplexstruktur von 22AG in der Kaliumchloridlosung wurden bei der Bindung von Ber-
berin geringfiigige lokale Verdnderungen der Konformationsdynamik festgestellt. Im Allge-
meinen ist bei der Komplexbildung eine Verdichtung der G-Quadruplex-Struktur zu beobach-
ten und der Anteil der entfalteten beziehungsweise teilweise entfalteten Zustinde verschwindet,
sofern vorhanden. Die vorliegende Studie ist fiir die Entwicklung neuer antiviraler Arzneimittel
auf der Grundlage der Berberinstruktur von gro3em Nutzen und wissenschaftlichem Interesse.
Die Ergebnisse dienen als Ausgangspunkt fiir die Entwicklung modifizierter Berberinmolekiile,
die mit hoherer Selektivitit an das G-Quadruplex der RG-1 Sequenz binden kénnen, um ge-
zielte Wirkungsmechanismen erzeugen zu konnen. Zu diesem Zweck sind weitere Studien, zum
Beispiel eine strukturelle Charakterisierung mittels NMR und Molekulardynamiksimulationen
mit atomarer Auflosung erforderlich, um den komplexen Bindungsmechanismus im Detail zu
entschliisseln.

Anhand der vorliegenden Arbeit konnten die Erkenntnisse tiber die Wechselwirkung zwischen
Berberin und G-Quadruplexe erweitert werden, welches als Grundlage fiir weitere Studien die-
nen konnte. Die vorliegenden Ergebnisse bilden eine fundierte Grundlage fiir eine weiterfiih-
rende Arzneimittelforschung, insbesondere fiir die Bekimpfung von COVID-19, sowie ein tie-
fer gehendes Verstindnis fiir Wirkungsmechanismen von Medikamenten basierend auf G-

Quadrukomplexen.
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5. Kapitel: Lipide und Fliissig-Fliissig-Phasentrennung

Wechselwirkung zwischen zweil Phasenkoexistenzen
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5.1 Einleitung

5.1. Einleitung

In den vorherigen Abschnitten wurde der Einfluss verschiedener chemisch-physikalischer Pa-
rameter auf die einzelnen Lebensbausteine erforscht. In diesem Kapitel soll dagegen die Wech-
selwirkung zwischen zwei Lebensbausteinen, Lipide und Eiweilbausteine, die beide Pha-
senkoexistenzgebiete ausbilden konnen, untersucht werden.

Seit den Arbeiten von Brangwynne et al. im Jahre 2009 an P-Granula in C. elegans ist die Ei-
genschaft der Fliissig-Fliissig-Phasentrennung (liquid-liquid phase separation, LLPS) von Pro-
teinen und Nukleinsiuren bekannt.!?* Diese Eigenschaft erlaubt die Bildung membranloser Or-
ganellen im Zellinneren, welches den Zellen die Mdglichkeit bietet, Proteine und RNA zu kon-
zentrieren und somit rdumlich getrennte biochemische Reaktionsbereiche zu regulieren, wo
Prozesse beispielsweise der Transkription, Signaltranduktion und Enzymreaktionen innerhalb
einer Zelle parallel ablaufen konnen.!?*'2 Diese neue Forschungsdisziplin besitzt groe Be-
deutung fiir die Zellbiologie und Pathobiochemie. Ein Aspekt dieser Forschung ist die Wech-
selwirkung der Phasen der heterogenen Lipiddoppelmembran mit den beiden Phasen, die aus
der Fliissig-Fliissig-Phasentrennung von Proteinen (und Nukleinsduren) hervorgehen. Die Pha-
senkoexistenz einer Lipiddoppelmembran wurde im Kapitel 3 beschrieben, daher wird hier erst-
mal das Phdnomen der Fliissig-Fliissig-Phasentrennung von Proteinen, die eine weitere zellu-

lare Kompartimentierung darstellt, erldutert.

Um ein erstes Bild eines Fliissig-Fliissig-Phasentrennung zu erhalten, konnen Oltropfen in
Wasser betrachtet werden - die Entmischung einer homogenen Losung in zwei fliissige Phasen.
Dies verschafft jedoch nur eine Vorstellung von diesem Phidnomen, aber liefert kein vollstén-
diges Bild. Bei der Fliissig-Fliissig-Phasentrennung von Proteinen, wie zum Beispiel a-Synu-
clein, Tau und TDP-43, handelt es sich um eine assoziative Phasentrennung (vgl. Abb. 5.1).
Bei einer assoziativen Phasentrennung reichern sich zwei geloste Komponenten aufgrund star-
ker Wechselwirkungen, wie zum Beispiel COLOUMB-Wechselwirkungen und Dipol-Dipol-
Wechselwirkungen in einer Phase, der sogenannten dichten Phase an. Die andere Phase wird
als verdiinnte Phase bezeichnet, da der Anteil beider Komponenten sehr gering ist im Vergleich
zu der dichten Phase. Fiir die assoziative Form sind zwei Komponenten nicht zwingend not-
wendig. Eine einzig geloste Substanz kann durch Selbstassoziation ebenfalls eine dichte Tropf-

chenphase bilden.'?"-1?8
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Phase <8

verdiinnte Phase

Y
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Abb. 5.1: Assoziative Fliissig-Fliissig-Phasentrennung dargestellt A) anhand einer mikroskopische Auf-
nahme beider Phasen von einem Protein B) anhand eines Schemas, wobei 1) beide Komponenten bezie-
hungsweise 2) eine einzig geloste Komponente, die durch Assoziation in der Lage sind, eine dichte Tropf-
chenphase auszubilden. Aus ['?] dargestellt und modifiziert.

Bei der Fliissig-Fliissig-Phasentrennung bilden sich sphérische nano- bis mikrometergrofle
Tropfchen aus, die unter dem Mikroskop untersucht werden konnen (vgl. Abb. 5.1). Die Tropf-
chen stellen einer der Phasen dar und werden auch Kondensate genannt. Die Entmischung in
zwei Phasen ist abhéngig von verschiedenen Parametern, wie der Konzentration der verschie-
denen Komponenten, der Temperatur, dem pH-Wert, den Cosolventien, dem Druck und der
Ionenstérke. Die Tropfchen sind fliissigkeitsdhnliche Kondensate, welche die Merkmale von
Fluiden wie zum Beispiel Deformation bei Einfluss von Scherkriften, Benetzung der Oberfli-
che und Ausbildung einer sphérischen Form aufgrund von Oberfldchenspannung besitzen. Es
sind einige Fille bekannt, wo auch ein Fliissig-Fest Ubergang stattfindet und die fliissigkeits-
dhnlichen Kondensate zuerst geldhnliche und dann feste Proteinstrukturen wie Fibrillen auf-
weisen. Diese verdnderte Materialeigenschaft der Tropfchen wird mit verschiedenen Krankhei-
ten wie neurodegenerativen Erkrankungen in Verbindungen gebracht, wodurch bislang uner-
kannte Mechanismen, die fiir diese Krankheitsverldufe verantwortlich sind, ermittelt werden
konnten. Bei der Verdnderung der Materialeigenschaft bilden sich aus den Tropfchen Fibrillen
oder amorphe Aggregate, auch als Amyloide bekannt, welche ein Hauptmerkmal von neurode-
generativen Erkrankungen sind. Entsprechende Proteine, welche diese Eigenschaften der asso-
ziativen Fliissig-Fliissig-Phasentrennung besitzen, sind als Ursache folgender Krankheiten auf-

gefiihrt: TDP-43 flir amyotrophe Lateralsklerose (ALS), Tau fiir die Alzheimer-Krankheit und
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a-Synuclein fiir die Parkinson-Krankheit. Die Fliissig-Fliissig-Phasentrennung wird auch als
Zwischenstufe zwischen der monomeren und aggregierten Proteinform diskutiert, da die Ver-
mutung besteht, dass aufgrund der hohen lokalen Proteinkonzentration in den Tropfchen die

