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Zusammenfassung

Durch die Entschliisselung des menschlichen Genoms wurde eine Fiille detaillierter Bauanlei-
tungen von Proteinen - den Grundbausteinen des Lebens - bekannt. Um dynamische Prozesse,
wie Transportvorginge und molekulare Wechselwirkungen, in lebenden Zellen zu untersuchen,
muss aber auf andere Techniken als die der klassischen Biochemie zuriickgegriffen werden. In
jingerer Zeit haben sich hierbei vor allem Methoden der Einzelmolekiilfluoreszenzspektrosko-
pie als wegweisend herausgestellt.

Ein wichtiger Transportmechanismus in Zellen ist die Diffusion, die durch Grofe, Form, La-
dung und durch die hohe Konzentration der beteiligten Proteine beeinflusst wird. Zum bes-
seren Verstindnis dieser Einfllisse wurde in dieser Arbeit die Diffusion von Proteinen bei
physiologischen Proteinkonzentrationen mit Hilfe der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie
untersucht. Der Vergleich der gemessenen Diffusionskoeffizienten mit Simulationen legt nahe,
dass spezifische Proteinstrukturen fiir abweichendes Verhalten unterschiedlicher Proteinlo-
sungen ausschlaggebend sind. Diese Arbeit liefert Ansétze fiir eine systematische Studie der
beteiligten Parameter zum besseren Verstdandnis der molekularen Wechselwirkungen in leben-
den Zellen.

Neben der Diffusion von Proteinen im Zytoplasma wurde auch die Mobilitdt von Membran-
proteinen, die fiir die zelluldre Reaktion auf dufsere Einfliisse wichtig sind, in Pflanzenzellen
untersucht. Die gemessenen Diffusionskoeffizienten des Kalium-Kanals KAT1 kann ich durch
die Existenz von Mikrodoménen erkléren. Die Beweglichkeit in der Plasmamembran lésst sich
mit Lipiden vergleichen.

Aufserdem wurde eine neue Methode zur Charakterisierung der Proteinhiille von Transport-
vesikeln entwickelt, die, im Gegensatz zum stochastischen Markierungsansatz tiber Immuno-
goldpartikel, die auftretenden Isoformen spektral unterscheiden kann. Zur Analyse der Zusam-
mensetzung wurde eine Kolokalisationsanalyse mit alternierender Laseranregung kombiniert.
Mein Methodenansatz liefert damit einen neuen Anstofl zur quantitativen Untersuchung der
Proteinbeladung von Vesikeln.

Abstract

A vast amount of detailed building instructions for proteins - the basic modules of life - have
been discovered by sequencing of the human genome. Nevertheless, one has to use approaches
different from those of classical biochemistry to gain information on dynamic processes in
living cells, e.g. transport processes and molecular interactions. Single-molecule spectroscopy
methods have recently shown the ability to answer questions in this field.

Diffusion is one of the most important mechanisms of transport in cells. Parameters such
as size, shape, charge and high concentrations of macromolecules affect diffusion. To further
understand these influences, the diffusional behavior of several proteins was measured at
physiological protein concentrations using fluorescence correlation spectroscopy. A comparison
of the measured diffusion-times with simulations leads to the assumption that the specific
shape of the proteins is crucial for diffusion in crowded solutions. This thesis provides an
approach to systematically study the parameters that influence molecular interactions in living
cells.

In addition to studying diffusion in the cytoplasm, I investigated the mobility of membrane-
proteins. This class of proteins is important for the mediation of cellular responses upon
external stimuli. The diffusion coefficients that I measured for the potassium channel KAT1
can be explained by the occurrence of microdomains and are in the range of lipid mobility.
Furthermore, a new method that enables the characterization of the protein-coat of transport
vesicles was developed. In contrast to stochastic labelling methods, e.g. immunogold labeling,
it is now possible to spectrally distinguish different isoforms. A combination of alternating-
laser excitation with colocalization analysis provides the opportunity to quantitatively analyze
the protein-composition in the coat of vesicles.
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Einleitung






1. Einleitung

1.1. Motivation

Die Zelle wird gerne als , Fabrik“ des Lebens bezeichnet [1]. Wie in der Industrie ist auch
hier eine reibungslose Logistik n6tig, damit sowohl die Zulieferung des Nachschubs von
auken, als auch die Belieferung der unterschiedlichen Abteilungen mit Baustoffen und
Verbrauchsmaterial funktionieren. In der Zelle entspricht dies den Transportprozessen
von grofien Biomolekiilen, wie Proteinen, Enzymen und Ribonukleinsiuren (RNA),
sowie kleiner Molekiile wie Sauerstoff und Ionen, die in und zwischen unterschiedli-
chen Kompartimenten transportiert werden. Durch den Transport und die Wechsel-
wirkung dieser Molekiile innerhalb der Zelle entsteht eine komplexe Maschinerie, die
sich auf zelluldrer und subzelluldrer Ebene abspielt. Die Herausforderung der moder-
nen Wissenschaft besteht darin diese Transportmechanismen und Wechselwirkungen
zu verstehen um zum Beispiel nachvollziehen zu konnen wie und wo Medikamente wir-
ken: Wie werden sie aufgenommen? Wohin werden Wirkstoffe gebracht? Welche Wir-
kung entfalten sie? Um diese komplexen Interaktionen zu verstehen, ist zunéchst ein
grundlegendes Wissen iiber die Transportprozesse und Wechselwirkungen in biologi-
schen Systemen notig. Gentechnische und mikroskopische Entwicklungen erméglichen
es heute, die Zelle auf molekularer Ebene zu untersuchen. Fragestellungen iiber die
Wechselwirkung einzelner Molekiile miteinander oder Transportprozesse auf mikro-
skopischen Langenskalen sind heute typisch in der Biologie. Physikalische Techniken
und Konzepte erlauben es auch biologische Prozesse zu beschreiben um zu versuchen
diese Fragen zu beantworten. Damit hat sich die Biologie zu einem interessanten und
interdisziplindren Forschungsfeld entwickelt.

1.2. Wissenschaftlicher Kontext

Um ein zufriedenstellendes Verstdndnis eines komplexen biologischen Systems zu errei-
chen, muss ein breites Spektrum konzeptioneller und experimenteller Werkzeuge aus
unterschiedlichen Bereichen der Lebens- und Naturwissenschaften angewendet werden.

Der Erkenntisfortschritt auf dem Gebiet der Gentechnik bildet die Grundlage zur Auf-
schliisslung der Bestandteile lebender Organismen und damit zur Identifizierung und
Chrakterisierung von Systemkomponenten.

Die enormen Forschungsanstrengungen um das Genom mehrerer Organismen zu ent-
schliisseln fithren zu einer Fiille von Gen-Sequenzdaten [2-4|. Damit erhdlt man In-
formationen iiber ein Genprodukt, die zum Beispiel einem Protein zugeordnet werden
koénnen. Sind diese Genprodukte identifiziert, lassen sich so unter anderem Expressi-
onsmuster fiir die Synthese von Proteinen ableiten [5].
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Zusétzlich ermdglichen Entwicklungen in der Mikroskopie einen bis dato noch nie da
gewesenen Einblick in Strukturen biologischer Systeme und bringen so neue Informa-
tionen iiber ihre Zusammensetzung und Bestandteile.

Dass die wassrige Phase des Zytoplasmas von Zellen beispielsweise mit einer Viel-
zahl von Makromolekiilen besetzt ist |6, 7|, kann nicht direkt iiber ein Lichtmikro-
skop erkannt werden. Fiir einen direkten Beweis fiir diesen tiberfiillten Zustand kann
aber die Technik der Kryoelektronentomographie genutzt werden [8, 9|, bei der diin-
ne, intakte Zellen sehr schnell durch Eintauchen in fliissiges Ethan eingefroren wer-
den. Mit einem Elektronenmikroskop werden anschliefend viele Bilder dieser Zellen
iiber einen weiten Bereich von unterschiedlichen Neigungswinkeln aufgenommen. Uber
ein Computer-Programm koénnen danach dreidimensionale Bilder mit einer Auflo-
sung von (4 — 6)-107m rekonstruiert werden. Damit lassen sich die Zellmembran,
Aktin-Filamente (Teile des zelluléren ,Skeletts”) und Proteinkomplexe, wie Ribosomen
(Protein-Herstellungs Maschinen), auflésen [6].

Molecular Crowding

Verdrangungen und Volumenausschliisse durch Hintergrundmolekiile (sogenannte crow-
der) beeinflussen die Stabilitit, die Faltung und die Aggregation von Proteinen [10-18].
Der Effekt des Molecular Crowding ist daher ein aktueller und viel diskutierter Aspekt
[19-33], wenn es darum geht in vitro Experimente mit Messungen in lebenden Zellen
zu vergleichen [34-36]. Der Einfluss dieses Effektes auf die Protein-Wechselwirkungen
ist bis jetzt noch nicht vollstandig geklart und Bestandteil kontroverser Diskussionen
[21, 29, 32-48] in denen es darum geht, ob Verdringung einen starken Einfluss auf die
Diffusion geloster Stoffe in der Zelle hat und damit ein entscheidender Faktor fiir den
Stoffwechsel, Transportphédnomene, Signalprozesse und Zellbewegung ist. Eine dhn-
liche Situation an hohen Konzentrationen von Makromolekiilen wie im Zytoplasma
findet sich auch auf und in Membranen. In Zellmembranen diffundieren Proteine und
Lipide in einer stark iiberfiillten und heterogenen Landschaft in der Aggregate und
dichte Bereiche von Proteinen oder Lipiden den Weg der diffundierenden Molekiile be-
hindern [25]. In diesem Zusammenhang wird auch iiber das Auftreten von gehinderter
(anomaler) Diffusion durch Molecular Crowding diskutiert |25, 40, 42, 43, 49-53].

Membrandiffusion

Ionenkanile sind {iber die Lipiddoppelschicht eingebaute Kanéile. Sie sind wichtige
Transportproteine in zelluliren Membranen, da sie die Bewegung von Ionen durch die
Zellmembran erlauben. Thre Aktivitat in der Membran entscheidet zum Beispiel iiber
die Erzeugung und Weiterleitung von Nervenimpulsen, Kontraktion von Muskeln und
die Aufrechterhaltung des Membranpotentials [54]. Sie spielen fiir die physiologischen
Funktionsfihigkeit von Zellen eine wichtige Rolle und sind die Schliisselkomponente
von mehreren Signalwegen. Die Regulierung der Kanal-Aktivitét ist entscheidend fiir
eine schnelle Anpassung der Membranleitfihigkeit an sich dndernde zelluldre Erfor-
dernisse.
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Bisher haben sich die Untersuchungen zur Regulation von Ionenkandlen vor allem
auf die Kontrolle der Kanal-Aktivitat unter verschiedenen Einfliissen, wie z.B. pH-
Wert [55] oder Membranspannung, konzentriert. Neuere Arbeiten auf dem Gebiet des
Membrantransports zeigen jedoch, dass die Regulierung der Ionenkanaldichte und die
Beschrankung von Ionenkanélen auf Mikrodoménen innerhalb der Plasmamembran
fiir die Steuerung der Kanal Funktionen entscheidend sind. Auferdem zeigten Unter-
suchungen des Transports von Plasmamembran-lonenkanélen in Sdugerzellen, dass die
Beforderung zwischen speziellen Kompartimenten innerhalb der Zelle stark reguliert
ist. Die Plasmamembran-Kanaldichte kann durch die Kontrolle der Exportrate aus
einem der Kompartimente, dem endoplasmatische Retikulum (ER), angepasst werden
[56].

Transportvesikel

Der Transport zwischen solchen Kompartimenten erfolgt iiber membranumhiillte Fracht-
container, die iiber die Rekrutierung von Proteinhiillenkomplexen, die ihre Membranen
umgibt, unterschieden werden kénnen [57|. Coatomer coat protomer ist einer dieser
wichtigen Komplexe, der aus sieben Untereinheiten, sogenannten COPs (coat Protein),
besteht. Neben seiner Aufgabe beim biosynthetischen Transport innerhalb der Zelle
wird eine Beteiligung bei der Regulierung von Kanalproteinen vermutet [58-61].

Aber auch die Rolle von Coatomer im Transportnetzwerk ist noch nicht vollstdndig ver-
standen. Aktuelle elektronenmikroskopische Strukturanalysen konnten drei Coatomer-
Spezies an Hand ihrer Frachtspezifizitat unterscheiden [62, 63]. Auf Grund dieser Er-
gebnisse wird ihnen eine differenzielle Aufgabenverteilung zugesprochen [64].

Techniken

Die Elektronenmikroskopie eignet sich besonders gut, um Strukturen zu analysieren
und Verteilungen in unterschiedlichen Kompartimenten festzustellen. Aber die Proben
miissen speziell prapariert und fixiert werden [65], wodurch die Untersuchung dyna-
mischer Prozesse in lebenden Zellen nicht moglich ist.

Zur Untersuchung von dynamischen Prozessen konnten sich in der Biologie beson-
ders optische Messverfahren in Verbindung mit Fluoreszenz-Methoden etablieren. Der
Hauptgrund fiir die Beliebtheit dieser Methoden besteht darin, dass sie durch ihren
nicht-invasiven Eingriff die Moglichkeit bieten lebende Zellen zu untersuchen [66, 67].
Die Entdeckung und die gentechnische Weiterentwicklung von fluoreszierenden Prote-
inen, wie das griin fluoreszierende Protein (GFP) spielen hierbei eine wesentliche Rolle
[68—T71].

Bei der Untersuchung dynamischer Prozesse ist die molekulare Beweglichkeit ein wich-
tiger Parameter fiir das Verstédndnis der Zellphysiologie, da sie bei der Regulierung der
zahlreichen biologischen Prozesse wie der intra- und interzelluldren Signalwege, betei-
ligt ist. Die Beweglichkeit nimmt dabei in besonderem Mafe Einfluss auf die Amplitude
und die Zeitspane der Zellsignale. Die Messung der Mobilitdt kann auch ein Weg sein
um molekulare Wechselwirkungen zu bewerten, wenn zum Beispiel die Komplexbil-
dung von der Geschwindigkeit der Bindungspartner im Zytoplasma abhéngt [72].
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Fiir die Untersuchung dynamischer Prozesse wie Proteindiffussion, Protein-DNA Wech-
selwirkungen oder Wirkstofftransport in lebenden Zellen wurden in erster Linie folgen-
de Techniken entwickelt und verwendet |73-75]: die Einzelmolekiil-Verfolgung ( engl.
Single Particle Tracking, SPT), Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (engl. Fluore-
scence Correlation Spectroscopy, FCS) und Fluoreszenzerholung nach Photozerstorung
(engl. Fluorescence Recovery After Photobleaching, FRAP).

Mit Fluoreszenzerholung nach Photobleichen (FRAP) konnen Diffusionsprozesse in
lebenden Zellen untersucht werden. Besonders haufig wird die Methode bei der Unter-
suchung von Diffusions- und Transportprozessen innerhalb und {iber die Zellmembran
hinweg benutzt [75-78]. Ausgangspunkt ist ein Probenvolumen, das mit Fluoropho-
ren gefiillt ist. Kin Bereich der Probe wird zun&chst schnell durch intensive Laser-
beleuchtung gebleicht. Uber die Zeit diffundieren mobile Fluorophore von auferhalb
der Bleichregion in den dunklen Bereich, wodurch die Regeneration der Fluoreszenz
verfolgt werden kann. Die Geschwindigkeit dieser Erholung ist mit der Fluorophor-
Mobilitat verbunden. Tragt man die Zunahme der Fluoreszenzintensitéat iiber die Zeit
auf, lasst sich der Diffusionskoeffizient extrahieren [75].

Eine weitere Methode, die sich vor allem bei Membran-Diffusionsprozessen durchge-
setzt hat, ist die Verfolgung einzelner Molekiile (SPT) mithilfe einer schnellen CCD
Kamera |73, 79].

Durch die Kombination einer spezifischen Markierung von Proteinen oder Lipiden,
z.B. durch Fluorophore oder Goldpartikel, und die Verwendung geeigneter Kamera-
Detektoren konnen die Molekiilpfade mit einer sehr hohen raumlichen und zeitlichen
Auflésung erfasst werden. Im Gegensatz zu Ensemble-gemittelten Methoden, um die
Diffusion zu messen, bietet SPT Informationen zu einzelnen Molekiilen. Damit kénnen
heterogene und komplexe Verhaltensweisen durch voriibergehende Einschrankungen
oder Barrieren identifiziert werden. Obwohl es durch seine hohe Orts- und Zeitauflo-
sung die bevorzugte Methode ist, eignet sie sich aufgrund der allgemeinen schnellen
Diffusion, sowie der Limitierung bei der Bestimmung der z-(axialen) Position der Teil-
chen, nicht zum Messen der Diffusion von gelésten Stoffen in wéssriger Phase in drei
Dimensionen [40].

Die Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) ist eine hoch empfindliche Metho-
de, um die Diffusion und den Transport von Farbstoff-markierten Molekiilen und deren
Wechselwirkungen zu messen [80, 81|. Urspriinglich wurde FCS fiir Messungen in of-
fenen Losungssystemen benutzt [82-85|, aber in den letzten Jahren wurden immer
mehr Anwendungen in lebenden Zellen entwickelt [86-90]. Durch sténdige Entwick-
lungen haben sich heute mehrere Untergruppen der FCS etabliert. Die Zwei-Photonen
FCS verwendet Licht mit einer grofsen Wellenldnge, wodurch die Autofluoreszenz der
Zellen reduziert wird, dadurch ist es eine attraktive Methode um Makromolekiile in
ihrer intrazelluéren Umgebung zu untersuchen [91]. Des Weiteren wurde kiirzlich ein
Dual-Fokus FCS-System! vorgestellt das robuster in Bezug auf optische und photo-
physikalische Artefakte ist, die inhdrent in der Standard-FCS sind [92].

'manchmal auch zwei Fokus-FCS (2fFCS)
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Um bei Messungen in einem beschrankten Reaktionsraum, wie der Zellmembran, sto-
rende Hintergrund-Fluoreszenz, wie z.B. aus dem Zytoplasma, zu eliminieren, kann
FCS mit internen Totalreflexions-Fluoreszenzanregung (engl. Total Internal Reflec-
tion Fluorescence, TIRF) [93, 94| kombiniert werden. Durch die Totalreflexion am
Glasboden des Probentrigers wird nur eine sehr schmales Volumen in axialer Rich-
tung beleuchtet [95].

Wird TIRF-Mikroskopie in Kombination mit einer alternierenden Laseranregung ver-
wendet, kann durch den Forster Energietransfer (FRET) zweier geeigneter und spek-
tral unterscheidbarer Farbstoffmolekiile der Abstand zueinander bestimmt werden. Da-
her kénnen dynamische Prozesse, Wechselwirkungen und Strukturen von markierten
Biomolekiilen oder fluoreszierende Proteine mit einer erstaunlichen Zeit- und Orts-
auflosung, besonders in diinnen Schichten wie der Zellmembran, untersucht werden
[96-102].

Einzelpartikel-Verfolgung; engl. Single Particle Tracking (SPT), Interne-Totalreflexions-
Fluoreszenzmikroskopie (TIRFM) und FCS gehoren zu den Einzelmolekiil-Fluores-
zenzmethoden [103-108|, da sie durch ihre hohe Empfindlichkeit die Moglichkeit bie-
ten einzelne Molekiile zu beobachten und Heterogenitidten von komplexen Systemen zu
untersuchen. Somit kénnen Details iiber Subpopulationen innerhalb eines Ensembles
aufgelost werden [109].

Zur Erforschung von Transportprozessen in lebenden Zellen [37, 51, 88, 90, 110, 111]
und der Interaktion von Biomolekiilen [56, 112, 113] werden diese Einzelmolekiil- und
Fluoreszenzmethoden [103, 104, 106, 107, 114, 115] stetig weiterentwickelt.

1.3. Perspektive

Auf ausgewéhlte Projekte deren biologische Grundlagen in den folgenden Kapiteln der
Einleitung (Kap. 2) skizziert werden, sollen Methoden der Einzelmolekiilspektroskopie
angewendet werden, um dynamische Prozesse und Zusammensetzungen von, fiir den
Transport relevanten, Parametern innerhalb der Zelle zu charakterisieren und quanti-
tativ zu analysieren.

Dazu zahlen die Untersuchung von Mobilitdtsparametern von Proteinen in physiolo-
gisch konzentrierten Proteinlosungen (Teil IT) und der Plasmamembran von lebenden
Zellen (Teil IIT) mittels Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie, sowie die Analyse der
Zusammensetzung von Transportvesikeln mit zwei verschiedenen Coatomer-Spezies
tiber Kolokalisationsexperimente an einem TIRF-Mikroskop (Teil IV).

Abb. 1.1 zeigt schematisch die untersuchten Reaktionsrdume im Kontext zum Auftre-
ten in der Zelle.

Zur Quantifizierung von Diffusionsprozessen wird in zwei Projekten die FCS verwen-
det. Daher wird bei der Ausfiihrung der Grundlagen ein besonderes Augenmerk auf
diese Technik gelegt.

Teil II: Die géngige Praxis Proteindynamiken, wie Faltung und Assoziation, in wéss-
rigen Losungen zu untersuchen berticksichtigt nicht den Einfluss von anderen Makro-
molekiilen, die in hoher Konzentration als sterische Hindernisse und Kollisionspartner
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Abbildung 1.1.: In der Zelle finden eine Vielzahl von Transportprozessen und moleku-
laren Wechselwirkungen statt, die mittels Fluoreszenzmethoden auf
Einzelmolekiilbasis in der vorliegenden Arbeit untersucht werden. Da-
zu zéhlt die Strukturanalyse von Hiillenproteinen in Transportvesikeln
mit Interne-Totalreflexions-Fluoreszenzmikroskopie (oben rechts) und
die Untersuchung von Mobilitdtsparametern von Proteinen in phy-
siologisch konzentrierten Proteinlésungen (oben links) und der Plas-
mamembran von lebenden Zellen (unten rechts) mittels Fluoreszenz-
Korrelations-Spektroskopie. (Grafik inspiriert durch [116])

in lebenden Zellen zu finden sind. Um die Liicke zwischen in vitro Experimenten und
Zellmessungen zu schliefsen werden daher experimentelle Methoden entwickelt, die ei-
ne hohe Konzentration an Hintergrundmolekiilen beriicksichtigen. Aber selbst dann
ergeben sich Diskrepanzen.

Um diesen Effekt zu untersuchen sollte im Rahmen dieser Arbeit ein konfokales Mess-
system aufgebaut werden (Kapitel 3) und iiber Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie
die Diffusionseigenschaften in nativen Proteinlésungen untersucht werden. Anschlie-
Kend sollten die Daten mit Simulationen der Browschen Dynamik verglichen werden.
Die Ergebnisse dieser Messungen und ein Modellvergleich findet sich in Kapitel 4. Dis-
kutiert werden die Ergebnisse in Kapitel 5.

In Teil III soll die Mobilitit des Kalium™-Kanals KAT1 in der Plasmamembran von
lebenden BY-2 Pflanzenzellen analysiert werden. Ein kommerzielles Laserscanning-
Mikroskop soll fiir die Fluoreszenz-Korrelations-Analyse erweitert werden (vgl. Kap.
6). Die Ergebnisse dieser Analyse sind in Kapitel 7 beschrieben und werden in Kapitel
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8 diskutiert.

Teil IV: Die Zusammensetzung von Hiillenproteinkomplexen in COPI (coat protein
complex I) Transportvesikeln in Bezug auf die unterschiedlichen Coatomer-Spezies
ist noch vollig unbekannt. Bisher gibt es noch keine geeignete Methode diese Zu-
sammensetzung zu untersuchen. Daher soll ein neuer Methodenansatz auf Basis von
Einzelmolekiil-Fluoreszenzmethoden entwickelt werden um die Coatomer-Isotypen in
der Proteinhiille von COPI-Vesikel zu unterscheiden. Der verwendete Messaufbau und
die schon vorhandene Auswerteroutine werden kurz in Kapitel 9 behandelt. Die Er-
gebnisse der Messungen werden in Kapitel 10 présentiert mit einer anschliefenden
Diskussion in Kapitel 11.

Teil V fithrt nochmal kurz die wichtigsten Ergebnisse der einzelnen Teile auf und gibt
jeweils einen kurzen Ausblick.






2. Ubersicht und Grundlagen

Bei der Frage warum sich jemand mit Physik beschéftigt wird gerne mit einem Zitat
aus Goethes Faust argumentiert [117]: ,Dass ich erkenne, was die Welt im Innersten
zusammenhalt.“ Im 21. Jahrhundert ist dies auch ein Leitspruch, der in der Biologie
immer haufiger verwendet wird.

Johann Wolfgang von Goethe (1749-1832) hat wohl selbst nicht mehr die Begriindung
der Zelllehre durch Theodor Schwann und Matthias Jacob Schleiden um das Jahr 1830
mitbekommen. Sie waren es auch, die erkannten, dass der 1831 von Robert Brown (der
Entdecker der Molekularbewegung) beschriebene Zellkern ein integrierter Bestandteil
der Zelle ist [118].

2.1. Diffusion

Durch das Leben in einer Welt der hohen Reynolds-Zahlen entwickeln Menschen keine
Intuition dafiir, wie das Leben einer Zelle aussieht. Wir bemerken nicht die thermische
Bewegung der Luftmolekiile oder die zufilligen Zitterbewegungen von Wassermolekii-
len, wenn wir schwimmen [119].

Selbst wenn die Transportmechanismen in Zellen meist komplexer sind als einfache
passive Diffusion [120], erfolgen sie dennoch in einem System das durch Diffusion und
molekulare Bewegung beherrscht wird.

Einsteins Pionierarbeit und Perrins spétere experimentelle Verifizierung seiner Theorie
zur Brownschen Molekularbewegung vor iiber 100 Jahren fiihrten zu der universellen
Akzeptanz der Existenz von Atomen und Molekiilen [121]. Durch die Verwendung ei-
ner statistischen mechanischen Beschreibung zeigte Einstein, dass die unregelméfige
Bewegung von Teilchen, die in ruhenden Losungen suspendiert sind, durch die zufalli-
ge thermische Einwirken der Losungsmittelmolekiile auf diese Teilchen erklart werden
kann [122]. Fiir die Zufallsbewegung eines Teilchens in verdiinnter Losung gilt in Ab-
wesenheit von dufleren Potentialfeldern fiir die mittlere quadratischen Verschiebung
der Position x nach verstrichener Zeit ¢:

(2?)=2-D-t (2.1)

Unter Bertiicksichtigung eines thermodynamischen Gleichgewichts und der Vorausset-
zung, dass es sich um sphérische Teilchen handelt, erkannte Einstein, dass der intrin-
sische Diffusionskoeffizient D, aufer von universellen Konstanten und der absoluten
Temperatur 7" nur vom Reibungskoeffizienten der Fliissigkeit und von der Grofe der
suspendierten Teilchen abhangt.

Dafiir nutzte er das Stokesche Gesetz und driickte die Geschwindigkeit v, mit der
sich ein kugelférmiges Teilchen mir Radius r durch die Fliissigkeit bewegt iiber die
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Reibungskraft Fr und die Lésungesmittelviskositit 1 aus:
Fr = 6myro (2.2)

Das so benannte Stokes-Einstein-Gesetz liefert damit fir den Diffusionskoeffizienten

D folgenden Zusammenhang:
kT

6mnr

D= (2.3)
wobei kp ist die Boltzmann Konstante, n die Viskositat der Fliissigkeit und gy der
hydrodynamische Radius ist.

Aus phinomenologischen Uberlegungen konnte Adolf Fick schon 1855 die molekulare
Diffusion in Wasser geloster Salze durch einen Gradienten in der Konzentration als
partielle Ableitung 2.0rdnung beschreiben [123]. Zu dieser Diffusionsgleichung (Glei-
chung 2.5) fiihrten auch Einsteins Uberlegungen. Aus makroskopischer Sicht lisst sich
die Diffusion als ein, durch einen Konzentrationsgradienten VC' bedingter Teilchen-
strom J formulieren (1.Ficksche Gesetz):

J =—-DVC (2.4)

Unter Beriicksichtigung der Massenerhaltung ergibt sich aus der Kontinuitéatsgleichung
das 2.Ficksche Gesetz (Diffusionsgleichung):

oc =V (DVCQO) (2.5)
ot
Die letzte Gleichung beschreibt die zeitliche und réumliche Anderung der Konzen-
tration C' in einem System in dem alle Teilchen nach einer Storung des stationdren
Zustandes gleichméfig verteilt sind.
Die Diffusionskonstante kann konzentrationsabhéngig sein, obwohl sie in der Regel
als konstant angenommen wird. Ist D konstant, ldsst sich das zweite Ficksche Gesetz
vereinfachen zu [40|:

oC
= _ pDv? 2.
5 v-C (2.6)

2.2. Molecular Crowding

Das Innere einer eukaryotischen Zelle (Zelle mit Zellkern) besteht aus vielen unter-
schiedlichen Kompartimenten, die sich durch ihre strukturellen Eigenschaften und ihre
molekularen Aktivitdten unterscheiden.

Ein membranbegrenzter Reaktionsraum, der eine entscheidende Rolle in diesen Zellen
einnimmt, wird als Organelle bezeichnet. Der Transport von Molekiilen und Organel-
len in und zwischen diesen Regionen, entweder aktiv durch molekulare Motoren oder
passiv durch Diffusion, ist essentiell fiir viele zellulére Prozesse [90]. Organellen und
Makromolekiile, wie z.B. Enzyme, Ribonukleinsdure (RNA) und Proteine diffundieren
frei durch das Zytoplasma. Um zu ihrem Einsatzort zu kommen muss etwa die Hélfte
der im Zytoplasma synthetisierten Proteine innerhalb einer eukaryotischen Zelle in
oder iiber eine Membran hinweg transportiert werden [124].

12
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Abbildung 2.1.: Skizze des Zellinneren mit einer Vergréferung, die die hohe Anzahl
und Dichte an Molekiilen innerhalb einer Bakterienzelle darstellt.
Makromolekiile wie Enzyme (blau) und Nukleinsduren (rosa) bilden
sterische Hindernisse und nehmen bis zu 30% des Zellvolumens ein
(schwarz weifses Bild). In der farbigen Vergroferung werden noch klei-
ne Molekiile wie Wasser, Metallionen und Zucker sichtbar. (Bild ent-
nommen aus [1|, Originalveréffentlichung in [125].)