Proteinaggregation gefordert wird.'3%13

Jedoch wird in einigen Féllen die Entstehung von Fibrillen auch in Abwesenheit einer Fliissig-
Fliissig-Phasentrennung beobachtet. Um ein umfassendes Verstédndnis liber die Wechselwir-
kung zwischen dem Zwischenzustand der Fliissig-Fliissig-Phasentrennung und der aggregierten

Fibrillenbildung zu erlangen, wurden Studien mit einem Modellsystem durchgefiihrt.!3”

ACCl43 K,

Abb. 5.2: Schematische Darstellung des Peptids ACCi.13K,, welches aus dem Fragment der A-Kette des
Insulins (ACCj.13) und dem Oligolysin Segment (K,) mit unterschiedlicher Kettenldnge (n = 8, 16, 24, 32
und 40) besteht. Das Fragment der A-Kette besteht aus 13 Aminoséuren; G = Glycin, I = Isoleucin, V =
Valin, E = Glutaminséure, Q = Glutamin, C = Cystein, A = Alanin, S = Serin und L = Leucin.'?’

Bei diesem Modellsystem handelt es sich um das chimérische Peptid ACCi-13Ka, welches aus
dem Amyloide-bildenden Fragment der A-Kette des Insulin und dem Oligolysin Segment mit
unterschiedlicher Léange sowie Adenosintriphosphat ATP besteht. In der Literatur ist bekannt,
dass die Mischung aus Polylysin und ATP die Eigenschaft der Fliissig-Fliissig-Phasentrennung
aufgrund der COULUMB-Wechselwirkungen besitzt.!*®13° Dec et al. stellten fest, dass
ACC.13Kg und ACC;.13K 6 Fibrillen ausbilden kénnen ohne dass eine Fliissig-Fliissig-Phasen-
trennung vorliegen muss. Jedoch kann bei dem Zusammenmischen von den Peptiden mit 1an-
geren Lysinsegmenten (n =24, 32, 40) und ATP eine Fliissig-Fliissig-Phasentrennung induziert
werden und mit der Zeit bilden sich daraus amyloide Fibrillen, wobei die Tropfchen verschwin-

den 137

Es wurde das Verhalten von Fliissig-Fliissig-Phasentrennung der verschiedenen Proteine hin-

sichtlich unterschiedlicher Parameter wie die Konzentration, Temperatur und Druck untersucht,
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um das Verstindnis verschiedener biologischer Prozesse innerhalb der Zelle zu ermitteln. Bio-
molekulare Kondensate sollen auch an der Membranfunktion beteiligt sein und die Einsicht
iiber Wechselwirkungen zwischen den biomolekularen Kondensaten und der Zellmembran
konnte ein weiterer Schritt fiir die Erforschung membranassoziierter zelluldrer Mechanismen
und der Entstehung von Krankheiten und somit zur Entwicklung von entsprechenden Thera-
peutika sein.'* In dem ersten Teil des Kapitels werden daher die Eigenschaften des Peptids
ACCi-13K32 und ATP in Anwesenheit von Vesikeln des zwitterionischen Dreikomponentensys-
tems und des anionischen Filinfkomponentensystems untersucht, um die gegenseitigen Wech-

selwirkungen beider Phasenkoexistenzen nachzuvollziehen.

Da die Kompartimentierung durch membranlose Organellen innerhalb einer Zelle stattfindet,
kommt die Fliissig-Fliissig-Phasentrennung umschlossen von einer Lipiddoppelschicht in der
Zellbiologie vor. Um dies nachzumodellieren, wird hauptsichlich ein wéssriges Zwei-Phasen-
System (Aqueous Two Phase System, ATPS) verwendet. Dieses System besteht entweder aus
zwei Polymeren oder einem Polymer und einem Salz.'*!14> Bei dieser Fliissig-Fliissig-Phasen-

trennung handelt es sich um eine segregative Phasentrennung (vgl. Abb. 5.3).

Polymer-1
reiche Phase

Polymer-2
reiche Phase Y

segregativ

Abb. 5.3: Segregative Fliissig-Fliissig-Phasentrennung dargestellt A) anhand einer mikroskopische Auf-
nahme beider Phasen und B) einem Schema mit zwei Phasen, in denen jeweils einer der beiden Komponenten
(lila/ gelb) dominiert. Aus ['?°! dargestellt und modifiziert.
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In der segregative Phasentrennung sind erstmal beide Komponenten in einem Losungsmittel zu
einer homogenen Losung vermischt. Im Falle einer Entmischung reichert sich eine Kompo-
nente in Phase eins und die andere Komponente in Phase zwei an. Im Gegensatz zu dem Ol-
Wasser Beispiel befindet sich in diesem System eine dritte Komponente, die in beiden Phasen
vorhanden ist. Wie bei der assoziativen Phasentrennung bilden sich bei der Entmischung Tropf-
chen aus. Diese Tropfchen streuen Licht, wodurch eine Triibung der Losung beobachtet werden
kann. Mit der Zeit vergroBern sich die Tropfchen durch Fusion oder Ostwald-Reifung zu gro-

Phasentrennung beobachtet werden kann,!27:128:143

Beren Tropfen und diese sedimentieren mit der Zeit, wodurch letztlich eine makroskopische
A

Abb. 5.4: Schematische Darstellung der beiden Prozesse zum Tropfchenwachstum. A) Bei der Fusion bilden
zwei Tropfchen iiber eine Zwischenform ein groBeres sphirisches Tropfchen. B) Bei der Ostwald-Reifung

findet eine Materialaustausch zwischen zwei Tropfchen statt, wobei ein Tropfchen wéchst und das andere
kleiner wird. Das Resultat ist ein groBeres Tropfchen wie bei der Fusion. Aus ['#4 dargestellt und modifiziert.

Eines der bekannten wissrigen Zwei-Phasen-Systeme besteht aus Polyethylenglykol (PEG) und
Dextran. Die temperaturabhédngige segregative Phasentrennung ist abhéngig von dem Moleku-
largewicht und der Konzentration der Polymere. Zur Erstellung des Phasendiagramms wird bei
konstanter Temperatur die Triibungstitrationsmethode durchgefiihrt, wobei Losungen mit ver-
schiedenen Gewichtskonzentrationen an Dextran mit einem festgelegten Molekulargewicht an-
gesetzt wurden und eine Losung mit einer konstanten Gewichtskonzentration von PEG mit be-

kanntem Molekulargewicht hinzu titriert wird, bis eine Triibung auftritt und dadurch die
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Gewichtskonzentrationen der jeweiligen Komponenten am Punkt der Fliissig-Fliissig-Phasen-

trennung ermittelt werden konnen, 45148
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Abb. 5.5: A) Schematische Darstellung eines Phasendiagrammes eines wéssrigen Zwei-Phasen-Systems und
B) Phasendiagram des PEG-Dextran-Systems, bei denen die Gewichtskonzentrationen beider Komponenten
gegeneinander aufgetragen sind. Die Binodale (rote Kurve) trennt das Diagramm in zwei Bereiche. Oberhalb
der Kurve befindet sich das wéssrige Zwei-Komponenten-System im zweiphasigen Zustand, unterhalb im
einphasigen Zustand. Aus !'*!] dargestellt und modifiziert.

Aus der Auftragung der jeweiligen Polymerkonzentrationen lésst sich das Phasendiagramm der
Polymermischung ermitteln. Die Kurve aus den erfassten Punkten, bezeichnet als Binodale,
trennt das Phasendigramm in zwei Bereiche, die jeweils abhingig von den Komponenten-
konzentrationen ist. Unterhalb der Kurve befindet sich das System in einer homogenen Phase

und oberhalb der Kurve besteht das System aus zwei entmischten Phasen.'*!