Die Proteindiffusion wirkt sich vom Stoffwechsel bis hin zur Signaltransduktion auf
viele Aspekte der Zellbiologie aus. Die direkte Untersuchung der intrazelluldren Umge-
bung ist jedoch komplex und schwierig. Viele wissenschaftliche Untersuchungen werden
in Losungen durchgefiihrt, in der die Gesamtproteinkonzentration weniger als 10 g/1
betragt. Diese verdiinnten Losungen geben optimale Signale, allerdings fehlt oftmals
die biologische Relevanz [29]. Makromolekiile nehmen bis zu 30% des Zellvolumens
ein und erreichen Konzentrationen von 100-400g/1 [7]. In Abb. 2.1 ist schematisch
die Situation der Molekiilbesetzung im Zytoplasma einer Bakterienzelle dargestellt
[1, 125]. Solche Verdrangungen und Volumenausschliisse durch Makromolekiile, wie
Enzyme und Aktinfilamente, sogenannten crowdern, beeinflussen die Stabilitdt von
Proteinen, sowie ihre Faltung und Aggregation [10-18|. Die wichtigesten Parameter,
die die traslatorische Diffusion im Zytoplasma beinflussen, sind die Viskositdt, das
Bindungsverhalten und Molecular Crowding. Es konnte gezeigt werden, dass eine Re-
duzierung der Diffusionsgeschwindigkeit nur mit weniger als 40% durch die Viskositat
und Bindungsprozesse beinflusst wird und hauptsachlich Molecular Crowding dafiir
verantwortlich ist [126].

Da die Verdrangung und die Volumenausschliisse nicht nur Makromolekiilen in Lésung,
sondern auch ganzen Strukuturkomplexen in Form von Zytoskelett-Fasern und &hnli-
chem zugesprochen wird, werden oftmals synthetische Polymere verwendet, welche die
Situation im Zytoplasma nachstellen sollen [29, 32, 36, 127|. Synthetische Polymere
werden héufig auch auf Grund ihrer besseren Wasserloslichkeit gegeniiber herkémmli-
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chen Proteinen bevorzugt. Allerdings konnen sich andere Nachteile ergeben, so konnte
schon beobachtet werden, dass synthetische Polymere zur Ausfiallung von Proteinen
fithren [128].

Zudem besitzen Proteine weder eine regelméfige noch repetitive, sondern eine sehr
spezifische Raumstruktur, die es jedem einzelnen Protein ermdoglicht seine spezielle
Funktion in der Zelle zu iibernehmen [129].

Eine dhnlich hohe Konzentration von Makromolekiilen wie im Zytoplasma findet sich
auch auf und in Membranen. In Zellmembranen diffundieren Proteine und Lipide (un-
polare organische Molekiile) in einer sehr dichten und heterogenen Landschaft, in der
Aggregate und kompakte Bereiche von Proteinen oder Lipiden den Weg der diffun-
dierenden Molekiile behindern [25]. In diesem Zusammenhang wird auch {iber das
Auftreten von gehinderter (anomaler) Diffusion durch Molecular Crowding diskutiert
[25, 40, 42, 43, 49-53].

2.3. Anomale Diffusion

Bei hohen Konzentrationen von Makromolekiilen werden Abweichungen von den Sto-
kesschen Gesetzen erwartet, da die Anzahl der Makromolekiile in der Gréfenordnung
des gemessenen Proteins liegt und es dadurch zu stédndigen Kollisionen mit Nachbar-
molekiilen kommt. Die Diffusion findet also nicht mehr in einer isotropen Fliissigkeit
statt und es ist physikalisch nicht auszuschliefsen, dass auch andere Ursachen als der
hydrodynamische Radius und die Viskositét den Diffusionkoeffizient beeinflussen [42].
Die Beschreibung der mittleren quadratischen Verschiebung (MSD) fiir die Teilchen-
position, gemittelt {iber viele Beobachtungen bis zum Zeitpunkt ¢, kann fiir komplexe
Systeme nach Gleichung 2.1 allgemeiner ausgedriickt werden als [130]:

(MSD) = 2d Dt (2.7)
D, ist die generalisierte Diffusionskonstante mit der Dimension 3. d ist die Dimen-
sion und ¢ die Zeit. Ist der Exponent der anomalen Diffusion @ = 1, so ist D der
normale Diffusionskoeffizient in <*. Fiir a # 1 kénnen die Diffusion in Subdiffusion
0 < a < 1 oder Superdiffusion (a > 1 unterteilt werden [130]. In lebenden Zellen
konnten schon beide Phénomene beobachtet werden. Superdiffusives Verhalten kann
auf Grund von aktiven Transportprozessen (Steuerung durch Motorproteine, Zellbe-
wegungen) [131-133] beobachtet werden. Subdiffusion kann vor allem bei der freien
Diffusion von Proteinen im Zytoplasma und Zellmembranen beobachtet werden [25,
43, 134].

2.4. Zellmembranen

Zellmembranen bilden zunéchst Diffusionsbarrieren, da durch sie kein ungehinderter
Konzentrationsfluss moglich ist, so ermoglichen sie den rdumlich vom Zytoplasma ge-
trennten Ablauf zelluldrer Prozesse.

Dennoch sind Organellen Teil eines dynamischen, zusammenhéngenden Transport-
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netzwerkes, wobei der kontinuierliche Austausch von Substanzen ihre spezifische Zu-
sammensetzung und Funktion definiert. Daher miissen andere Mechanismen als die
passive Diffusion fiir den Materialaustausch verwendet werden. Der Grofsteil des Trans-
ports zwischen den Organellen - beispielsweise vom Golgi-Apparat zur Plasmamem-
bran - erfolgt in kleinen, membranumbhiillten Transportvesikeln. Oftmals bewegen Mo-
torproteine diese biologischen Lasten iiber ein ,Schienensystem®, das durch Mikrotu-
buli und Mikrofilamente des Zytoskelettes gebildet wird [135].

Neben dem Endoplasmatischen Retikulum (ER) und dem Golgi-Apparat gehoren un-
ter anderem der Zellkern und die Mitochondrien zu diesen Membran begrenzten Re-
aktionsrdumen. Die Protein- und Lipid-Zusammensetzung der Membranen kann sich
stark unterscheiden, beispielsweise gilt das fiir die Zellmembranen der Organellen
(Plasmamembran, endoplasmatisches Retikulum oder Mitochondrien). Es gibt auch
Variationen, wenn man die Komposition der Zellmembran verscheidender Arten (Bak-
terien, Pflanzen oder Tiere) oder Zelltyp (Muskel, Knorpel oder Leber) miteinander
vergleicht [129]. Damit sind Membranen selbst hochdynamische, komplexe Einheiten
[136].

Die Plasmamembran (auch Zellmembran oder Zytoplasmamembran, bei Pflanzenzel-
len auch Plasmalemma genannt) dient zur Stabilisierung der Zellstruktur und als Bar-
riere, die es ermoglicht ein internes Milieu aufrecht zu erhalten und das Eindringen
von wasserloslichen Substanzen aufgrund ihrer Molekularbewegung in die Zelle verhin-
dert [135]. Dennoch ist sie flexibel genug, um biologische Aktivitat zuzulassen [136].
Sie besteht aus Lipiden und Proteinen, die durch nicht-kovalente Bindungen zu einer
diinnen Schicht verbunden werden. Grundgeriist ist dabei die Lipiddoppleschicht die in
den letzten vier Jahrzehnten als ein fliissiger Zustand beschrieben werden kann in der
eine laterale Bewegung von Lipiden und Transmembranproteinen moglich ist. Aktuelle
Forschungsarbeiten beschéftigen sich zudem mit der Existenz von Mikrodoménen, die
eine spezielle Lipidzusammensetung und eine unterschiedliche Fluiditéit aufweisen. Ins-
besonders Cholesterin und Shingolipide scheinen sich zu Mikrodoménen zusammen zu
schlieffen. Es konnen sich Lipidflofe dadurch ,Lipidflofse” ausbilden. Die Lokalisation
von Membranproteinen innerhalb dieser Mikrodoménen geschieht mit unterschiedli-
cher Affinitéat und ist Protein abhéngig [135] . Fiir eine ausfiihrliche Darstellung dieses
komplexen Themas sei auf die folgende [137-140] weiterfithrende Literatur verwiesen.
Die Dicke der Plasmamembran liegt zwischen 5-10 nm [129]. Die Oberflachendichte von
Transmembranproteinen ist extrem hoch (3-10%/um?) [33] und die Beschreibung der
lateralen Bewegung ist komplex. Die Bewegungsmuster konnen je nach Zelltyp oder
unterschiedlichen Bedingungen wie Temperatur oder osmotischer Druck verschieden
sein. Mogliche Formen sind freie Diffusion, gerichtete Diffusion, eingeschrinkte Dif-
fusion durch andere Proteine oder durch Zaune aus Strukturen des Membranskeletts
(Vgl. [135]).

Durch die Lipiddoppelschicht ist die Plasmamembran nicht fiir geladene Teilchen
durchléssig. Aber nur durch den schnellen Austausch von Ionen wie Natrium, Kalium
oder Calcium koénnen wichtige Zellaktivitdten wie Nervenimpulse oder Muskelkon-
traktionen ausgefiihrt werden. Der Transport dieser Ionen erfolgt iiber entsprechende
Ionenkanile [129].

Der Kalium Arabidopsis thaliana channel 1 (KAT1) ist ein Kaliumkanal (K*-Kanal)
und gehort sowohl zu den Transmembranproteinen, als auch zu den Kanalproteinen.
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Abbildung 2.2.: Transportvesikel des sekretorische Weges, die zum gerichteten Trans-
port von Proteinen und Lipiden innerhalb der Zelle dienen. Fiir wei-
tere Erlauterungen siehe Text. Nach [129]

In der Plasmamembran liegt er als Tetramer vor. Nach der Synthese und der Zu-
sammensetzung der Proteine zu dem Tetramer im ER wird er {iber Exozytose in
die Plasmamenbran transportiert [141]. Exozytose verlauft iiber Transportvesikel und
spiegelt den letzten Schritt des sekretorischen Wegs wider (Abb.2.2), der in der Regel
am ER beginnt und {iber den Golgi-Apparat und das trans-Golgi Netzwerk (TGN)
verlauft und mit dem Andocken und der Fusion des Vesikels mit der Plasmamembran
endet. Damit dient Exozytose nicht nur zum Transport von Frachten in den extrazel-
luldren Raum, sondern auch zur Beférderung von Transmebranproteinen oder Lipiden
in die Plasmamembran [142]. Wahrend Materialien iiber den sekretorischen Weg aus
der Zelle hinaus transportiert werden, verlauft der endozytotische Transportweg in die
entgegengesetzte Richtung. So kénnen unterschiedliche Kompartimente im Zytoplas-
ma, wie Lysosomen und Endosomen, mit Materialien von aufferhalb der Zelle versorgt
werden [129].

2.5. Transportvesikel und Coatomer

Innerhalb des sekretorischen Weges konnten verschiedene Typen von Transportvesi-
keln identifiziert werden (Abb.2.2). Unterschieden werden diese Transportvesikel durch
die Proteinhiillen, die ihre Membran umgibt.

Nach der Abknospung von der Donormembran wird die Vesikelmembran von einer
spezifischen Proteinhiille umgeben. Bevor sich aber Vesikel abschniiren bedarf es noch
komplexer Mechanismen, wie der Rekrutierung von Hiillenproteinen aus dem Zytoplas-
ma. Die Beteiligung von Rezeptoren, kleinen GTPasen (Proteinfamilie, die Guanosin-
5 -triphosphat bindet und hydrolisiert) und SNARE-Proteinen (engl. Soluble N-ethyl-
maleimide-sensitive factor attachment receptor) sind Bestandteil dieses komplexen Me-
chanismus [54], die hier nicht weiter ausgefiihrt werden sollen. Beschreibungen dieser
Mechanismen konnen in [64, 143, 144] gefunden werden.
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Abbildung 2.3.: Der heptamere Proteinkomplex Coatomer in den drei nachgewiesenen
Isotypen-Zusammensetzungen. Nach: |63, 64]

Die drei am besten untersuchten Vesikel sind zum einen COPI (coat protein complex
I) und COPII (coat protein complex IT) Vesikel. Sie sind fiir den Transport im Zel-
linneren zusténdig. Der vorwérts gerichtete Transport von Fracht-Molekiilen vom ER
zum Golgi im frithen sekretorischen Weg wird von COPII Vesikeln iibernommen.
COPI transportieren Substanzen retrograd vom ER-Golgi Intermediér Kompartiment
(ERGIC) und Golgi-Apparat in Richtung ER und vom cis-Golgi zuriick zum ER.
Und zum anderen Vesikel mit einer Clathrinhiille (Clathrin Coated Vesicles, CCVs,
auch Stachelsaumbléschen genannt) sind am ldngsten bekannt [145]. Nach ihrer Ab-
schniirung von der Donormembran (z.B. der Plasmamembran) fusionieren sie direkt
mit der Akzeptormembran. Sie sind unter anderem Transportvesikel des Endozytose-
weges.

Die Zusammensetzung der Proteinhiille von COPI-Vesikel wird durch ARF-GTP und
Coatomer bestimmt. Coatomer ist ein heptamer Komplex aus den Untereinheiten
(COPs): a-,5-,8"-,7-,0-,- und (-COP. Die sieben Untereinheiten unterteilen sich in
zwei Isotypen - v und ¢. Durch Kombination von den COPs konnen drei unterschied-
liche Coatomere gebildet werden: v1(1, y1{2 und ~2(;. Diese treten in einem molaren
Verhéltnis von 2:1:1 auf. v2(2 gibt es prinzipiell auch, aber es tritt vermutlich selte-
ner auf und liegt etwa bei 5% Gesamtanteil [64]. Diese Coatomere iibernehmen auf
Grund ihrer Lokalisation in dem Transportnetzwerk wahrscheinlich unterschiedliche
Funktionen. Aktuelle Untersuchungen konnten die Coatomere an Hand ihrer Frachts-
pezifizitdt unterscheiden. Auf Grund dieser Ergebnisse wird den Isotypen eine differen-
zielle Rollenverteilung zugesprochen. Diese These wird auch von elektromagnetischen
Strukturanalysen gestiitzt |58, 62-64, 146|.

2.6. Pflanzenzellen

Pflanzenzellen besitzen, wie tierische Zellen auch, Organellen wie das ER oder den
Golgi-Apparat mit dhnlichen Transportprozessen. Allerdings sind die rdumliche Or-
ganisation, die dynamischen Eigenschaften, und die funktionelle Aktivitdt z.B. des
Golgi-Apparates in Pflanzen unterschiedlich zu denen in Sdugetieren. Zahlreiche Golgi-
Apparate sind im Zytoplasma innerhalb von Pflanzenzellen verstreut und bewegen sich
entlang von Aktin-Zytoskelett-Elementen. Vor allem Unterschiede im spéteren sekre-
torischen Weg sind bekannt [147]. Fiir den frithen sekretorischen Weg gib es aber
Hinweise, dass zum Beispiel KAT1 in ahnlicher Form in COPII Vesikel rekrutiert
wird wie in Sduger- oder Hefezellen [61]. Wichtige strukturelle Unterschiede finden
sich zudem bei den zusétzlichen Organellen in der Pflanzenzelle. Dazu gehoren die
Vakuolen (grofse Kammern mit wéssriger Losung; umgebende Membran: Tonoplast),
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Abbildung 2.4.: Jablonski Diagramm eines Fluorophores mit Singulett- und Triplett-
Term. Schematische Darstellung der Elektronischen Energiezustian-
de (dicke schwarze Linien) und der zugehorigen Schwingungszustén-
de (schmale schwarze Linien) sind fiir den Grundzustand Sy, den
ersten angeregten Zusantd S; und den ersten angeregten Triplett-
Zustand T eingezeichnet. Sowie die moglichen Ubergéinge zwischen
den einzelnen Energieniveaus. Hohere angeregte Zusténde sind nicht
dargestellt. Als Intersystem crossing (ISC) wird ein strahlungsloser
Ubergang zwischen zwei Schwingungsniveaus bezeichnet, der mit ei-
ner Spin-Umkehr verbunden ist. Bild nach [113]

Chloroplasten (Reaktionsraum der Photosynthese) und Plastide (Zellorganellen der
Pflanzen, dhnlich den Chloroplasten, die u.a. an der Photosynthese beteiligt sind).
Zur Stabilisierung und um dem starken osmotischen Druck entgegen zu wirken besit-
zen Pflanzenzellen eine Zellwand [118]. Die Tabak Zelle (englisch: tobacco BY2 cell)
z.B. ist eine ausdifferenzierte Zelle, die auf Grund von ihren Plastiden und ihrem Va-
kuolensystem, nur von wenigen schmalen Zytoplasma-Briicken durchzogen wird.