Zur Verkapselung des wissrigen Zwei-Phasen-Systems, bestehend aus PEG und Dextran, in
Lipiddoppelschichten wurden zwitterionische Modellmembransysteme als Zellmembranen
verwendet. Die Membransysteme enthielten auBerdem PEGylierte Lipide, wodurch die Wech-
selwirkung der Lipide mit der PEG-Dextran Mischungen beeinflusst wurden ist.!*>!>" Im zwei-
ten Teil dieses Kapitels wird die Wechselwirkung zwischen der anionischen Fiinfkomponenten-

Modellmembran ohne PEGylierte Lipide und der eingekapselten PEG-Dextran Mischung be-

schrieben.
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5.2. Material und Methoden

5.2.1. Material (Lipide und Peptid ACCi-13K32 & ATP)

Das Peptid ACC;-13K32 wurde von Pepscan [Lelystad, NL] kundenspezifisch synthetisiert und
von dem Hersteller als Trifluoressigsduresalz geliefert. Die Aminosduresequenz des Peptids
wurde durch die Verldngerung der ersten 13-N-terminalen Reste der A-Kette des Rinderinsulins
am C-Ende mit dem Segment von 32 Lysin-Resten erhalten. Das Peptid (¢ = 3 mg-mL™") wurde
in bidestilliertem Wasser geldst und mit 20 uM Thioflavin T (ThT) [Sigma-Aldrich, Steinheim,
DE] versetzt. Die frische Adenosintriphosphat [Sigma-Aldrich, Steinheim, DE] - Stockldsung
(c = 5,8 mg'mL") wurde ebenfalls mit bidestilliertem Wasser angesetzt und auf einen pH-Wert

von 6,5 eingestellt.

Zur Untersuchung wurde ein Dreikomponentensystem aus 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phos-
phocholin (DOPC), 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DPPC) und Cholesterol im
Verhiltnis von 1:2:1 mol% und ein Fiinfkomponentensystem aus DPPC, DOPC, Cholesterol,
1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-(1'-rac-glycerol) (DOPG) und 1,2-Dihexadecanoyl-sn-gly-
cero-3-phospho-(1'racglycerol) (DPPG) im Verhiltnis von 45:20:25:5:5 mol% verwendet. Die
Lipide wurden von Avanti Polar Lipids [Alabaster; USA] bezogen.

Die Systeme wurden als kleine unilamellare Vesikel (SUV) mit einem Durchmesser von
100 nm und als riesige unilamellare Vesikel (GUV) fiir die Fluoreszenzmikroskopie (FM) ein-
gesetzt.

Zur Herstellung der kleinen unilamellaren Vesikel wurden die bendtigten Volumina aus den
jeweiligen 10 mg-mL™! Stammldsungen, bestehend aus den Lipiden bzw. Cholesterol geldst in
Chloroform, entnommen, um eine Gesamtlipidmasse von 2 mg zu erhalten. Nach der Entnahme
wurde das Chloroform mit einem Gasstrom bestehend aus Druckluft verdampft und der ent-
standene Lipidfilm im Lyophilisator iiber Nacht getrocknet. Danach wurden zu den Lipidfilmen
1 mL bidestilliertes Wasser dazugegeben. Nach dem Abldsen des Films von der GefaBwand
wurden die Systeme fiir 15 Minuten bei 65 °C - 70 °C im Ultraschallbad geldst und im An-
schluss flinf Mal der Tau- und Einfrierzyklus durchgefiihrt. Dieser besteht aus dem Einfrieren
in flissigem Stickstoff und dem Wiederauftauen in einem 65 °C - 70 °C heillen Wasserbad.
Nach dem Tau- und Einfrierzyklus wurde die Losung mittels 21-facher Extrusion durch einen
100 nm PorengrofBe aufweisenden Nucleopore® Polycarbonatfilter Track-Etchm™ [Whatman GmbH,

Dassel, DE] extrudiert.
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Zur Herstellung von riesigen unilamellaren Vesikeln des Dreikomponentensystems sowie dem
Fiinfkomponentensystem wurde eine 100 uL Losung mit einer Gesamtlipidkonzentration von
1 mg'mL-! angesetzt. Zu diesen Lésungen wurde 0,1 mol% N-(Lissamin Rhodamin B sulfony)-
1,2-dihexadecanoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin (N-Rhodamine(Rh)-DHPE) [Invitro-
gen, California, USA] hinzugegeben. Die Vesikel wurden nach der PVA(Polyvinylalkohol)-
Methode!”® angesetzt, welche im Kapitel 3 beschrieben wurde. Der Prozess der Herstellung
erfolgte in bidestilliertem Wasser flir 45 Minuten bei einer Temperatur von 50 °C fiir das Drei-

komponentensystem und von 70 °C fiir das Flinfkomponentensystem.

5.2.2. Material (Lipide und PEG & Dextran)

Zur Untersuchung wurden die Vesikelmodelle wie im vorherigen Abschnitt beschrieben, ver-
wendet. Zusétzlich zu dem N-Rhodamine(Rh)-DHPE wurde 0,1 mol% vom Fluorophor NBD-
DHPE [Invitrogen, Carlsbad, US] in die angesetzte Lipidlosung zur GUV-Herstellung hinzu-
gefiigt. Das PEG 4.6 kDa [Sigma-Aldrich, Steinheim, DE] und das Dextran 10 kDa [Sigma-
Aldrich, Steinheim, DE] wurden jeweils bei einer Gewichtskonzentration von 12 wt% und von
6 wt% in dem 5 mM HEPES [Sigma-Aldrich, Steinheim, DE] — Puffer gelost. Zu der 2 mL
PEG/Dextran Mischung wurden 2,5 pL Dextran-Alexa647 [Invitrogen, Carlsbad, US] Losung
(¢ =2 mg-mL) hinzugegeben.

Zur Herstellung der GUVs wurde die Methode der Elektroformation verwendet. Dafiir wurden
20 pL der Lipidlosung auf ein 22x22 mm elektrisch leitfadhiges Indiumzinnoxid-beschichtetes
Deckglas [West Chester; US] bei 800 U min! gespreitet. Eine zweistiindige Gefriertrocknung
unter Vakuum soll eine komplette Losungsmittelentfernung garantieren. Danach wurde auf
dem lipidbeschichteten Deckglas sowie auf einem reinem Indiumzinnoxid-beschichteten Deck-
glas eine selbstklebende Kupferfolie ET 11813 [3M™, Neuss, DE] geklebt. Die verwendete
Probekammer RC-21B [Warner Instruments, Hamden, US] wurde von unten durch das lipid-
beschichtete und von oben durch das reine Deckglas verschlossen. Das Abdichten der Kammer
erfolgte mit dem Vakuumfett Korasilon Paste M-S 2-270 [Kurt Obermeier, Bad Berleburg-
Raumland, DE]. Daraufhin wurde die Probenkammer mit der aufgesetzten Durchfluss-Tempe-
rierzelle auf der Plattform P-2 [Warner Instruments, Hamden, US] befestigt. Mittels der seitlich
eingefiihrten Polyethylenschldauche PE-16 [Warner Instruments, Hamden, US] in die vorge-
sehenen Offnungen wurde die Probenkammer mit der PEG/ Dextran Losung, welche auf 70 °C

temperiert war, befiillt, nachdem die Temperierzelle an das externe, auf 70 °C temperierte,
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Wasserbad angeschlossen wurde. Nach der Befiillung wurden die Schlauchenden mit Vakuum-
fett verschlossen. Mit Hilfe des Funktionsgenerators TG315 [Thurlby Thandar Instruments,
Huntingdon; UK] wurde iiber die Kupferfolien eine sinusformige Wechselspannung angelegt
und das Programm High Frequency durchgefiihrt. Dieses beinhaltet, dass bei konstanter Fre-
quenz von 500 Hz erst eine Spannung von 0,14 V fiir 5 Minuten, dann von 1,25 V fiir 20 Mi-
nuten und am Ende 3,5 V fiir 90 Minuten angelegt wurde. Nach Beendigung der Elektroforma-
tion wurde die Probe langsam abgekiihlt und danach mittels Fluoreszenzmikroskopie unter-

sucht.

5.2.3. Fluoreszenzmikroskopie (FM)

Die Lichtmikroskopie Messungen zur Untersuchung der Wechselwirkung zwischen Vesikeln,
Peptid ACCi.13K32und ATP wurden mit dem inversen Mikroskop des Modells Eclipse TE2000-
U [Nikon, Tokio, JPN] und dem Objektiv des Typs Plan Fluor 20x Objektiv; NA 0,45; WD 7,4
[Nikon, Tokio, JPN] durchgefiihrt. Fiir die Aufnahmen wurde die Monochrom-Industriekamera
DMK 33 UX 264 [The Imaging Source, Bremen, DE] verwendet. Um die Thioflavin T Fluo-
reszenz aufzuzeichnen, wurde das X-LiteTM-120 Fluoreszenz Illumination System EXFO mit
Anregungsfilter verwendet. Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurden mit dem kon-
fokalen Laser Scanning Mikroskop Biorad MRC 1024 [Zeiss, Oberkochen, DE] gekoppelt mit
dem invertierten Nikon Eclipse TE-300 Mikroskop [Nikon, Tokio, JPN] und dem Objektiv des
Typs CFI Plan Apo Lambda 100x Oil; NA 1,45; WD 0,13 mm [Nikon, Tokio, JPN] aufgenom-
men. Bei der Untersuchung mit der CCD Kamera Andor iXon Ultra [Acal BFi, Dietzenbach,
DE] wurde der Quecksilberlampe dem Mikroskop ein Anregungsfilter mit der Wellenlédnge
560 nm zur Anregung nachgeschaltet. Mit dem Programm NIS Elements BRV.4.50.00 [Nikon,
Tokio, DE] wurden die Aufnahmen erstellt, die danach mit dem Programm ImageJ bearbeitet
wurden. Fiir alle Systeme wurden Messungen an verschiedenen Stellen jeder einzelnen Probe
durchgefiihrt. Aulerdem wurden separat voneinander priaparierte Proben untersucht. Die Pro-
ben wurden immer frisch angesetzt und in einer Mikroskopiezelle gefiillt. Die Messzelle be-
stand aus einem Teflonblock, welcher eine Linge von 42 mm, eine Breite von 22 mm und eine
Hoéhe von 2,9 mm besal3, und zwei Borosilikat-Deckgldschen, mit einer Lange von 22 mm,
einer Breite von 22 mm und einer Dicke von 0,17 mm. In der Mitte des Teflonsblock befand
sich eine runde Vertiefung, welche 15 mm breit und 2,9 mm tief war und beidseitig von den
Deckgldschen umschlossen wurde. Somit diente der Teflonblock als Abstandshalter, um zwi-

schen den Deckgléser die Probenldsung zu setzen.
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Die Probenldsung setzte sich aus den Lipidvesikeln, dem Peptid ACCi.13K32, ATP und dem
Losungsmittel bidestilliertem Wasser zusammen. Bei der Untersuchung mit den kleinen unila-
mellaren Vesikel betrug das Probenvolumen 40 pL und bei den riesigen unilamellaren Vesikeln
450 pL. Die Konzentrationen der jeweiligen Bestandteile waren 0,5 mg-mL™! Lipidldsung unter
der Annahme, dass bei der Vesikelformation der gesamte Lipidfilm beteiligt gewesen war. Die

Peptidkonzentration betrug 0,08 mg-mL! und die der ATP Lésung 0,3 mg-mL™.

Bei der Untersuchung der verkapselten GUVs mit der PEG/Dextran Mischung wurde das kon-
fokalen Laser Scanning Mikroskop Biorad MRC 1024 [Zeiss, Oberkochen, DE] mit dem inver-
tierten Nikon Eclipse TE-300 Mikroskop [Nikon, Tokio, JPN] gekoppelt und das Objektiv des
Typs CFI Plan Apo Lambda 100x Oil; NA 1,45; WD 0,13 mm [Nikon, Tokio, JPN] verwendet.
Die Fluoreszenzanregung erfolgte bei den Wellenldngen von 488 (NBD-DHPE), 561(Rh-
DHPE) sowie 648 nm (Dextran-Alexa647) durch einen kombinierten L4Cc-CSB-130 Laser
[Oxxius Simply Light, Lannion, FRA], wobei die Aufnahmen mithilfe der Software La-
serSharp2000 [Zeiss, Oberkochen, DE] erfolgten.
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5.3. Ergebnisse und Diskussion

Um erste Erkenntnisse iiber die Wechselwirkung der Fliissig-Fliissig-Phasentrennung des Pep-
tids ACC1.13K32 und ATP mit Modellbiomembranen zu erhalten, wurden kleine unilamellare
Vesikel (SUV) mit diesem System vermischt. In der folgenden Abbildung Abb. 5.6 wird die
Referenzmessung (ACCi-13K32 und ATP) in Abhingigkeit der Zeit dargestellt. Nach dem Zu-
sammenmischen kann die Fliissig-Fliissig-Phasentrennung unmittelbar beobachtet werden. Mit
der Zeit verringerten sich die Tropfenanzahl und nach einer Stunde konnten vereinzelt fluores-
zierende Aggregate beobachtet werden. Das Thioflavin diente hier als Amyloid-Marker. Nach
22 Stunden waren die kreisrunden Aggregate gewachsen und um diese Aggregate herum konn-

ten Fibrillen dhnliche Strukturen entdeckt werden.

Fiir die weiteren Proben wurden zuerst die kleinen unilamellaren Vesikel, dann das ATP und
zuletzt das Peptid ACCi-13K32 dazugegeben. Analog zu der Referenzmessung konnten bei der
Mischung mit den Dreikomponentensystem-Vesikeln direkt die Tropfchenbildung beobachtet
werden, die mit der Zeit in der Bulk-phase geringer wurden, da sie durch Fusion bzw. Ostwald-
Reifung groBer wurden und auf den Deckenglas sedimentierten. Die Aufnahme nach einer
Stunde zeigte die Anwesenheit von Tropfchen und akkumulierten Tropfen am deutlichsten.
Nach einem Tag konnten analog zu der Referenzmessung kreisféormige fluoreszierende Aggre-
gate mit dem Mikroskop entdeckt werden. Jedoch sind in diesem Fall die Aggregate von wei-
teren nicht-fluoreszierenden Aggregaten umgeben (vgl. Abb. 5.7). Bei der Vermischung der
Dreikomponenten-Vesikel zum einen nur mit dem Peptid und zum anderen nur mit ATP bilden
sich im Laufe der Zeit Aggregate, die nach einem Tag sehr gut untersucht werden konnten.
Diese Aggregate waren nicht fluoreszierend und dhnelten von der Form her den Aggregaten,
die bei der Vermischung von allen drei Komponenten (3KS-SUV, ATP, ACC;.13K32) neben
den Amyloidfibrillen entdeckt wurden (vgl. Abb. 5.9; A und B).