2.7. Fluoreszenz

Fluoreszenz wird in der Biologie zur Identifizierung und Lokalisation von spezifischen
Strukturen oder Funktionen in Zellen oder ganzen Organismen benutzt. Um die Po-
sition oder die Beweglichkeit einzelner Molekiile verfolgen zu kénnen, miissen diese
typischerweise mit einem Farbstoff markiert sein. Fluoreszierende Prozesse oder mit
Fluoreszenz assoziierte Prozesse konnen in einem sogenannten Jablonski-Diagramm
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Abbildung 2.5.: Die dreidimensionale Kristallstruktur des griin fluoreszierende Prote-
in (GFP) [149] weist eine fassdhnliche, zylindrische Struktur auf, wo-
bei sich der natiirliche Chromophor (dunkel griin) geschiitzt im Zen-
trum des Protein-Fasses befindet [103]. Die Fass-Hiille selbst ist ein
Peptidgeriist das aus mehreren parallel angeordneten B-Faltblatten
besteht.

dargestellt werden (Vgl. Abb.2.4). Die auch als Fluorophore bezeichneten Molekii-
le absorbieren Licht eines bestimmten Spektrums (Absorbtionsspektrum), wodurch
ein Elektron in ein vibronisches Niveau (diinne schwarze Linien) des ersten angereg-
ten Singulett-Zustandes (S;) iibergeht. Uber einen strahlenden Ubergang relaxiert das
Elektron typischerweise innerhalb einiger Nanosekunden wieder in ein vibronisches Ni-
veau des Grundzustandes (Sg) (Fluoreszenz). Uber strahlungslose Vibrationsrelxation
(graue geschweifte Pfeile) gelangt das Molekiil wieder in den elektronischen Grund-
zustand (Sp). Zuriick im Grundzustand, kann es erneut angeregt werden [148]. Typi-
scherweise ist ein strahlungsloser Prozess mit der Abgabe von Warme verbunden.
Die Abstédnde der Schwingungsniveaus der angeregten elektronischen Zusténde sind
ghnlich zu den Abstdnden im elektronischen Grundzustands. Dadurch besitzt das
Emissionsspektrum eine ungefdhre Spiegelsymmetrie zum Absorptionsspektrum beim
So — S1 Ubergang [114].

Mit einer geringeren Wahrscheinlichkeit kann durch (,Interkombination® oder auch
ISC—intersystem crossing) ein strahlungsloser Ubergang in den Triplett-Zustand erfol-
gen (T1). Bei diesem Vorgang kommt es zu einer Spinumkehr des angeregten Elektrons.
Mit einer relativ hohen Abklingdauer erfolgt die Emission als strahlende Triplett-
Singulett-Interkombination (Phosphoreszenz). Im Vergleich zur Fluoreszenz (10~%)
ist dieser Prozess im Bereich von einigen Mikrosekunden relativ langlebig.

Im Gegensatz zur irreversiblen Fluoreszenzzerstorung oder auch Photobleichen, bei
dem der Fluoreszenzzyklus vollstédndig unterbrochen wird, gibt es noch reversible Fluo-
reszenzloschung (engl. Quenching), die mit einer Reduzierung der Fluoreszenzinten-
sitdt verbunden ist. Unterschiedliche Effekte konnen dafiir verantwortlich sein. Ein
Beispiel ist die Stoflloschung, bei dem das energetisch angeregten Molekiil durch den
Zusammenstofs strahlungslos in den Grundzustand iibergeht [114]. Durch irreversi-
ble photochemische Reaktionen der Fluoreszenzfarbstoffe im angeregten Zustand, z.B.
durch Oxidation kann es zu Photobleichen kommen [113].

Zahlreiche natiirliche oder synthetisch hergestellte Farbstoffe sind kommerziell erhélt-
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lich und kénnen nach ihren chemischen oder photo-physikalischen Eigenschaften ausge-
withlt werden. Eine gute Ubersicht ist z.B. in [103] zu finden. Einen hohen Stellenwert
in der in vivo Anwendung haben dabei fluoreszente Proteine, die iiber gentechnische
Methoden in die DNA unterschiedlichster Zellen eingebaut werden kénnen und bei
Expression an ein Zielprotein fusioniert werden. Am besten beschrieben ist das von
Osamu Shimomura et. al. 1962 [150| veroffentlichte, griin fluoreszierende Protein, engl.
Green Fluorescent Protein (GFP), fiir dessen Entdeckung und Entwicklung 2008 der
Chemie Nobelpreis verliechen wurde. Es wurde urspriinglich in miihevoller Handarbeit
aus der pazifischen Qualle Aequorea victoria isoliert und kann mit ultraviolettem oder
blauen Licht angeregt werden. Die Emission von griinem Licht (504 nm) wird durch
seine Energieniveaus definiert. Abb.2.5 zeigt die fassdhnliche Struktur des GFPs. Der
Zylinder hat einen Durchmesser von etwa 3 nm und eine Lénge von 4 nm. Im Verhéltnis
zu organischen Fluorophoren mit einer Abmessung von < 1nm ist es sehr viel grofer
[103]. Fluoreszente Proteine bieten dennoch eine effiziente Herangehensweise um le-
bende Zellen bis hin zu ganzen Organismen durch gezielte Fusionierung spezifisch zu
markieren. Mittlerweile gibt es optimierte GFP Varianten mit langeren Absorptions-
und Emissions-Wellenlédngen mit Emissionsmaxima von 448-600 nm [114]. Weiterent-
wickelte Fusionsproteine, wie eGFP (enhanced GFP, Em.: 509 nm), lassen sich besser
in Sdugerzellen exprimieren und weisen zudem eine hohere Photostabilitat auf [151].

Durch Farbstoff markierte Proteine lassen sich Protein-Protein Wechselwirkungen in-
nerhalb von Zellen und in in vitro Experimenten untersuchen, z.B. durch die Charak-
terisierung ihrer Photophysik.

2.8. Mikroskopie

Eine grundlegende Methode zur Untersuchung von biologischen Systemen ist die Mi-
kroskopie, die es ermdglicht Strukturen zu vergréfsern und fiir das menschliche Auge
sichtbar zu machen. Vor Beginn der Mikroskopie wurden zur Vergroferung einfache
Lupen verwendet, die es rudimentir ermoglichten Objekte zu untersuchen, die mit
blofsem Auge nicht sichtbar waren. Als einfachstes Mikroskop gilt die Kombination
von zwei Lupen, die zwischen dem 16. und 17. Jahrhundert von Galileo Galilei und
Zacharias Janssen zum ersten Mal zur Vergroferung von Objekten verwendet wurden
[152, 153|. Diese Methode wurde von van Leeuwenhoek und Robert Hooke verbessert
um Zellbestandteile zu visualisieren [154, 155]. Mit den damaligen Techniken wurden
Objekte, wie etwa der Zellkern, mit bis zu 275facher Vergroferung untersucht [156].
Fortschritte auf dem Gebiet der Mikroskopie haben zu einer deutlich besseren Auflo-
sung gefiithrt, wodurch es mdoglich ist feinere Strukturen zu unterscheiden.
Beispielsweise liegt das Auflosungsvermogen moderner Elektronenmikroskope bei etwa
1nm. Im Prinzip liefsen sich so nahezu alle biologisch relevanten Objekte untersuchen,
jedoch miissen fiir die Untersuchungen biologische Proben mit einer diinnen leitfahigen
Schicht iiberzogen werden und zusétzlich ist die Wahl der Proben eingeschriankt, da
diese eine Dicke zwischen 10 — 500 nm besitzen muss. Dadurch ist es nicht méglich in
vivo Messungen durchzufiihren. Ein weiterer gravierender Nachteil besteht darin, dass
die untersuchten Proben nach wenigen Sekunden durch die energiereichen Elektronen
(Exin = 100keV) irreparabel geschadigt werden [157, 158].
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Fiir die Untersuchung dynamischen Prozesse in lebenden Zellen werden daher weniger
invasive Methoden benotigt.

Hier bietet die Fluoreszenzmikroskopie deutliche Vorteile. Sie bekam in der 60er Jah-
ren durch die Entdeckung des griin fluoreszierenden Proteins GFP einen Schub ([150,
159] und vgl. Abschnitt 2.7). Die Wurzeln der Fluoreszenzmikroskopie liegen aller-
dings zu Beginn des 20. Jahrhunderts als August Kohler und Carl Reichert erstmals
Molekiile zum Leuchten anregten und diese mit einem Mikroskop untersuchten [160].
Dadurch, dass die Untersuchung mit Licht im sichtbaren Spektrum geschieht, ist eine
Schadigung der biologisch Proben verringert. Einer der grofsten Vorteile der Licht-
oder Fluoreszenzmikroskopie liegt aber darin, dass es moglich ist in vivo Messungen
durchzufithren und somit dynamische Prozesse zu untersuchen. Durch stetige Weiter-
entwicklungen von Mikroskopen, Detektoren und Fluoreszenzfarbstoffen sind moderne,
auf Licht basierende Methoden, in der Lage zellulére Strukturen mit wenigen Nanome-
tern aufzulosen [161-164]. Sogar die Untersuchung dynamischer Prozessen in lebenden
Zellen ist heutzutage mit hohen zeitlichen Auflésungen moglich [113].

Prinzipiell kann man Fluoreszenzmikroskopie tiber ihre Beleuchtungsart unterscheiden.
Bei einem konventionellen Fluoreszenz-Mikroskop (auch Standard Epi-Fluoreszenzmi-
kroskop) wird die Probe von der gleichen Seite beleuchtet und detektiert. Das bietet
den Vorteil, dass nur reflektiertes Anregungslicht oder emittierte Fluoreszenz das Ob-
jektiv erreichen [165]. Im Weitfeld wird iiber eine flachige Beleuchtung mit annéhernd
gleicher Intensitét gearbeitet [166, 167]. Damit wird ein groferer Bereich sichtbar und
Objekte in der Grofenordnung einer Zelle kbnnen erkannt werden. Die Weitfeld Mi-
kroskopie ist die klassische Beleuchtungsart fiir Lichtmikroskope. In der Fluorezenzmi-
kroskopie konnen sowohl Lampen, wie Quecksilberdampflampen oder Xenon-Quellen
mit passenden Filtern, wie auch Laser zur Anregung verwendet werden. Zur Detektion
kann das blofe Auge oder CCD (engl.charge-coupled device) Kameras dienen [165].
Enthélt die Probe einen hohen fluoreszenten Hintergrund so wird die Interner-Total-
reflektions-Fluoreszenzmikroskopie (TIRFM) [168]| bevorzugt verwendet. In der Zell-
biologie wird sie haufig zur Lokalisation und zur Untersuchung von dynamischen Pro-
zessen von Molekiilen in der Plasmamembran eingesetzt [169, 170].

Im Unterschied zu Standard Epi-Fluoreszenzmikroskopen wird das Laserlicht unter
einen bestimmten Winkel eingestrahlt. Nahert sich das Anregungslicht dem kritischen
Winkel (6, = sinil(%)), wird das Laserlicht an der Glas-Wasser Grenzschicht (Bre-
chungsindex nj > ngy) total reflektiert. Dieses total reflektierte Licht erzeugt ein elek-
tromagnetisches Feld dessen Stérke exponentiell mit dem Abstand vom Deckglas ab-
nimmt und als evaneszentes Feld bezeichnet wird. Die charakteristische Eindringtiefe
in das Medium mit geringerem Brechungsindex betriagt etwa 100-200nm [170]. Man
kann also Fluorophore auf der Oberflache in einer diinnen Schicht mit einem verbes-
serten Signal-zu-Rauschverhéltnis beobachten.

In der wissenschaftlichen Forschung wird aber das Prinzip der konfokalen Beleuchtung
wesentlich héufiger verwendet [166]. Das von Marvin Minsky 1957 angemeldete Pa-
tent [171] enthielt die Anleitung fiir den Aufbau eines konfokalen Mikroskops. Dafiir
wird das gesamte Anregungslicht auf einen Punkt fokussiert, in dem sowohl das Sicht-
feld der Objektivlinse durch Raumfilter, wie auch der Bereich der Belichtung, in der
gleichen Fokalebene eingeschréankt werden [172]. Diese Einschrénkungen erfolgen typi-
scherweise mit Lochblenden. Storendes Licht, dass nicht aus der Fokalebene stammt,
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wird durch die Lochblende im Detektionspfad gefiltert. Besonders effektiv wird Streu-
licht unterdriickt. Somit kann man den Kontrast wirksam erhéhen. Im Idealfall ist
der Durchmesser der Lochblende unendlich klein (punktformige Detektion). Durch die
Verwendung des konfokal Prinzips wird das Sichtfeld somit auf eine Punktabbildung
reduziert, die lateral durch die Grofe der Lochblende bestimmt wird. Das Anregungs-
volumen ist beugungsbegrenzt [173].

Fiir biologische Anwendungen werden heutzutage konfokale Laserscanning Mikroskope
(CLSM) verwendet. Bewegliche, motorisierte Spiegel fithren dabei, den iiber das Ob-
jektiv fokussierten Laserstrahl, iiber das Objekt. Eine schnelle Abtastung der Probe
(wenige us pro Pixel) in alle drei Raumrichtungen ist dadurch moglich [174]. Die Pho-
tonen werden Pixel fiir Pixel gesammelt. Ublicherweise werden dazu Photomultiplier
(PMT) als Detektoren verwendet. Mit CLSM lassen sich damit fokussierte Bilder aus
verschiedenen Tiefen in der Probe erfassen, in dem die punktweise aufgenommenen
Daten iiber entsprechende Computerprogramme zusammengesetzt werden [165, 167].
Umfangreiche Informationen finden sich bei den einzelnen Mikroskop Herstelltern oder
in [166, 172]

Um die Fluoreszenz einer Probe mit dem Mikroskop detektieren zu kénnen, sollten
diese mit einem Laser der passenden Wellenldnge beleuchtet werden. Vorteile bieten
abstimmbare Weiklichtlaser-Systeme. Ein Laser, der weiftes Licht emittiert, hat eine
hohe Energiedichte iiber einen weiten Bereich des sichtbaren Spektrums. Ein akusto-
optisches Element ermoglicht die Auswahl schmaler Bander von wenigen Nanometern
Breite aus dem Emissionsspektrum, die eine Leistungsdichte von etwa 1 mW /nm im
sichtbaren Bereich (von 450-700 nm) erreichen. Aufgrund ihrer Leistungsdichte und
ihres Anregungsspektrums eigenen sich diese Weiflichtlaser-Quellen besonders fiir An-
wendungen in der konfokalen Fluoreszenz-Mikroskopie [175].

2.9. Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS)

Wie in der Einleitung schon erwéhnt, ist durch die konsequente Weiterentwicklung
von Fluoreszenzmethoden und mikroskopischer Techniken, die Untersuchung von dy-
namischen Prozessen in lebenden Zellen moglich geworden. Zu den wichtigsten Tech-
niken gehoren [73-75, 113]: Single Particle Tracking (SPT), Fluoreszenz-Korrelations-
Spektroskopie (FCS) und Fluoreszenzerholung nach Photobleichen (FRAP).

Da im Rahmen dieser Arbeit die Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie in zwei Pro-
jekten verwendet wurde, soll diese Technik etwas genauer beschrieben werden.

Die Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie basiert auf der Analyse von Schwankun-
gen der Fluoreszenz-Intensitédten, die durch fluoreszierende Molekiile beim Betreten
und Verlassen eines kleinen Beobachtungsvolumen verursacht werden.

Zur Erzeugung dieser kleinen Beobachtungsvolumina basieren typische Experimente
in der FCS auf konfokalen Mikroskopaufbauten Abb. 2.6. Als Stativ wird ein ge-
wohnliches Lichtmikroskop eingesetzt. Dabei wird in der Regel ein inverses Mikroskop
verwendet, bei dem das Objektiv unter der Probe angebracht ist.

Ein Laser wird durch das Objektiv auf die Probe fokussiert und regt dort Molekiile zur
Fluoreszenz an. Aufgrund von Diffusion, im Allgemeinen thermisch bedingte Brown-
sche Molekularbewegung, treten diese Molekiile in das Beobachtungsvolumen ein und
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Abbildung 2.6.: Schematischer Aufbau eines typischen FCS Systems. Basis ist eine
konfokaler Mikroskopaufbau. Ein Laser wird durch ein Objektiv auf
die Probe fokussiert und regt dort Fluorophore in der Probe an.
Das Fluoreszenzsignal, das durch Fluorophore verursacht wird, die
durch das Beobachtunksvolumen diffundieren (oben rechts), wird tiber
einen Dichroiten vom Anregungslicht getrennt und rdumlich durch ei-
ne Lochblende gefiltert. Das Licht wird auf einen Detektor fokussiert,
der die ankommenden Photonen in einen festen Zeitintervall registriert
und an den Computer weiter gibt. Uber die Autokorrelationsfunktion
kann das Fluoreszenzsignal korreliert werden und ist unten rechts als
Autokorrelationskurve dargestellt. Nach [176]
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verlassen es wieder. Das entstehende Fluoreszenzsignal wird iiber einen Dichroiten
vom Anregungslicht getrennt und raumlich durch eine Lochblende gefiltert. Das Licht
wird auf einen Detektor fokussiert, der die ankommenden Photonen in einen festen
Zeitintevall registriert und in digitale Impulse umgewandelt. Diese werden an eine Kor-
relatorkarte oder Computer weitergegeben. Anschlieffend erfolgt die Datenauswertung
bei der nicht die Fluoreszenzintensitit selber, sondern deren zeitliche Schwankungen
untersucht werden. Die Korrelationsanalyse ist dabei die hauptséchlich verwendete
mathematische Operation. Dabei wird das zu einem bestimmten Zeitpunkt erhaltene
Signal mit einem Zeit-versetzten Signal vom gleichen Kanal (Autokorrelation), oder
dem Signal eines anderen Kanals (Kreuz-Korrelation), multipliziert [105, 113].

Die mittlere Lange und Amplitude dieser Schwankungen wird durch die sogenannte
zeitliche Autokorrelationsanalyse bestimmt [113]. Dariiber hinaus miissen die opti-
schen Eigenschaften fiir die Anregung und Detektion der Fluoreszenz beriicksichtigt
werden. Die am héufigsten verwendete analytische Losung fiir die Autokorrelations-
funktion setzt eine dreidimensionale Gaufs-Verteilung der Detektions-Effizienz der Flu-
oreszenz des konfokalen Volumenelements voraus [116].

Die Auto-Korrelations-Funktion (ACF) beschreibt die Selbstahnlichkeit eines gemes-
senen Signals innerhalb eines bestimmten Zeitintervalls. Um die Fluoreszenz-Fluktu-
ationen 0F(t) auszuwerten wird eine normierte Form der ACF verwendet [82]. Die
Fluktuation des Fluoreszenzsignals zu einer Zeit ¢ wird mit dem Fluktuationssignal zu
einem spéterem Zeitpunkt ¢ + 7 multipliziert. Die Korrelationsfunktion G(7) des sich
zeitlich dndernden Fluoreszenzsignals F'(t) fiir eine Sorte von Teilchen ist definiert als:

(F@t)-Flt+T1)) 1= (0F(t)-0F(t+ 1))

G(r) =
o (F(1)? (F(1)?

(2.8)

Die Schwankungen 0F(t) = F(t) — (F(t)) sind die Abweichungen der gemessenen
Fluoreszenzintensitat von ihrem zeitlichen Mittelwert. Die Fluoreszenzintensitatsfluk-
tuationen kann durch rdumliche Integration der Konzentration Schwankungen dc(r)
berechnet werden, gewichtet tiber eine Wahrscheinlichkeitsfunktion ®(r) ein Photon
in diesem Volumenelement zu detektieren [121]:

5ﬂw:///¢m&mww (2.9)

Die Funktion ®(r) ist Zeitunabhéngig und wird auch als Molecule Detection Function
(MDF) bezeichnet [103|. Sie charakterisiert die Form und Grofe des Beobachtungs-
volumens und wird im Allgemeinen durch einen Gausschen Ellipsoid angenéhert mit
Radius wyp in der x-y-Ebene und einer Ausdehnung zp in axialer Richtung:

2, 2 2
+
92 (z 2y ) _2;2

O(x,y,2) =ae Y0 e 0 (2.10)

Dabei ist a ein Vorfaktor und héngt von der Anregungsintensitit, Verluste durch Fil-
ter, sowie der Effizienz des Photodetektors ab [177].
Die Konzentrationsschwankungen lassen sich aus dem Fickschen Gesetz (siehe Glei-
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chung 2.6) bestimmen:
ddc(r,t)
ot
Unter Beriicksichtigung nur einer Sorte frei diffundierender Teilchen durch das Be-
obachtungsvolumen kann die Auto-Korrelations-Funktion G(7) aus den Gleichungen
2.8,2.9,2.10 iiber einer Fouriertransformation berechnet werden [121, 178, 179]):

G(1) = G(0) <1 + T;) - <1 + kQTD)_ (2.12)

G(0) ist die Amplitude zum Zeitpunkt 7 = 0 und reziprok proportional zur Gesamtzahl
der Fluorophore NV im Detektionsvolumen. Wobei N = ¢V, ¢y mit Vepr = 7320222
und c die Konzentration ist. Der Strukturparameter k = 5}—0 wird iiber die Grofe des
Laserfokus und der Lochblende festgelegt. zy ist definiert als Abstand entlang der op-
tlbchen1 Achse und wy als Abstand von der optischen Achse, bei der die Laserintensitit
auf e 2 abgefallen ist.

Die Diffusionszeit ist iiber die den Translatorischen Diffusionskoeffizienten wie folgt
verkniipft:

= DV%5c(r,t) (2.11)

N |—=

Wo

D! = (2.13)

4Tp
Um aus den zeitlichen Auto-Korrelations-Funktionen die zugrunde liegenden Dynami-
ken zu erhalten wird typischerweise eine Anpassungsfunktion unter Beriicksichtigung
des Levenberg-Marquardt-Algorithmus verwendet. Dabei wird das Anpassungsmodell
nach den zugrunde liegenden physikalischen Prozessen gewéhlt auf denen die Ursa-
chen der Fluktuationen basieren. Je mehr Informationen iiber das zu untersuchende
System und dessen Dynamik bekannt sind, desto einfacher ist die Wahl einer richtigen
Anpassungsfunktion. Es gibt die unterschiedlichsten Modelle, z.B.:

e Normale Diffusion in 3 Dimensionen

Anomale oder Subdiffusion

Membrandiffusion in 2 Dimensionen

Korrektur von Photophysikalischen Effekten, insbesondere Triplett Anregung

Einbeziehung von Flussgeschwindigkeiten
e Komplexbildung

Passende Modelle erlauben z.B. die Bestimmung der Konzentration und des Diffu-
sionskoeffizientens und die Unterscheidung von kleinen ungebundenen Proteinen von
groffen Komplexen an die sie gebunden sind [80, 82|. Von der Diffusion unabhéngige
Quellen fiir Fluktuationen wie photophysikalische Effekte (Triplettrelaxation, Blinken
oder Bleichprozesse |70, 180, 181]), ebenso wie Wechselwirkungen mit zellularen Struk-
turen oder deren Bewegung [182] und Bindungskinetiken, kann von der Autokorrelati-
onsfunktion G(7) als Superposition der unterschiedlichen Komponenten i beschrieben
werden [183]:
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Gges(T) = Z Gpi(T) = %Z,%Di (2.14)

i=1

mit dem zeitabhéngigen Diffusionsterm

1 _1
T T 2
D; = (1 + ﬂ) (1 + k:2n> (2.15)

unter der Voraussetzung, das die Helligkeit der Fluoreszenz fiir alle Komponenten
gleich ist. p; = N;/Nges ist der Anteil an der Gesamtmolekiilzahl mit der Diffusions-
geschwindigkeit 7; = w2/4 D;.

Die Aufenthaltsdauer von fluoreszierenden Molekiilen, die durch den Fokus diffun-
dieren, liegt je nach Aufbau, typischerweise zwischen 30 us fiir freie Fluorophore in
Wasser bis hin zu einigen zehn bis hundert Millisekunden fiir Membran-Komplexe.
Fiir die Datenauswertung ist es unerldsslich zwischen den unterschiedlichen Quellen
zu unterscheiden, die zu Schwankungen in der Fluoreszenzintensitét fithren [113].
Die Abnahme der Autokorrelationsamplitude auf die Héalfte des Maximums entspricht
in etwa der Zeit des zu Grunde liegenden Prozesses, der die Schwankungen verursacht
(aufgrund des Wurzelterms (Gleichung 2.12) ist die Hélfte des Maximums zu kleineren
7 verschoben) [116]. Dadurch wird die Form der Kurve entscheidend beeinflusst. In
Abb.2.7 werden unterschiedlich Szenarien gezeigt, die zu einer Verdnderung der Korre-
lationskurve fiihren konnen. Teilbild A zeigt eine normale dreidimensionale Diffusion.
In Gegenwart von Tripletrelaxation (B) ist eine Schulter bei kurzen Zeitkonstanten
in der Autokorrelationsfunktion (schwarz) im Vergleich zur ACF ohne Triplett (rote
Kurve) ausgebildet. Durch Anlegen eines Flusses fillt die Kurve steiler ab (C). Sind
zwei Komponenten vorhanden, wie beispielsweise bei der Komplexbildung eines klei-
nen Liganden zu einem wesentlich schwereren Substrat, konnen zwei Diffusionszeiten
mit unterschiedlichen Verhéltnissen der Amplitude beobachtet werden (D).

Der Konzentrationsbereich von FCS Messungen liegt zwischen Picomolar und Mikro-
molar. Bei einer Konzentration von 1 uM befinden sich mehrere hundert Molekiile im
Fokus und die Fluoreszenz-Fluktuationen mitteln sich raus. Auf der anderen Seite
durchqueren bei Konzentrationen unter 1 nM nur sehr wenige Molekiile das Beobach-
tungsvolumen und das Fluoreszenz Signal kann nicht mehr vom Hintergrund oder vom
Detektorrauschen unterschieden werden. Der zeitliche Bereich in dem man Prozesse be-
obachten kann, liegt zwischen Mikrosekunden und Sekunden. Die untere Grenze wird
durch die Zeitauflosung der Hardware gegeben. Fiir FCS-Messungen werden meis-
tens Lawinenphotodioden (Lawinenphotodioden; engl. avalanche photodiode (APD))
als Detektoren verwendet. Sie eigenen sich auf Grund ihrer hohen Quanteneffizienz
besonders fiir schwach fluoreszierende Proben. Die Totzeit der APD liegt bei etwa 50-
100ns. Um einen Prozess wahrnehmen zu konnen, sollte die Zeitauflosung der Hard-
ware 10-mal schneller sein, als die Korrelationszeit des zu beobachten Prozesses. Um
eine gute Statistik zu erhalten, lasst sich fiir die obere Grenze sagen, dass die Messung
wenigstens 1.000-mal langer sein sollte, als der langsamste Prozess der von Bedeutung
ist. Wahrend dieser Zeit muss sichergestellt sein, dass das System stabil ist, d.h. es
sollte kein grofsfldchiges Photobleichen, keine langsamen Bewegungen der Zellen und

26



2.9. Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS)

A 1.0 Normale B 1.0 - Diffusion
Diffusion ] mit Triplett
0.8 0.8 - T
M~
_ 0.6 0.6 -
e ©
o 0.4 O 044
0.2 0.2 -

0.0 T T r 7 T 0.0 - |
1E-3 001 041 1 10 100 1000 1E3 001 o4 1 0 100 1000
Zeit [ms] Zeit [ms]
Diffusion D 1.0 - Bindung mit
mit Fluss 1 2 Komponenten
0.8 l
E 0.6
o ]
0.4 l
0.2 -
0.0 L L I S 0.0 T T T PTT—TTTT
1E3 001 0.1 1 10 100 1000 1E-3  0.01 0.1 1 10 100 1000
Zeit [ms] Zeit [ms]

Abbildung 2.7.: Die Form der Autokorrelationsfunktion ist Abhéngig von den zugrun-
deliegenden Prozessen, die die Schwankungen verursachen.

keine Veranderungen in der Laserintensitit auftreten [113].

Die meisten Modelle gehen von einer idealisierten gaufsférmigen Intensitéatsverteilung
aus, die in alle drei kartesischen Koordinatenachsen zeigt [179]. Fiir ein reales Profil
eines Laserfokus ist das nicht der Fall, insbesondere, wenn Aberrationen im optischen
System vorhanden sind. Als Verbesserung gelten numerische Modelle, die die tatséch-
lichen Systemparameter mit einbeziehen [92, 179, 184].

Aus einer Standard FCS-Auswertung lassen sich daher nur relative Diffusionszeiten
ermitteln, die vom Laserstrahlprofil und der Lochblende abhéngen. Sind exakte Kennt-
nisse iiber die Form und die Grofe des Konfokalvolumens bekannt, so lassen sich diese

iber D = % in absolute Diffusionskoeffizienten D umrechnen. Die einfachste Me-
thode zur Bestimmung der Parameter des Mikroskop-spezifischen Fokusprofils ist die
Vermessung eines Farbstoffs mit bekannten Diffusionskoeffizienten. Eine ausfiihrliche
Beschreibung findet sich in [185].

Fluoreszenz-Kreuz-Korrelations-Spektroskopie (FCCS)

Die Fluoreszenz-Kreuz-Korrelations-Spektroskopie (FCCS) ist eine leistungsfiahige Er-
weiterung der Standard FCS. In einem zwei-Farben Setup werden zwei Laser mit un-
terschiedlicher Wellenlédnge fiir die Anregung der Probe iiberlagert und bilden ein ge-
meinsames Beobachtungsvolumen. Mogliche Bindungspartner werden zur Analyse mit
spektral unterschiedlichen Farbstoffen markiert. Statt der Korrelation des Fluoreszenz-
signals mit sich selbst (FCS), werden die Fluoreszenzfluktuationen von zwei spektral
unterschiedlichen Detektionskanéle miteinander korreliert (Kreuz-Korrelations Analy-
se). Die hohe Spezifitat dieser Technik ergibt sich aus der Tatsache, dass nur dann eine
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KAPITEL 2. UBERSICHT UND GRUNDLAGEN

Kreuzkorrelationskurve gebildet wird, wenn die unterschiedlich markierten Molekiile
gebunden sind und daher gemeinsam durch das Beobachtungsvolumen diffundieren.
Nur so ergeben sich synchrone Fluktuationen in den beiden Detektionskanélen, die zu
einer messbaren Kreuz-Korrelation fithren [88, 186|. Diese Methode ist besonders emp-
findlich fiir molekulare Wechselwirkung von Biomolekiilen und um das Verhéltnis von
gebundenen und ungebundenen Zustand bei Komplexbildung und andere Assoziations-
und Dissoziations Parameter zu untersuchen [187-189]. Durch die Analyse der Am-
plitude und der Abklingzeit der jeweiligen Kurven (Auto- und Kreuzkorrelation) kén-
nen die Bindungskonstanten und die Mobilitdt des gebundenen Komplexes sowie die
Konzentrationen von allen Spezies bestimmt werden [88]. Ein zusétzlicher Vorteil zur
Standard FCS ist, dass hier auch kleine etwa gleichgrofte Bindungspartner beobachtet
werden konnen.