Bei den kleinen unilamellaren Vesikeln des Fiinfkomponentensystems, ACCj-13K32 und ATP
wurden ebenfalls direkt Tropfchen beobachtet, die sich mit der Zeit vermehrten und nach 22
Stunden sowohl fluoreszierende Aggregate als auch nicht fluoreszierende Aggregate bildeten.
Statt kreisrunde Aggregate wie bei den vorherigen Systemen wurde in diesem Fall eine verédn-
derte Form der Aggregate beobachtet, welche nun fusionierten (vgl. Abb. 5.8). Bei weiteren
Untersuchungen wurde festgestellt, dass die unilamellaren Vesikel des Fiinfkomponentensys-
tems mit den Peptiden zwar Aggregate ausbilden, aber mit dem ATP keine Wechselwirkung

eingehen (vgl. Abb. 5.9; C und D).
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Letztlich kann geschlussfolgert werden, dass in der Losung mit allen drei Reaktionspartnern
die Ausbildung von Amyloidstrukturen verzogert stattfindet, da nach einer Stunde in Membran-
Peptid Mischungen im Vergleich zu der Referenzmessung keine fluoreszierende Aggregate zu
beobachten sind. Die Verzogerung ldsst sich dadurch begriinden, dass die Wechselwirkung
zwischen dem Peptid und ATP gestort wird. Jedoch konnte die Ursache der Stérung sich zwi-
schen den beiden Lipidsystemen unterscheiden. Bei den Dreikomponentensystem-Vesikel
konnte der Grund z.B. in der Wechselwirkung zwischen ATP und der Cholinkopfgruppe der
Lipide und bei den anionischen Fiinfkomponentensystem-Vesikeln in der Wechselwirkung
zwischen den kationischen Peptid und der negativen Ladung der PG-Lipidmolekiile liegen.
Garcia et al. ermittelten anhand von Molekulardynamik Simulationen, dass ATP mit zwitteri-
onischen Lipidmembranen wechselwirken kann, da es amphiphile Eigenschaften besitzt.!*! So-
mit stehen weniger ATP-Molekiile zur Verfligung, um mit ACC;.13K3 intermolekulare Wech-
selwirkungen einzugehen. Die Wechselwirkung des anionischen 5KS-Lipidsystems mit dem
negativ geladenem ATP ist geringer, favorisiert dagegen die Wechselwirkung mit dem positiv
geladenem Peptid ACCi-13K32. In diesem Fall verringert sich die Anzahl der Peptide, die fiir die
Interaktion zwischen Peptid und ATP zur Verfiigung stehen, wodurch es zu einer verzogerten
Bildung von fibrillieren Aggregaten kommt. Fiir die der Fiinfkomponenten-Vesikel wurden

keine sphérische Amyloid Aggregate im Vergleich zu den anderen Fillen beobachtet.
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Abb. 5.9: Lichtmikroskopische Aufnahmen nach 22 Stunden der Mischungen von A) kleiner unilamellarer
Vesikel (SUV) des Dreikomponentensystems (DOPC:DPPC:Chol.; 1:2:1) und ACCi.13K32 B) SUVs des 3KS
und ATP C) SUVs des Fiinfkomponentensystems (DOPC:DOPG:DPPC:DPPG:DPPC; 20:5:45:5:25) und
ACCi.13K3und D) SUVs des 5Ks und ATP,

Um die Auswirkungen der Fliissig-Fliissig-Phasentrennung auch auf die lo-14 Phasenkoexistenz
der Membransysteme zu untersuchen, wurden riesige unilamellare Vesikel mit dem ACCi.13K32
und ATP vermischt, wobei die Reihenfolge der Vermischung wie in den vorherigen Messungen
eingehalten wurde. Bei Raumtemperatur liegen die Dreikomponentensystem-Vesikel sowohl
in der lg als auch in der I, Phase vor (vgl. Abb. 5.11; A). Die l4 Phase ist in den Aufnahmen rot
markiert. Bei der Zugabe von ATP und Peptid konnten beobachtet werden, dass sich in der 14
Phase der Vesikel kleinere Vesikel ausstiilpen. Nach 22 Stunden konnte anhand der Aufnahmen
festgestellt werden, dass sich fluoreszierende Aggregate an den Oberflache der Vesikel anla-
gerten. AuBlerdem vergrof3erte sich die lq¢ Phase eines Vesikel mit der Zeit. Bei den riesigen
unilamellaren Vesikeln des Fiinfkomponentensystems waren nach 22 Stunden miteinander ag-
gregierte Formen feststellbar und der ThT fluoreszierender Bereich war innerhalb der aggre-

gierten Vesikel verteilt (vgl. Abb. 5.11, B).
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Lu et al. beschreiben, dass die Interaktion zwischen riesigen Vesikeln und einem System mit

der Eigenschaft der Fliissig-Fliissig-Phasentrennung abhingig von deren Ladungen ist.!>

A

Membran Tropfchen Wechselwirkung

schwach stark

Abb. 5.10: Schematische Darstellung der verschiedenen Stufen A) keiner und B) einer teilweisen Benetzung
der Vesikel durch die Tropfchen, sowie C) einer vollstindigen Aufnahme in das Zellinnere (Endozytose),
welche abhingig von der Stirke der Wechselwirkung zwischen der Membran und den Komponenten der
proteinhaltigen Tropfchen ist.

Die Benetzung der Dreikomponentensystem-Vesikel erfolgt durch ACCi.13K32 und ATP teil-
weise, welche durch die Ausstiilpung detektiert werden konnte. Nach 22 Stunden wurden an
der Membranoberfliache ebenfalls Amyloid Aggregate beobachtet und die Vesikel sind mitei-
nander aggregiert, welches die These bekriftigt, dass Amyloide Membranen destabilisieren
konnen, wodurch der Zelltod eintritt. Sie verdndern die physikalischen Eigenschaften der
Membran, was z.B. durch die VergroBerung der 1g Phase iiber die Zeit beobachtet werden
konnte. Bei der Losung mit den Fiinfkomponentensystem wurden Amyloid Aggregate inner-
halb der Membranvesikel beobachtet. Somit musste eine vollstindige Aufnahme (Endozytose)
von ACC.13K32 und ATP in das Vesikelinnere stattgefunden haben. Dies fiihrt ebenfalls zu der
Verianderung der Membraneigenschaften und evtl. zum Zelltod. Die Wechselwirkung zwischen
dem System aus Peptid und ATP ist mit dem Fiinfkomponentensystem stdrker als mit dem

Dreikomponentensystem nach der Theorie von Lu et al.

77




5.3. Ergebnisse und Diskussion

A

+ ATP & ACCK32

v

i + ATP & ACCK32

Abb. 5.11: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Mischungen aus A) 3KS (GUV) und ATP und
ACC1.13K32 und B) 5KS (GUV) und ATP und ACC1.13K32 in Abhéngigkeit der Zeit. Bis zu 60 Minuten wurde
die lq Phase (rot) der Vesikel dargestellt. Nach 22 Stunden wurden ThT fluoreszierende Aggregate (griin)
erfasst.
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Im zweiten Teil dieses Kapitels wird die Wechselwirkung eines verkapselten wissrigen Zwei-
Phasen-Systems mit der Lipiddoppelschicht untersucht. Dafiir wird als Modellmembransystem
das anionische Flinfkomponentensystem und das ATPS aus PEG mit dem Molekulargewicht
4,6 kDa und Dextran mit dem Molekulargewicht 10 kDa verwendet. Die Charakterisierung der
Phasen von dem PEG/Dextran findet durch die Triibungstitrationsmethode bei Raumtemperatur
und 70 °C statt. Anhand dieser kann die geeignete Zusammensetzung zur Erstellung von ver-
kapselten Vesikeln gefunden werden, da wiahrend der erhohten Temperatur der Vesikelherstel-
lung das ATPS in dem einphasigen Zustand vorliegen sollte und bei Raumtemperatur wieder-
rum im zweiphasigen Zustand. In dieser Arbeit wurde daher das PEG mit einer Gewichtskon-
zentration von 12 w% und das Dextran mit einer Gewichtskonzentration von 6 w9%, geldst im
HEPES-Puffer bei pH = 7,4, verwendet. Die Dextranphase wurde mit dem Fluorophor Dextran-
Alexa647 markiert. Anhand der verschiedenen Fluorophore konnen die Phasen der anionischen
heterogenen Phase (la Phase: rot, 1, Phase: griin) und die Phasen des wissrigen Zwei-Phasen-
Systems (Dextranreiche Phase: blau, PEG-reiche Phase: schwarz) erfasst werden. Zuerst wurde
nach der Methode von Keating et al. die Vesikelpriparation'*? durchgefiihrt, welche auf der
PV A-Methode beruht. Dabei wurden wenige Vesikel erhalten, die auBerdem kleiner als 10 pm
waren und bei denen eine Befiillung mit beiden Phasen des ATPS nicht beobachtet wurde

(vel.Abb. 5.12.).