2.10. Forster Energietransfer (FRET)

Eine weitere Methode um die Wechselwirkung zweier Molekiile mit spektral unter-
schiedlicher Farbstoffenmarkierung zu untersuchen ergibt sich mit Hilfe des sogenann-
ten Forster Energietransfers (Forster Energietransfer (FRET)) [190]. Bei diesem Pro-
zess findet eine nicht strahlende Energieiibertragung basierend auf einer Dipol-Dipol
Kopplung von einem angeregten Fluorophor, dem sogenannten Donor (D), auf ein
anderes Molekiil, dem Akzeptor (A), statt. Dieser Vorgang kann beobachtet werden,
wenn sich das Emissionsspektrum des Donors, mit dem Absorptionsspektrum des Ak-
zeptors, tiberschneidet [114]. Der Akzeptor muss nicht notwendigerweise fluoreszierend
sein. Der Forster Energietransfer beruht auf der engen physischen Wechselwirkung der
beiden Molekiile (Donor-und Akzeptor) und kann daher nur auftreten, wenn der Ab-
stand zwischen Donor und Akzeptor zwischen 1-10 nm liegt [165, 191|. Die FRET Effi-
zienz E (auch Transfereffizienz) ist unter anderem abhéngig vom Abstand des Donors
zum Akzeptor R und kann daher genutzt werden um molekulare Wechselwirkungen
zu untersuchen:

po L
1+ (R%)
Die Forster-Radius (Rp) ist eine Konstante und der charakteristische Abstand von
Donor und Akzeptor bei E = 50% Bei der Untersuchung von Biomolekiilen werden
héufig Donor-Akzeptor-Paare untersucht, die durch einen festen Abstand getrennt
sind. In dem Fall wird die FRET Effizienz typischerweise unter Verwendung der re-
lativen Fluoreszenzintensitéit des Donors bei Donor Anregung Fg::‘ in Abwesenheit
des Akzeptors (D) und in Gegenwart des Akzeptors (DA) bestimmt oder {iber die
Fluoreszenzlebensdauer unter den entsprechenden Bedingungen (mpa und ) [114]:

(2.16)

(1)
Dex
E=1-~=/DA_q_TDA (2.17)

FDem) ™D

( DEX D

Auf der Basis der Einzelmolekiilspektroskpie kann FRET an einem einzelnen Fluoro-
phorenpaar (spFRET= single pair FRET) untersucht werden und bietet die Moglich-
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keit Details liber Heterogenitéten zu erfahren, die in einem Ensemble von Molekiilen
nicht aufgefallen waren und Bindungsereignisse und Konformationsénderungen zu ana-
lysieren [93].
Fiir die Untersuchung des Forster Energietransfer (FRET) auf der Ebene von Einzel-
molekiilmessungen wird die FRET Effizienz haufig als Naherung auf einer Skala von
0 bis 1 als ein relatives Mafs fiir die Entfernung der Fluorophore wie folgt berechnet
192, 193]:
oo 018

oo + Fper =
FS:: ist die Fluoreszenzintensitiat des Akzeptors und F]ID);:“ die Fluoreszenzintensitéat
des Donors bei einer Donor Anregung (Dey).
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Molecular Crowding

Der erste Schritt, um dynamische Prozesse und Wechselwirkungen von Proteinen in
biologischen Systemen zu verstehen und zu beschreiben, sind héufig Messungen in
Losungen unter definierten Bedingungen. Es hat sich jedoch gezeigt, dass verdiinnte
wassrige Losungen die physiologischen Bedingungen nur unzureichend widerspiegeln.
Insbesondere sind die Diffusion sowie die intra- und intermolekularen Wechselwir-
kungen von Proteinen durch die Konzentration an Makromolekiilen im Zytoplasma
beeinflusst.

In dieser Arbeit werden als Crowder Hintergrundmolekiile bezeichnet, die im Gegen-
satz zu den Tracer-Molekiilen nicht spezifisch iiber ein Fluoreszenz Signal detektiert
werden kénnen.

Im diesem Kapitel soll die Verwendung von artifiziellen Proteinlésungen als Crow-
dermedium zum Nachstellen von mdoglichst zellahnlichen Bedingungen gepriift wer-
den. Dazu wird die translatorische Eigendiffusion verschiedener Proteine, Ovalbumin
(OVA), Rinderserumalbumin (BSA) und Immunglobulin G (IgG, in Form von ~-
Globulin), gemessen. Diese Proteine kommen als natiirliche Bestandteile, z.B. im Blut-
plasma, vor. Aus diesem Grund und wegen ihrer globuldren Form gehéren sie zu den
préaferierten Proteincrowdern.

Wesentlich haufiger werden allerdings kiinstliche Polymere wie Ficoll 70, Dextran oder
Polyethylenglycol (PEG) als Crowdermedium verwendet.

In den verwendeten in wvitro-Ansétzen sollte eine moglichst zelldhnliche Umgebung
geschaffen werden, in dem eine extrem hohe Konzentration an Crowder-Proteinen
verwendet wurde. Um ein tberfiilltes Milieu zu erreichen, wurden 20-30% des Ge-
samtvolumens der Losungen von Proteinen gefiillt, was einer Konzentration von bis
zu 400 mg/ml entspricht.

Als Methode wurde die schon in der Einleitung vorgestellte Fluoreszenz-Korrelations-
Spektroskopie (FCS) verwendet, eine etablierte Technik zur Untersuchung der Diffu-
sion in offenen Losungssystemen unter physiologischen Bedingungen [23, 38, 126].
Das in diesem Zusammenhang aufgebaute Messsystem wird in Abschnitt 3 beschrie-
ben.

Molecular Crowding ist ein viel diskutiertes Thema, da es bis zum jetzigen Zeitpunkt
keine einheitlichen phdnomenologischen Beobachtungen gibt. Um existierende Modelle
mit Experimenten vergleichen zu kénnen, werden jedoch quantitative Daten benétigt.
Durch Gegeniiberstellung von experimentellen Daten aus dieser Arbeit und Simula-
tionen von Brownscher Dynamik wird versucht, eine Vorhersage iiber die moglichen
Prozesse und verschiedenen Parameter zu machen, die in einer hochkonzentrierten
Proteinlosung signifikant sind.

Die Simulationen zur Brownschen Dynamik wurden von Dr. Paolo Mereghetti aus der
Arbeitsgruppe von Prof. Rebecca Wade (Molecular and Cellular Modelling Group,
HITS gGmbH und Zentrum fiir Molekulare Biologie der Universitiat Heidelberg) durch-
gefiihrt und fir diese Arbeit zur Verfiigung gestellt.






3. Experimenteller Teil und Methoden

In diesem Abschnitt werden der Aufbau des konfokalen Systems zur Durchfiihrung der
FCS-Messungen, die Probenvorbereitung, sowie das fiir die Simulationen verwendete
Modell beschrieben. Vergleichsmessungen mit einem Dual-Fokus FCS Aufbau zur Va-
lidierung finden sich in Kapitel 3.5.

3.1. Experimenteller Aufbau

Im Rahmen dieser Arbeit ist ein FCS-Aufbau (Abb.2.6) entstanden. Der Aufbau um-
fasst zusétzlich zur Standard-Ausstattung einige optionale Erweiterungsmoglichkeiten.
Diese beinhalten die Wahl der Lichtquellen und deren Steuerung iiber einen Akusto-
optischer Filter, engl. Acousto-Optical Tunable Filter (AOTF) sowie die Moglichkeit,
fixierte Proben {iber einen Piezo-Tisch abzutasten.

Der aktuelle Mikroskopaufbau (Aufbau II) zur Durchfithrung der FCS fiir den ers-
ten Teil der Arbeit ist in Abb. 3.1 schematisch gezeigt. Basis ist ein inverses Mikro-
skop (Axiovert S100 TV, Carl Zeiss Jena GmbH) mit Olympus Objektiv (UPlanSApo
60x, 1,2 NA, Wasserimmersion; Olympus Tokyo, Japan). Zusétzlich verfiigt das Sys-
tem tiber einen Piezo-Tisch mit einer Kontrolleinheit (E300, Physik Instrumente (PI),
Karlsruhe, Deutschland) die eine x-,y- und z-Positionierung der Probe erméglicht.
Zwei orthogonal zueinander polarisierte, gepulste Laserdioden mit einer Emmisions-
wellenldnge von 640nm von der Firma PicoQuant GmbH (Berlin) wurden in eine
Faser-Einkopplungseinheit (FCU II- Fibre coupling unit) eingekoppelt [194] und in das
System integriert. Der Mehrkanaltreiber (PDL808, Sepia, PicoQuant) ermoglicht die
Ansteuerung der gepulsten Lichtquellen mit einer Repetitionsrate von bis zu 80 MHz.
Das System wurde zusétzlich mit einem griinen Laserdiodenmodul (532 nm, cw, DPT-
532-30G, Topag, Darmstadt), das ebenfalls in die Faser eingekoppelt wurde, erweitert.
Der Anregungsstrahlengang wurde mit passenden Filtern zur Aufreinigung der La-
serlinien ausgestattet (Laser Clean-up Filter z 640/10 und z 532/5, AHF, Analyse-
technik, Tiibingen). Das Faserende wurde iiber einen Kollimator (Linos, Gottingen)
ausgekoppelt und durch einen Akustooptischer Filter, engl. Acousto-Optical Tunable
Filter (AOTF) (AOTF.nC-VIS, AA Optoelectronic, Orsay Cedex, Frankreich) gefiihrt.
Uber die Frequenz der am AOTF angelegten Spannung ist ein Auswéhlen der trans-
mittierten Laserlinien moglich. Zudem kann die gewiinschte Laserintensitat iiber die
Spannungsamplitude reguliert werden. Der Strahlengang fiihrt den Strahl 1.0rdnung
auf einen Dichroiten (Dual Line Beam Splitter z 532/635, AHF, Analysentechnik, T1i-
bingen), der das Anregungslicht auf das Objektiv lenkt.

Das aus der Probe stammende Fluoreszenzlicht passiert dasselbe Objektiv und den
gleichen dichroitischen Spiegel wie zuvor bei der Anregung und trifft auf die Tubus-
linse. Die Tubuslinse fokussiert das Emmissionslicht auf eine Lochblende mit 50 oder
80 um (Tab. 3.1). Nach der Lochblende wird das Fluoreszenzlicht iiber einen Langpass-
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FCU I

Kollimator
Objektiv

Dichroitischer
Spiegel

Spiegel

Tubuslinse

Abbildung 3.1.:

= == | ochblende

Schematisch: Aktueller konfokaler Aufbau. Die Anregung erfolgt iiber
fasergekoppelte Laserdioden, die nach der Auskopplung einen Akus-
tooptischer Filter, engl. Acousto-Optical Tunable Filter (AOTF) pas-
sieren, iiber den die Intensitdt und Wellenlénge des transmittierten
Lichtes ausgewihlt werden kann. Uber einen dichroitischen Spiegel
wird das Laserlicht in das Objektiv gelenkt. Die aus der Probe stam-
mende Fluoreszenz wird iiber dasselbe Objektiv gesammelt und vom
Anregungslicht iiber den dichroitischen Spiegel getrennt. Die Tubus-
linse fokussiert das Anregungslicht auf die Lochblende, um stérende
Hintergrundsignale zu verhindern. Danach wird es iiber eine Linse
fokussiert und mittels eines Strahlteilers zur Detektion auf zwei La-
winenphotodioden gesendet.
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Lochblende Laserintensitat (WW)  Strahlradius wy

Aufbau 1
50 um 175 uW (515 + 10) nm
80 um 175 uW (590 £ 30) nm
Aufbau II AOTF
50 wm 65 LW (518 & 10) nm
80 um 100 uW (580 £ 20) nm

Tabelle 3.1.: Die verwendeten Lochblenden und Laserintensititen mit den daraus re-
sultierenden charakteristischen (1/e?)-Ausdehnungen des gaukférmigen
Fokus.

und einen Emmissionsfilter (HQ 645 LP, HQ 675/50, AHF) nochmals aufgereinigt. Das
Signal wird iiber eine weitere Linse fokussiert und {iber einen 50:50 Strahlteilerwiir-
fel (Linos) auf die optisch aktive Fliche der Detektoren gelenkt. Detektiert wird das
Fluoreszenzsignal mit zwei APDs (Optoelectronics Perkin-Elmer, Kanada) im selben
Abstand und kann mittels Korrelatorkarte ALV 5000/E (ALV GmbH,Langen) mitein-
ander korreliert werden.

Fiir die Messungen wurde die parallel zur optischen Achse polarisierte 640 nm Laser-
diode verwendet. Der Durchmesser der Lochblende betrug entweder 50 um oder 80 pm
und die verwendete Laserintensitdt lag im Bereich von 65-175 uW (siehe Tab.3.1).
Dabei wurde die Intensitét immer vor dem dichroitischen Spiegel (Dual Line Beam
Splitter z 532/635, AHF, Analysentechnik, Tiibingen) gemessen.

Die laterale Ausdehnung wurde in Abhéngigkeit von den unterschiedlichen Justierun-
gen der Lochblenden iiber Kalibrierungsmessungen des freien Farbstoffs Atto655 mit
Carboxygruppe (Atto-Tec GmbH, Siegen, Deutschland), der einen bekannten Diffusi-
onskoeffizienten, wie in [103] nachzulesen, von D = (4,26 + 0,08) - 106% aufweist,
(vgl. Tab.3.1) bestimmt.

Dabei ist zu beachten, dass erst im Laufe der Arbeit der Kollimator und ein AOTF
in den Anregungstrahlengang integriert wurden, der die Faserauskopplung iiber zwei
Teleskope abgelost hat (Aufbau I). Die Systemparameter wurden beim Umbau so
angepasst, dass die konfokalen Volumina vergleichbar sind. Dies ist der wichtigste Pa-
rameter um spéater den Diffusionskoeffizienten aus den gemessenen Diffusionszeiten zu
bestimmen. Die Laserintensitéit sowie Lochblendendurchmesser und die entsprechen-
den Strahltaillien sind in Tab. 3.1 zu finden.

3.2. Datenanalyse

Fiir die Analyse der Korrelationskurven wurde mit Origin (OriginLab,USA) eine Mo-
dellfunktion mit dem Levenberg-Marquardt-Algorithmus an eine aus 10 Einzelmessun-
gen gemittelte Autokorrelationskurve angepasst. Der Fehler des Diffusionskoeffizienten
wurde zunéchst iiber Gaufische Fehlerfortpflanzung aus dem Fehler des Strahlradius
wo und dem Anpassungsfehler der Diffusionszeit 7p bestimmt. Da dieser Fehler aller-
dings den eigentlichen Systemfehler aufgrund von Brechungsindexunterschieden und
Autofluoreszenz der Proteine bei weitem unterschitzt (siehe Abschnitt 3.5), wurde
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noch eine Werteungenauigkeit von 10% angenommen.