10 pm 10 pm

Abb. 5.12: Erhaltene ATPS-haltige GUVs (DOPG:DPPG:DOPC:Chol:DPPC; 5:5:20:25:45) nach der PVA-
Methode bei Raumtemperatur. Die blaue Farbe zeigt die Dextranreiche-Phase, die rote Farbe die 14 und die
griine Farbe die 1,-Phase. Skalierbalken: 10 pm.
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Um die Ausbeute und die GroBe der Vesikel zu verbessern, wurde die Priaparation nach der
Elektroformationsmethode!” durchgefiihrt. Dadurch wurde die Ausbeute von 10 pm groBen
Vesikeln erh6ht und es konnte beobachtet werden, dass beide Phasen in den Vesikeln vorhan-

den sind (vgl. Abb. 5.13).

g _ .5%
Abb. 5.13: ATPS-haltige GUVs (DOPG:DPPG:DOPC:Chol:DPPC; 5:5:20:25:45) nach der Elektroformati-
onsmethode bei Raumtemperatur. Die blaue Farbe zeigt die Dextranreiche-Phase, die rote Farbe die 14 und
die griine Farbe die l,-Phase. Skalierbalken: 10 pm.

Zur Darstellung der Temperaturabhingigkeit der beiden Phasenkoexistenzsysteme werden die
Aufnahmen eines Vesikels gezeigt (Abb. 5.14). Der Phaseniibergang der Phasenkoexistenz l4-
lo zu der lg Phase von dem anionischen Fiinfkomponentensystem ist in Gegenwart der
PEG/Dextran-Mischung zu hoheren Temperaturen verschoben. Oberhalb von 60 °C wird eben-
falls der zweiphasige Zustand der PEG/Dextran-Mischung innerhalb der Vesikel beobachtet,
wohingegen sich die Mischung in der Bulklosung bei hoheren Temperaturen im Ein-Phasen-
Zustand befindet. Somit kann daraus geschlossen werden, dass beide Phasenkoexistenzsysteme
einen gegenseitigen Einfluss haben und die jeweiligen Phasenkoexistenzen stabilisieren. Im

Vergleich zu den  literaturbekannten = Modellsystemen aus bis zu den
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Dreikomponentensystemen'*® wird bei der Temperaturerhdhung keine Ausstiilpung beobach-
tet. Um einen tieferen Einblick zu bekommen, wurde nach der Vesikelherstellung eine Mi-
schung aus 0,5 wt% PEG und 0,5 wt% Dextran mit dem reinen HEPES-Puffer ausgetauscht
(vgl. Abb. 5.14). Dabei lieB3 sich beobachten, dass die Dextranreiche-Phase mit der 14 Phase und
die PEG-reiche Phase mit der 1, Phase interagieren. Eine Erkldarung konnte sein, dass sich zwi-
schen den eher hydrophilen und stark hydratisierten Dextranmolekiilen und den polar und ge-
ladenen Phospholipidkopfgruppen ein Netzwerk aus Wasserstoffbriickenbindungen bildet. Die
Stabilisierung der geordneten Lipidphase konnte durch die eher hydrophoben PEG-Molekiile

hervorgerufen werden.

Abb. 5.14: Temperaturabhidngige Untersuchung des anionischen Fiinfkomponentensystems eingekapselt mit
der 4,6 kDa PEG/ 10kDa Dextran Mischung. rot entspricht N-Rh DHPE = 14 Phase-Marker, griin entspricht
NBD DHPE = |, Phase-Marker und blau entspricht Dextran-Alexa647 = Dextranreiche-Phase-Marker.
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1°um )

Abb. 5.15: Zugabe einer 4,6 kDa PEG/ 10kDa Dextran Mischung (jeweils 0,5 wt%) zu den anionischen
(DOPG:DPPG:DOPC:Chol:DPPC; 5:5:20:25:45) Vesikeln, die daraufhin temperaturabhidngig untersucht
wurden sind.

Letzlich kann geschlussfolgert werden, dass die Wechselwirkung zwischen membranlosen und
membrangebundenen Fliissig-Fliissig-Phasensystemen sich als biologisch relevant erweist, da
beide Phasenkoexistenzen sich gegenseitig beeinflussen. Zum einen koénnen Lipidvesikel die
Amyloid Bildungen von Peptiden verlangsamen, zum anderen fiihrt die Anlagerung der Pro-
teintropfchen an der Membran zur Verdnderung der Kompartimentierung der Zellmembran.
Bei den verkapselten Vesikeln wird deutlich, dass eine bevorzugte Wechselwirkung zwischen
der einen Phase des Membransystems und der des wissrigen Zwei-Phasen-Systems vorliegt
und somit die Phasenkoexistenzen moduliert werden, so dass unterschiedliche Reaktionsberei-
che konfiguriert werden, welches fiir biologische Prozesse wie membranassoziierte Signal-

transduktion relevant sein konnte.
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5.4. Zusammenfassung

Die Erforschung der Wechselwirkungen zwischen biomolekularen Kondensaten und der Zell-
membran kdnnte neben neue Erkenntnissen zelluldrer Prozesse ein weiterer Schritt fiir die Er-
kenntnis von Krankheitsentstehung und somit zur Entwicklung von entsprechenden Therapeu-
tika sein. In dem ersten Teil des Kapitels wurden die Eigenschaften des Peptids ACCi-13K32 und
ATP in Anwesenheit von Vesikeln des zwitterionischen Dreikomponentensystems und des an-
ionischen Fiinfkomponentensystems untersucht, um die Wechselwirkungen beider Pha-
senkoexistenzen zu analysieren. Um den Einfluss von Lipidsystemen auf das Fliissig-Fliissig-
Phasenverhalten des Peptids ACCi.13K32 und ATP zu erhalten, wurden kleine unilamellare
Vesikel (SUV) der jeweiligen Lipidsysteme verwendet. Anhand der Ergebnisse kann geschluss-
folgert werden, dass beide Lipidsysteme die Bildung von Amyloiden verzdgern. Die dafiir zu-
grundeliegenden Mechanismen werden abhingig von der Ladung der Membransysteme sein.
Die zwitterionische Membran kann sowohl mit dem Peptid als auch mit ATP wechselwirken.
Dagegen konkurriert die anionische Membran mit dem negativ geladenen ATP um das positiv
geladene Peptid, wodurch die Interaktion von ACCi-13K32 und ATP ebenfalls gestort wird.
Durch den Einsatz von riesigen unilamellaren Vesikeln, sowohl vom Dreikomponentensystem
als auch vom Fiinfkomponentensystem, konnte der Einfluss von ACC;.13K32 und ATP auf die
la-lo Phasenkoexistenz der Lipidmembranen untersucht werden. Die Ergebnisse belegten die
unterschiedlichen Starken der Wechselwirkungen der zwitterionischen Membran und der anio-
nischen Membran mit dem ACC;.13K32 und ATP System. Aufgrund der schwécheren Wechsel-
wirkung lagern sich die Tropfchen des Fliissig-Fliissig-Phasensystems an der zwitterionischen
Membran an, welches zu einer Ausstiilpung der Vesikel fithrt. An der Membranoberflache las-
sen sich mit der Zeit auch Aggregate feststellen. Bei der anionischen Membran werden die
Tropfchen von der Membran aufgenommen, welches ein Indiz fiir eine stirkere Wechselwir-
kung ist, und nach einem Tag lassen sich Aggregate innerhalb der Lipidvesikel beobachten. Bei
beiden Fillen fiihrt dies zu einer Verdnderung der Membran hinsichtlich ihrer lateralen Orga-
nisation und Topologie. So wurden auch Aggregation der Vesikeln beobachtet.