Fiir die mit Atto633 markierten Proteine wurde als Anpassungsmodell eine freie drei-
dimensionaler Diffusion mit Triplettkorrektur verwendet (siche Abschnitt.2).

G(1) = Gryip(T)Gp(7) (3.1)
mit der Korrektur der Triplettrelaxation:
Grrvip = [1 T4 Te(*%)} (3.2)

und einen translationsabhéngigen Term:

Gp(T) =+ (33)

3.3. Modellbeschreibung

Dynamische und strukturelle Eigenschaften von Protein-Losungen kénnen durch Mo-
delle beschrieben und vorhergesagt werden. Die in dieser Arbeit dargestellten Mo-
dellergebnisse zur Eigendiffusion von Proteinen hat Paolo Mereghetti (Molecular and
Cellular Modelling Group, HITS GmbH) erarbeitet und fiir diese Arbeit zur Verfiigung
gestellt. Auf der Basis der Brownschen Dynamik (BD)-Methode haben Mereghetti und
Mitarbeiter ein Modell fiir die Simulation vieler Makromolekiile (102 —103) entwickelt,
das detaillierte atomare, starre Korper in einem Kontinuum aus Losungsmittel in ei-
nem periodischen Potential verwendet. Basis fiir die Simulation der Proteine sind die
in 3.4.2 gezeigten Kristallstrukturen. Mit dem Modell kénnen Kollisionen zwischen Lo-
sungsmittelmolekiilen und Proteinen und Protein-Protein-Wechselwirkungen beriick-
sichtigt werden [195].

Die Kréfte wurden tiber ein numerisches Verfahren (Finite-Differenzen-Methode) zur
Bestimmung der paarweisen freien Energie AG'~? der Wechselwirkungen zwischen
Proteinen berechnet. Dies geschah unter Beriicksichtigung elektrostatischer Terme,
nicht polarer Wechselwirkung und repulsiver Potentiale (soft-core Modell):

o 1 !
AG'™? = B} > B, (riy) - iy + B} > Py (rj) - a5
12 jl

+ Z (I)edes1 (rig) : Qi22 + Z q)edeSQ (rjl) : q]2'1

i2 jl

+ Z (I)npdesl (rmg) : Am2 + Z CI)npdeSg (rnl) ’ Anl
mo ni

+ Z Esoftcore1 (rmg) + Z Esoftcoreg (rnl) (34)
m2 ni

Wobei & die Wechselwirkungspotentiale, g die effektive Ladung, A die Losungsmittel
zugdnglichen Oberflachen, Fgoficore die soft-core Abstofsungsenergien und r die Atom-
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koordinaten sind. Uber ®cges; Wird die elektrostatische Solvatationsenergie unter Be-
riicksichtigung der Wechselwirkung elektrischer Ladungskréfte des einen Proteins mit
Proteindipolen des anderen sowie nicht polarer Wechselwirkungen ®,4es, beschrieben.
Details finden sich in [195, 196].

Fiir die BD-Simulationen wurden 250 Protein-Molekiile mit zunéchst zufilliger Posi-
tionierung in einem rechteckigen Kasten mit periodischen Randbedingungen bei 300 K
angesetzt. Die Kastengrofe wurde der Konzentration der Proteinlésung angepasst und
variierte entsprechend.

Hydrodynamische Wechselwirkungen wurden unter Verwendung der Molekularfeld-
theorie beriicksichtigt. Bei diesem Verfahren wird ein isotroper Kurzzeit-Translations-
Diffusionkoeffzient(DY, ) einem bestimmten Typ von Protein zugeordnet und unter
Beriicksichtigung des durch Proteine besetzten lokalen Volumenanteils (¢;) neu ska-
liert. Dieser Wert wird dann fiir die Aktualisierung der Protein-Position eingesetzt.
Die verwendeten Ergebnisse nach dem Modell von Tokuyama und Mitarbeiter [197,
198|] gehoren ebenfalls zu den von Paolo Mereghetti zur Verfiigung gestellten Daten.
Entwickelt wurde das Modell, um die Eigendiffusion von Biomolekiilen in Lésung zu
beschreiben und zwar unter Verwendung eines repulsiven Potentials und unter Beriick-
sichtigung hydrodynamischer Wechselwirkung. Dabei wird zwischen einem Langzeit-
Diffusionskoeflizienzten und einem Kurzzeit-Diffusionskoeffizienten unterschieden. Ma-
kroskopisch messbare Grofien liegen im Bereich des Langzeit-Diffusionskoeflizienztens:

Dlt(uI'Z((Izs) (3.5>

1+ kH() (f) (1 - %)4

be = (4/3)3/(7In3 — 81In2 + 2) ist ein fiktiver singulirer Punkt und wird durch Kur-
venanpassung bestimmt. Unter Berticksichtigung eines repulsiven Potentials ist k=2.
¢ = mo3N/6V ist der Volumenanteil, wobei N die Gesamtzahl der Teilchen und V das
Gesamtvolumen des Systems sind. o ist eine positive Konstante, die aus der Potenti-
albeschreibung hervorgeht. Der Kurzzeit-Diffusionskoeffizient ldsst sich analytisch fir
harte Kugeln 16sen, zur Validierung wurden unabhéngige Molekularer Dynamik (MD)
und Brownscher-Dynamik (BD) Simulationen durchgefiihrt [197, 198|.

Diang(¢) =

3.4. Material

3.4.1. Probenvorbereitung

Die verwendeten Proteine wurden von der Firma Sigma-Aldrich, Steinheim bezogen.
Dabei wurden die Proteinlésungen ohne weitere Aufreinigung durch Loésen in 1ml
phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) entsprechend im Konzentrationsbereich von 200-
400 mg hergestellt. Diese unmarkierten Proteine in Losung bilden die Crowder-Losung.
Die markierten Proteine wurden unspezifisch {iber ihre Aminogruppen mit Atto633-
N-Hydroxysuccinimid (NHS) Ester (ATTO-TEC GmbH, Siegen) markiert und wer-
den als Tracer bezeichnet. Der getrocknete Farbstoff wurde in N,N-Dimethylformamid
(DMF, Sigma-Aldrich, Steinheim) immer auf eine Ausgangslosung von 2mg/ml ge-
bracht (¢=2,67 mmol/1). Fiir alle Markierungen wurde eine 2 mg/ml Proteinlosung mit
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0,01 M PBS-Puffer (pH 7,4) hergestellt und ein fiinfacher Farbstoffiiberschuss verwen-
det. Um eine optimale Kopplung zu erreichen empfiehlt der Hersteller einen pH-Wert
von 8,0 - 9,0. Fiir v-Globulin wurde der pH-Wert auf 8,3 gebracht. Dazu wurde eine
0,1 M Natriumcarbonat Pufferlésung zum Markierungsansatz dazugegeben. Fiir den
Markierungsansatz der anderen Proteine wurde nur 0,01 M PBS (pH 7.4) verwendet,
da eine Erhohung des pH-Wertes zu einem zu hohen Markierungsgrad, engl. degree
of labelling (DOL) von bis zu 25 gefithrt hat. Messungen wurden mit einem DOL
von bis zu 5 durchgefiihrt. Der Reaktionsansatz wurde fiir 1,5 Stunden (mit Natrium-
carbonat) bzw. fiir 3 Stunden (mit PBS) bei Raumtemperatur im Dunkeln gelagert
und alle 30 Min geschwenkt. Durch einen Gravitationsfluss wurde der freie Farbstoff
vom markierten Protein getrennt. Dazu wurden nach Umpuffern der Séule mit 10 ml
PBS 250ul der Reaktionslosung + 250ul PBS {iber eine mit Sephadex G-25 gefiillten
NAP-5 Siule (NAPT™.5 Column, GE Healthcare, Freiburg) geschickt und mit 750ul
PBS eluiert. Die Konzentration der markierten Proteine wurde iiber die Absorption
mit dem entsprechenden Extinktionskoeffizienten (aus Datenblatt, Tabelle 3.2) bei
280 nm bestimmt (siche Markierungsprotkoll [199] S.69-71).

Zu Beginn der Messungen wurden 8-Kammer-Deckgliser (Lab-Tek™) der Firma
Nunc (Thermo Fisher Scientific) benutzt. Diese besitzen ein Deckglas der Stérke
170 pm als Boden. Darin wurden Proteinlésung mit einem Gesamtvolumen von 310ul
vermessen. Im Verlauf der Arbeit wurde auf 384-Wellenplatten (Greiner Bio-One, Ger-
many) mit 175 um dickem Glasboden gewechselt. Da hier das benétigte Mindestvolu-
men wesentlich kleiner ist, war ein Ansatz von 31 pul ausreichend.

Um eine unspezifische Absorption der Proteine an der Glasoberfliche zu verhindern,
wurde die Oberfliche der Kammern mit PLL-g-PEG (Poly(L-Lysin) und Poly(Ethylen
Glykol), SuSoS AG, Schweiz) beschichtet (Fiir eine Beschreibung und Oberflichen-
herstellung siehe [200] mit einer 1:5 Extran Losung zu Oberflichenreinigung und -
aktivierung; Abschnitt 3.6.4).

Die Proben wurden aus folgenden Materialien erstellt:
e Albumin chicken egg grade V (A5503) hier OVA
e Gamma-globulins from bovine blood (G5009) hier v-Globulin !
e Albumin bovine (A7030) hier BSA
e Ficoll (R) PM 70 (F2878) hier Ficoll 70
e Dulbecco “s Phosphate Buffered Saline (MO D8537) hier PBS

3.4.2. Proteinstukturen

In Abb.3.2 sind die Kristallstrukturen der in dieser Arbeit verwendeten Proteine, -
Globulin, Ovalbumin (OVA) und Rinderserumalbumin (BSA) gezeigt auf deren Basis
die BD-Simulationen aufgebaut sind. v-Globulin ist eine Mischung aus drei Immuno-
globinen, mit 80% ist Immunglobulin G (IgG) der Hauptbestandteil. Die verwendeten
Molekiile gehéren zu der Klasse der globuldren Proteine. Die Angabe iiber den hy-
drodynamischen Radius ist aus Tabelle 3.2 zu entnehmen. Jedes der Proteine weist

'Der Hauptbestandteil von y-Globulin ist IgG (80%), dann folgen IgM (10%), und IgA (<10%).
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Abbildung 3.2.: Kristallstrukturen der verwendeten Proteine: Ovalbumin (OVA) [201],
Rinderserumalbumin (BSA) [202], Immunglobulin G (IgG) [203].

Protein MW E21é78 Ty
[kDa] [nm|
BSA 66 6,67 3,2-3,7 1
v-Globulin | 155 14 5,29-5.41 2
Ova 44 | 6,9-76 | 2,83,11
Ficoll 70 70 5,5
b [204]
2 [205] *bezogen auf IgG
3 [126]

Tabelle 3.2.: Molekulargewicht, Extinktion
und hydrodynamischer Radi-
us der verwendeten Proteine.

jedoch eine einzigartige Struktur auf. Ovalbumin (OVA) wird als am kugeldhnlichs-
ten beschrieben, Rinderserumalbumin (BSA) bildet eine herzférmige Struktur und
~v-Globulin bzw. der Hauptbestandteil Immunglobulin G besitzt eine Y-ahnliche Struk-
tur.

3.5. Vorarbeiten: Charakterisierung des Messsytems im
Vergleich zum Dual-Fokus FCS Systems

3.5.1. Experimentelle Vorarbeiten

Zur Charakterisierung des Standard-FCS System wurden Vergleichsmessungen mit ei-
nem Dual-Fokus FCS Aufbau durchgefiihrt. Bei dieser Technik werden zwei lateral
versetzte Laserfoki erzeugt mit einem festen Abstand im Bereich von etwa 400 nm.
Ist der Abstand bekannt ldsst sich dieser als externer Mafstab verwenden. Die Auto-
Korrelations-Funktion fiir jeden Fokus und die Kreuz-Korrelations-Funktion zwischen
den beiden Foki werden durch die Verwendung eines einfachen zwei-Parameter Modell
beschrieben. Mit einer Software-Routine lassen sich iiber das Dual-Fokus System direkt
absolute Diffusionskoeffizienten bestimmen [92, 206|. Die Dual-Fokus FCS Messungen
wurden an einem konfokalen Mikroskop der Firma PicoQuant (MicoTime200-System;
Inverse Time-resolved Fluorescence Microscope) im Labor von Prof. Dr. Jérg Ender-
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lein in Goéttingen durchgefiihrt. Zur Kurvenanpassung der Korrelationen wurde eine
MatLab-Auswertroutine verwendet, die auf Anfrage von Jorg Enderlein zur Verfiigung
gestellt wurde. Eine ausfiihrliche Anwendungsbeschreibung fiir die Auswertroutine und
die Mikroskopsteuerung sind iiber den Mikroskopsystem-Hersteller erhéltlich.

Fiir die Systemvalidierung wurde eine moglichst einfaches Modellsystem gewahlt: Die
Diffusion von freien Farbstoff (Atto655COOH, 5nM) in einem h&ufig verwendeten
Crowder, dem Zuckerpolymer Ficoll 70. In Abhéngigkeit der Ficoll 70 Konzentration
wurde eine Messreihe von Omg/ml bis 400 mg/ml in 11 Schritten mit einer festen
Farbstoffkonzentration von 5nM mit beiden Systemen vermessen. Fiir das Standard
System konnen die Diffusionskoeffizienten nur iiber die Abschétzung des Strahlradius
und der gemessenen Diffusionszeit bestimmt werden (siche 3.1). Fiir die Kurvenan-
passung wurde fiir beide Systeme ein einfaches Diffusionsmodel in drei Dimensionen
verwendet (3.3). Die aus den Messungen resultierenden translatorischen Diffusionsko-
effizienten mit Fehlern sind in Abb. 3.5 in Abhéingigkeit der Ficoll 70 Konzentration
fiir beide Messsysteme dargestellt. Griine Kreise reprasentieren die Messungen am
Dual-Fokus-System und schwarze Quadrate die Datenpunkte aus dem neuaufgebau-
ten Standard-FCS System. Jeder griine Datenpunkt wurde aus einer 180s Messung
an dem Dual-Fokus-Sytem generiert. Fiir das Standard System wurde je Datenpunkt
10 Messungen zu 60 s aufgenommen und der Mittelwert zur Datenanalyse verwendet.
Die Fehlerabschétzung ist in 3.5 und 3.2 beschrieben.

Abb. 3.3 zeigt die Autokorrelationskurve fiir Ficoll 70 bei 400 mg/ml in Schwarz und
die verwendete Anpassungsfunktion fiir freie Diffusion in Rot. Oben rechts ist ein
Zoombereich zwischen 5-150 ms eingetragen. Die Anpassungsfunktion weist in diesem
Bereich Abweichungen von der idealen Passform auf.

Im Vergleich dazu ergibt sich aus der Matlab Auswertroutine fiir die Dual-Fokus FCS
Messungen bei gleich hoher Konzentration an Ficoll 70 die in Abb. 3.4 gezeigte Kur-
venanpassung.

Uber die 2fFCS-Auswertung erhilt man den Diffusionskoeffizienten direkt als Para-
meter aus der Kurvenanpassung. Fiir das Standard-Verfahren wurde D iiber D = 4%7
bestimmt. Dabei wurde wq vorher aus Kalibierungsmessungen ermittelt. In Abb. 3.
ist der Diffusionskoeflizient {iber die Ficoll 70-Konzentration aufgetragen und fallt mit
steigender Konzentration fiir beide Messsysteme gleichermafen ab. Im Rahmen ihrer
Messgenauigkeit stimmen die Werte iiberein.