Die Untersuchung der anionischen Vesikel, in welchen das wissrige Zwei-Phasen-System aus
PEG und Dextran umschlossen ist, zeigte, dass beide Systeme die jeweilige andere Pha-
senkoexistenz hinsichtlich ihrer Temperaturstabilitit stabilisieren jedoch eine favorisierte
Wechselwirkung zwischen einer der Phasen des Lipidsystems und einer der Phasen des wéss-
rigen Zwei-Phasen-Systems auftritt. Dies bedeutet, dass neue Reaktionsbereiche konfiguriert
werden, in denen verschiedene biologische Prozesse parallel stattfinden kdnnten und verschie-

dene geloste Komponenten zu den unterschiedlichen Lipidbereichen transportiert werden
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konnten. Wissrige Zwei-Phasen-Systeme konnten somit bei der Entwicklung von Medikamen-
ten als Medium verwendet werden, wobei Wirkstoffe zielgerichtet an bestimmte Membrando-

manen transportiert werden konnten.
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7. Anhang

7.1. Weitere Abbildungen
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Abb. 7.1: Die aufgenommenen Fluoreszenzspektren fiir das Fiinfkomponentensystem mit unterschiedlichen
Stoffmengenanteilen von 25-Hydroxycholesterol in Abhéngigkeit der Temperatur (oben) und in Abhéngig-
keit des Drucks bei 80 °C (unten).
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Abb. 7.2: Die gemessenen Streukurven des Einkomponentensystems (links) und des Dreikomponentensys-
tems (rechts) mit unterschiedlichen Stoffmengenanteilen von 25-Hydroxycholesterol in Abhéngigkeit der
Temperatur.



7.1. Weitere Abbildungen

Abb. 7.3: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von DMPC Vesikel mit verschiedenen Stoffmengenanteil

von 25-Hydroxycholesterol Xss.on = 0 (links) und 0.3 (rechts) bei 24°C. rot: 1 Phase/ schwarz: 1, Phase.
Skalenleiste: 20 pm.
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Abb. 7.4: Aufgenommene CD-Spektrum vom RG-1 bei einer Temperatur von 25 °C (schwarz) und bei einer
Temperatur von 75 °C (blau).
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Beispiele Phosphatidylglycerin (PG) und Phosphatidylcholin (PC) dargestellt, fordert die
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Abb. 1.2: Der kritische Packungsparameter CCP = VA - | bestimmt die Form der gebildeten
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kegelstumpfartige Lipide bilden inverse Mizellen (CCP < 1) aus. Die Fahigkeit,
unterschiedliche Aggregatformen auszubilden, wird Polymorphismus genannt. Aus ©!
dargestellt und MOAIfIZIEIT. ........coeviiiiiiieciie e 7
Abb. 1.3: Schematische Ubersicht iiber Makrostrukturen der Lipidsysteme. A)
Lipiddoppelschicht, B) unilamellare Vesikel, die nach ihrer GroBe klassifiziert werden
konnen und C) multilamellare Vesikel, die aus vielen lamellaren Lipidschichten
bestehen. Aus [®! dargestellt und MOifiZIErt. ..........c.ovevevevivieeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 8
Abb. 1.4: Schematische Darstellung der temperatur- und druckabhiangigen lamellaren
Lipidphasen in wissrigem Medium. Bei niedriger Temperatur liegt die Doppelschicht in
der Gelphase Lg, auch s, (solid ordered) genannt, vor. Bei einer Erh6hung der
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weiteren Phase 1, (liquid ordered) bei hohen Cholesterolkonzentrationen. Aus °!
dargestellt und MOAIfIZIEIT. .......c..ooviiiiiiieiee e 9
Abb. 1.5: A) Chemische Struktur von dem Nucleotid Adenosin-5‘-triphosphat, ATP, mit den
drei Bausteinen: einem Phosphatrest der Phosphorsdure, einem Fiinffachzucker (2°-
Desoxyribose) und einer von vier Basen (Adenin). B) Das Basenpaar Guanin und
Cytosin, die durch Wasserstoffbriickenbindungen miteinander wechselwirken. C) Die
schematische Darstellung eines Einzelstrang und einer Doppelhelix, welche durch die

Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Basen Adenin (A) =~ und Thymin (T)/

Uracil (U) === und den Basen Guanin (G) wss=- und Cytosin (C) . stabilisiert
wird. Aus 19 dargestellt und MOIfIZIEIT. .........c.oveveveveveeieeeeeceeeeeeeee e 11
Abb. 1.6: A) Dipeptid aus zwei Aminosiuren, in diesem Beispiel zwei Lysinen. B) Ubersicht

der Proteinstrukturen; die Reihenfolge der Aminoséduren (Darstellung als Kreise)
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definiert die Primérstruktur, riumliche Strukturen eines lokalen Bereich im Protein sind
Sekundérstrukturen, in diesem Beispiel eine a-Helix und die Zusammenlagerung
mehrerer Sekundirstrukturen bildet die Tertifirstruktur®!' der Proteine. ........................... 13
Abb. 3.1: Die chemische Strukturen der Oxidationsprodukte von Cholesterol: 7/-
Hydroxycholesterol (74-OH), 25-Hydroxycholesterol (25-OH) und 24S-
Hydroxycholesterol (24-OH). Die Oxidationsprodukte entstehen sowohl durch
enzymatischen Reaktionen, wie z.B. 24-OH als auch durch Autooxidation, wie z.B. (74-
OH). Das 25-OH kann aus beiden Reaktionswegen hervorgehen.............ccccceevevvvennnnnn. 19
Abb. 3.2 Explosionsdarstellung (links) und Querschnitt (rechts) der Mikroskopie-
Hochdruckzelle ( a: Zellkorper; b: Oberer Stempel; c: Obere Stempelmutter; d:
Diamantfenster; e: O-Ring; f : Deckglas; g: PTFE-Ring; h: Unterer Stempel und i:
Untere Stempelmutter). Aus [7! dargestellt und modifiziert. ............cocovveveveererevevernnnee. 25
Abb. 3.3: Einfluss der Temperatur auf die generalisierte Polarisation GP des A)
Einkomponentensystems
DMPC, B) Dreikomponentensystems DOPC:DPPC:Chol. (1:2:1) und C) Fiinfkomponent
ensystems DOPC:DOPG:DPPC:DPPG:Chol. (45:20:25:5:5) [ab 60 °C Messdaten von
Kurve X2s.on = 0 von Bornemann et al.*’] mit verschiedenen Stoffmengenanteilen von
25-Hydroxycholesterol X2s5.on = 0 (schwarz), 0,1 (hellblau) und 0,3 (dunkelblau). ........ 27
Abb. 3.4: Analyse des Einflusses des Drucks auf den GP-Wert von A) dem
Einkomponentensystem DMPC bei T'= 40 °C, B) dem Dreikomponentensystem
DOPC:DPPC:Chol. bei 7= 60 °C und C) dem Fiinfkomponentensystem bei 7= 80 °C
mit verschiedenen Stoffmengenanteilen an 25-Hydroxycholesterol X2s5.on = 0 (schwarz),
0,1 (hellblau) und 0,3 (dunkelblaw). ............ccoviiieiiiiiiiiiecie e 29
Abb. 3.5: Auftragung der lamellaren Schichtdicke d gegen die Temperatur A) des
Einkomponentensystems DMPC und B) des Dreikomponentensystems
DOPC:DPPC:Chol. mit verschiedenen Stoffmengenanteilen an 25-Hydroxycholesterol:
Xas5.0n = 0 (schwarz), 0,1 (hellblau) und 0,3 (dunkelblau). ..........cccceevieriiieniiniieienens 31
Abb. 3.6: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen des Dreikomponentensystem
DOPC:DPPC:Chol.(1:2:1) in Abhéngigkeit der Temperatur mit verschiedenen
Stoffmengenanteilen von 25-Hydroxycholesterol X2s.on = 0, 0,1 und 0,3; rot: lq Phase /
schwarz: 1, Phase. Skalenleiste: 20 [m. .......oocuieiiiiriiiiiieiieeiiee e 34
Abb. 3.7: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen des Dreikomponentensystem

DOPC:DPPC:Chol. (1:2:1) in Abhéngigkeit des Druckes (7= 50 °C) mit verschiedenen
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schwarz: 1, Phase. Skalenleiste: 20 M. .......ccooooiiiiiiiiiiiiiienie et 35
Abb. 3.8: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen des Fiinfkomponentensystem. in
Abhéngigkeit A) der Temperatur beziehungsweise B) des Druckes (7'= 45 °C) mit
verschiedenen Stoffmengenanteil von 25-Hydroxycholesterol X2s.on = 0, 0,1 und 0,3;
rot: lg Phase/ schwarz: 1, Phase. Skalenleiste: 20 (M. ......ccceerieeiiienieniieiieeieeeeeieeee. 37
Abb. 4.1: Schematische Darstellung der planaren Anordnung von vier Guanin-Molekiilen
(Tetrad). Die Guanin-Molekiile werden durch die Bildung von
Wasserstoffbriickenbindungen, als gestrichelte Linie verdeutlicht, sowie durch die
Wechselwirkungen mit Kationen (+), die sich im zentralen Kanal der Quadruplexe
befinden, stabilisert. Als Kationen konnen Natrium- und Kaliumionen zum Einsatz
KOTIIMIEIL. ...ttt ettt et ettt e et e bt e sateebeesateeneeas 41
Abb. 4.2: Schematische Darstellung der drei moglichen Strukturen eines G-Quadruplexes, die
sich in der Ausrichtung der Stringe und Schleifenstrukturen unterscheiden. Parallel: Vier
Strange in derselben Ausrichtung; antiparallel: zwei Stringe in entgegengesetzter
Ausrichtung zu den beiden anderen Stringen und hybrid: ein Strang in entgegengesetzter
Ausrichtung zu dem anderen StrANZEN. .......cccvieruieriieiieeie et 42
Abb. 4.3: Chemische Struktur des pflanzlichen Isochinolin-Alkaloids Berberin. Dieses
planare Ligandenmolekiil bindet an den G-Quadruplex und besitzt antivirale,
antiallergische und entziindungshemmende Eigenschaften. .........c...ccccoevviiiiiiennnnnnnn. 43
Abb. 4.4: UV/Vis-Absorptionsspektren einer 250 pM Berberinlosung bei steigenden
Konzentrationen an RG-1 [0 uM (schwarz),10 uM (rot), 20 uM (dunkelblau), 40 uM
(griin), 60 uM (violett), 80 uM (orange), 100 uM (hellblau) und 150 uM (pink)] in A)
100 mM Natriumchlorid und in B) 100 mM Kaliumchlorid bei 7= 25 °C..................... 47
Abb. 4.5: Job’s Plot fiir den Komplex Berberin/RG-1 in A) 100 mM NaCl beziechungsweise
B) 100 mM KCl bei T'=25 °C und 1 bar. Die Gesamtkonzentrationen der beiden
Komponenten betrug 60 uM. Die Anregungswellenldnge war 443 nm und die
Fluoreszenzintensitdt wurde bei der Wellenldnge 536 nm aufgenommen. ..................... 49
Abb. 4.6: Bindungsisotherme flir den Komplex Berberin/RG-1 in A) 100 mM Natriumchlorid
beziehungsweise B) Kaliumchlorid bei 7= 25 °C und 1 bar. Die blauen Linien stellen
die beste Anpassung der experimentellen Daten nach einem dquivalenten und
unabhingigen Bindungsstellenmodell mit der Stochiometrie 2:1 Berberin:RG-1 dar. Die

Berberinkonzentration betrdgt 15 uM und die Konzentration an RG-1 variierte zwischen
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0 und 40 uM. Die Anregungswellenlidnge betrug 443 nm und die Emissionswellenlénge
536 nm, bei der die Intensitdt aufgenommen wurde. ...........cccoeceiiiiiiiieiieniieeieeeee 50
Abb. 4.7: Zirkulardichroismus-Spektren fiir das RG-1 in A) 100 mM NaCl beziehungsweise
in B) KCI in Anwesenheit von Berberin (rot) und in Abwesenheit von Berberin
(schwarz) bei T=25°C und 1 Dar........ccccoeeviiieiiieceeeeee e 51
Abb. 4.8: Bindungsisotherme fiir den Komplex Berberin/RG-1 in A) 100 mM NacCl
beziehungsweise B) 100 mM KCl bei 7= 25 °C und 1 bar (schwarz), 500 bar (rot), 1000
bar (blau), 1500 bar (griin), and 1900 bar (violett). Die Linien stellen die beste
Anpassung der experimentellen Daten nach einem dquivalenten und unabhéngigen
Bindungsstellenmodell mit der Stochiometrie 2:1 = Berberin:RG-1 dar. Die
Berberinkonzentration betrdgt 15 uM und die Konzentration von RG-1 variierte
zwischen 0 und 40 uM. Die Anregungswellenldnge betrug 443 nm und die
Emissionswellenldnge 536 nm, bei der die Intensitdt aufgenommen wurde.................... 53
Abb. 4.9: Auftragung des natiirlichen Logarithmus von K, gegen den Druck fiir die
Komplexbildung zwischen Berberin und RG-1 in Gegenwart von 100 mM NaCl
(schwarz) und 100 MM KCI (blau). .....cccueeeeviieiiieeiieceeecee e 55
Abb. 5.1: Assoziative Fliissig-Fliissig-Phasentrennung dargestellt A) anhand einer
mikroskopische Aufnahme beider Phasen von einem Protein B) anhand eines Schemas,
wobei 1) beide Komponenten beziehungsweise 2) eine einzig geloste Komponente, die
durch Assoziation in der Lage sind, eine dichte Tropfchenphase auszubilden. Aus 12!
dargestellt und MOAIfIZICIT. .........ccouiiiiiiiieiie et 62
Abb. 5.2: Schematische Darstellung des Peptids ACC;.13K,, welches aus dem Fragment der
A-Kette des Insulins (ACCj-13) und dem Oligolysin Segment (K,) mit unterschiedlicher
Kettenldnge (n =8, 16, 24, 32 und 40) besteht. Das Fragment der A-Kette besteht aus 13
Aminosduren; G = Glycin, I = Isoleucin, V = Valin, E = Glutaminsdure, Q = Glutamin, C
= Cystein, A = Alanin, S = Serin und L = Leucin.’®.........c.cocoooviiiiiereeeeeeeeeeeeen, 63
Abb. 5.3: Segregative Fliissig-Fliissig-Phasentrennung dargestellt A) anhand einer
mikroskopische Aufnahme beider Phasen und B) einem Schema mit zwei Phasen, in
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