3.5.2. Diskussion Vorarbeiten

Zu Vergleichszwecken wurden an einem Dual-Fokus FCS System die Diffusionskoeffi-
zienten fiir die freie Diffusion von Atto655-COOH in Abhéngigkeit von der Ficoll 70
Konzentration im Bereich von 0-400 mg/ml gemessen. In gleicher Weise wurden diese
Experimente auch an dem fiir diesen Teil der Arbeit aufgebauten Messsystem durch-
gefiihrt. Die Autokorrelationsfunktionen der Standard-FCS Messungen zeigen Abwei-
chungen bei der Kurvenanpassung fiir hohe Ficoll-Konzentrationen. Die Analyse der
Dual-Fokus FCS Messungen zeigt, im Vergleich zum Standard-System, auch bei hohen
Konzentrationen keine Unterschiede in der Anpassungsqualitét. Dennoch stimmen die
Werte fiir die Diffusionskoeffizienten im Rahmen der Messgenauigkeit sehr gut {iberein.
Damit scheint das Standard-FCS-System dafiir geeignet zu sein, quantitative Daten
iiber den Diffusionskoeffizienten zu liefern. Aus diesem Grund wurde entschieden, das
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Abbildung 3.3.: Gemittelte Autokorrelationskurve aus 10 gemessenen Korrelations-
kurven und die dazugehétige Anpassung in Rot. Oben rechts: Zoom-
bereich fiir 5-150 ms
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Abbildung 3.4.: Dual Focus FCS Kurven fiir Atto655COOH in einer 400 mg/ml Ficoll-
Losung. Autokorrealationskurven (Blau/Griin) der unabhéngigen Fo-
ki und Kreuzkorrelation (Rot) wurden mit einer fiir 2fFCS erweiter-
ten Modelanpassung. Farblich unterschiedliche offene Kreise sind die
Messwerte fiir die jeweiligen Foki.
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Abbildung 3.5.: Vergleich der Diffusionskoeffizienten fiir den freien Frabstoff At-
t0655COO0OH in einer Losung aus Ficoll 70 bis zu einer Endkonszentra-
tion von 400 mg/ml. Schwarze Datenpunkte stammen vom Standard-
FCS Aufbau, wohingegen griine mit einem Dual-Fokus Aufbau ange-
nommen wurden.

Molecular Crowding mit dem selbst aufgebauten System zu untersuchen.
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4. Ergebnisse

Die Beschreibung von Proteindiffusion in zellahnlichen Umgebungen ist bis jetzt nur
unzureichend verstanden.

Im folgenden Abschnitt soll daher untersucht werden, ob sich Fluoreszenz-Korrelations-
Spektroskopie prinzipiell eignet, um die Diffusionseigenschaften von Proteinen in phy-
siologisch relevanten Proteinkonzentrationen bis zu 400 mg/ml zu untersuchen.

Bei den ausgefiihrten Studien werden die translatorischen Diffusionskoeffizienten von
drei globuldren Proteinen in Abhéngigkeit der Konzentration in der jeweiligen Prote-
inlésung untersucht. Fiir den spéteren Modell-Vergleich wurden die experimentellen
Daten von ~-Globulin und BSA verwendet und mit Simulationen von Brownscher
Dynamik verglichen.

4.1. Eigendiffusion von OVA, BSA und ~-Globulin

Als erstes wurde die Eigendiffusion von OVA, BSA und ~-Globulin gemessen. Als
Tracer, d.h. zu beobachtendes, markiertes Molekiil, wurden jeweils mit Atto633 ge-
koppeltes OVA, BSA und 7-Globulin verwendet. Bezogen auf den Farbstoff wurde
eine feste Konzentration zwischen 17-55nM an markiertem Protein in einer Losung
aus dem jeweiligen unmarkierten Protein mittels FCS vermessen. OVA-633 wurde in
einer Konzentrationsreihe bis 400 mg/ml angesetzt. Fiir BSA wurde eine Maximalkon-
zentration von 300 mg/ml gewéhlt. Da «-Globulin bei dem gewéhlten pH-Wert am
schlechtesten 16slich ist, konnte hier nur eine Losung mit maximal 200 mg/ml herge-
stellt werden.

Die aus den Konzentrationsreihen gemessenen Autokorrelationskurven wurden mit
einem einfachen 3D Modell mit Triplett angepasst und die Diffusionszeiten in Diffusi-
onskoeffizienten umgerechnet, wie in Abschnitt 3.2 beschrieben. In Abb.4.1 wurden die
resultierenden normierten Diffusionskoeffizienten iiber die entsprechende Proteinkon-
zentration aufgetragen. Bei der Normierung wurde durch den Diffusionskoeffizienten
des markierten Tracers in PBS geteilt. Eventuelle Anderungen des Diffusionskoeffizi-
enten durch leichte Temperaturunterschiede sollen so keinen Einfluss auf die Vergleich-
barkeit haben. Wenn der hydrodynamische Radius unabhéngig von der Konzentration
ist, sollte auch diese damit keinen Einfluss mehr haben. Die grauen Dreiecke beschrei-
ben die normierten Diffusionskoeffizienten von ~-Globulin-633 in Abhéngigkeit der
Proteinkonzentration. Die roten Kreise entsprechen BSA-633 und die orangenen Qua-
drate OVA-633 in Abhéngigkeit der Proteinkonzentration.

Der Diffusionskoeffizient fillt fiir alle Proteine mit zunehmender Konzentration an
Hintergrund-Proteinen ab. Dabei zeigen OVA und BSA einen dhnlichen Verlauf von 1
bis 0,2. Fiir v-Globulin zeigt sich ein nahezu linearer schneller Abfall bis hin zu etwa
0,2 bei der maximalen Proteinkonzentration von 200 mg/ml. Im gleichen Konzentra-
tionsbereich fallen BSA und OVA dagegen fiir 200 mg/ml Protein auf nur etwa 0,46.
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Abbildung 4.1.: Normierte Diffusionskoeffizienten zur Untersuchung der jeweiligen Ei-
gendiffusion von OVA-633 in OVA (orangene Quadrate), BSA-633 in
BSA (rote Kreise) und v-Globulin-633 in v-Globulin (graue Dreiecke)
in Abhéngigkeit ihrer Konzentration.

Ein kleiner Diffusionskoeffizient entspricht einer langsameren Diffusionszeit. Es zeigt
sich, dass OVA und BSA in ihrem Diffusionsverhalten dhnlich sind und im Rahmen
ihrer Messgenauigkeit sogar iibereinstimmen, im Gegensatz zu y-Globulin. Die Ergeb-
nisse decken sich mit den von Muramatsu und Minton 1988 [207] angegebenen Daten
fiir BSA. Dort beobachteten sie auch, dass der Abfall der normierten Diffusionskoefhi-
zienten flir markiertes BSA in BSA (200 mg/ml) etwa im selben Verhéltnis abnimmt
wie in den vorliegenden Messungen, d.h. etwa um das Vierfache im Bezug auf die Dif-
fusionskonstante in Puffer D/Dy = 0,25. Fir drei der vier untersuchten Proteine in
ihrer Studie fanden sie, desto grofser der Tracer ist, umso grofer ist die Abnahme des
normierten Diffusionskoeffizienten und umso kleiner die Hintergrund-Spezies, desto
starker die Abnahme des Diffusionskoeffizienten. Insgesamt wurde die Abnahme des
Diffusionskoeffizienten mit zunehmender Crowder-Konzentration stédrker vom Tracer

gepragt.

4.2. Diffusion im Vergleich: BSA und ~-Globulin

Um zu kléren, ob der Unterschied zwischen v-Globulin und BSA bzw. OVA aufgrund
einer Tracer- oder Crowder-Abhéngigkeit entsteht, sollte die Diffusion von y-Globulin-
633 in einer BSA-Losung und BSA-633 in einer v-Globulin Lésung verglichen werden.
BSA-633 wurde in y-Globulin (0-200 mg/ml) und y-Globulin in BSA (0-400 mg/ml)
gemessen. Die hohere Konzentration von BSA sollte zum einen zeigen, ob die Kon-
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Abbildung 4.2.: Normierte Diffusionskoeffizienten zur Untersuchung der Crowder-
Tracer Abhéngikeit mit BSA-633 in BSA (0-300 mg/ml)(Rot gefiillte
Kreise), v-Globulin in BSA (0-400 mg/ml)(graue offene Kreise) und
~-Globulin-633 in 7-Globulin (Grau gefiillte Dreieicke) (0-200 mg/ml),
sowie BSA-633 in ~-Globulin (0-200 mg/ml) (rote offene Dreieicke).
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zentration einen Effekt auf die Diffusion hat und zum anderen wird der Vergleich der
Datenpunkte iibersichtlicher, wie sich beim Vergleich der Eigendiffusion von OVA und
BSA gezeigt hat. Fiir v-Globulin wurde die Maximalkonzentration aus zuvor genann-
ten Griinden beibehalten.

Die Abb.4.2 zeigt die Ergebnisse der Eigendiffusion von «-Globulin-633 in «-Globulin
und BSA-633 in BSA im Vergleich zu v-Globulin-633 in BSA und BSA-633 in ~-
Globulin. Auch hier wurde wieder die Darstellung der normierten Diffusionskoeffi-
zienten gewéhlt. Wurde BSA-633 als Tracer benutzt wird dies durch rote Symbole
gekennzeichnet. Bei grauen Symbolen ist v-Globulin-633 der Tracer. Runde Symbole
zeigen, dass es sich um BSA als Crowder handelt und Dreiecke bedeuten, dass als
~v-Globulin als Crowder verwendet wurde.

~v-Globulin-633 in y-Globulin und BSA-633 in y-Globulin fallen beide von 1 auf 0,2 in
einem Konzentrationsbereich von 0-200 mg/ml ab. Dieses Verhalten zeigen BSA-633
in BSA und 4-Globulin-633 in BSA fiir einen Konzentrationsbereich von 0-300 mg/ml.
Die Abnahme des Diffusionskoeffizienten auf einen festen Wert von 0,2 ist damit in
dieser Studie stirker Crowder-abhingig.

Es ist bekannt, dass unterschiedliche Wechselwirkungen zwischen Crowder und Tra-
cer auftreten, deren Auswirkungen von Art des Losungsmittels, der Konzentration
der Hintergrund-Spezies und weiterer Parameter wie der Temperatur, dem pH-Wert
oder der Ionenstidrke abhéngen. Bis auf die Konzentration sind die restlichen Para-
meter im Experiment vergleichbar. Vermutlich haben daher vor allem repulsive und
hydrodynamische Wechselwirkungen entscheidende Auswirkungen auf die translatori-
sche Diffusion.

4.3. Vergleich der Diffusionskoeffizienten von OVA, BSA
und 7-Globulin mit einem etablierten analytischen
Modell

Zur theoretische Beschreibung der Eigendiffusion von Biomolekiilen in Lésung kann
ein analytisches Modell verwendet werden (siehe Abschnitt 3.3, [197, 198]), das re-
pulsive Potentiale und hydrodynamische Wechselwirkungen auf kurzen Zeitskalen be-
riicksichtigt. Die Proteinlosung wird dabei als monodisperses System von sphérischen
kolloidalen Teilchen angesehen, aus denen sich iiber Losung analytischer Gleichungen
ein Kurzzeit- und Langzeit-Eigendiffusionskoeffizient ergibt.

In Abb. 4.3 ist das theoretische Modell als schwarze Linie eingetragen und zeigt die nor-
mierten Diffusionskoeffizienten in Abhéngigkeit der Proteinkonzentration. Die Konzen-
tration wurde iiber den Volumenanteil bestimmt, den jedes Molekiil in Abhéngigkeit
seines Volumens besetzt. Zusatzlich sind noch die experimentellen Daten der Eigen-
diffusion von OVA (orangene Quadrate), BSA (rote Kreise) und v-Globulin (graue
Dreiecke) gezeigt.

Die theoretischen Werte und die experimentellen Daten von OVA und BSA beschreiben
einen dhnlichen Verlauf. Der Abfall des Diffusionskoeffizienten wird durch das Modell
daher gut wiedergegeben. Fiir «-Globulin gibt es deutliche Abweichungen. Deshalb
wurde fiir die folgenden Simulationen von Brownschen Dynamik die Eigendiffusion
auf Grundlage der Kristallstrukturen von IgG und BSA durchgefiihrt.
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Abbildung 4.3.: Normierte Diffusionskoeffizienten zur Untersuchung der jeweiligen Ei-
gendiffusion. Experimentelle Daten aus 4.1 von OVA-633 in OVA
(orange Quadrate), BSA-633 in BSA (rote Kreise) und y-Globulin-
633 in y-Globulin (graue Dreiecke) und das analytisch von Tokuyama
[197, 198]) geloste Modell fiir harte Kugeln (schwarze Kurve).
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4.4. Vergleich mit modellierten Daten

Fiir die vergleichenden BD-Simulationen wurden drei Modelle mit unterschiedlichen
Wechselwirkungspotententialen getestet. Diese sind in verschieden Farben in der Gra-
fik 4.4 dargestellt:

I ) In blau wird Brownsche Dynamik mit direkter und hydrodynamische Wechsel-
wirkungen angenommen.

IT ) Cyanfarbene Kreise stellen Brownsche Dynamik mit direkter Wechselwirkung
ohne hydrodynamische Wechselwirkung dar.

IIT ) In griin wird ein einfaches soft-core Potential vorausgesetzt.

In der Abbildung 4.4 A) wurde fiir die Simulation des translatorischen Diffusions-
koeffizienten die Struktur von BSA zu Grunde gelegt und mit den unterschiedlichen
Wechselwirkungen berechnet. Die roten Kreise reprasentieren die gemessenen Werte
fir BSA in 300 mg/ml BSA Losung. Vergleichend daneben die Simulationen fiir -
Globulin. Die zu Grunde gelegte Struktur ist Immunglobulin G, auch hier sind die
gemessenen Daten iiber die Proteinkonzentration aufgetragen. Fiir beide ergibt sich
eine gute Ubereinstimmung mit einem einfachen soft-core Potential. Im Fall von BSA
iiberschitzen beide Ansétze mit zusitzlichen Wechselwirkungspotentialen die Abnah-
me der Diffusion bei Zunahme der Konzentration. Fiir [gG stimmen die Modelle ohne
hydrodynamische Wechselwirkung im Rahmen der Messgenauigkeit tiberein. Auch hier
passt das Modell mit hydrodynamischer Wechselwirkung am schlechtesten.

Die Minderung der translatorischen Diffusion ist also scheinbar unabhéngig von hy-
drodynamischen Wechselwirkungen.
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Abbildung 4.4.: Normierte translatorische Diffusionskoeffizienten A) BSA-633 in BSA
(0-300 mg/ml, rote Kreise) und B) 7-Globulin-633 in y-Globulin (0-
200 mg/ml, graue Dreiecke) mit den drei Simulationsmodellen Brown-
sche Dynamik mit voller Wechselwirkung und hydrodynamischer In-
teraktion (blau), Brownsche Dynamik mit voller Wechselwirkung oh-
ne hydrodynamische Interaktion (cyan), Brownsche Dynamik als soft-
core Modell (griin).
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5. Diskussion

In den vorangegangenen Experimenten wurden die Translationskomponeten der Dif-
fusion von den Proteinen Ovalbumin (OVA), Rinderserumalbumin (BSA) und -
Globulin ! (IgG) untersucht und mit Simulationen von Brownscher Dynamik (BD) ver-
glichen. Dazu wurden mittels Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) die Diffu-
sionskoeffizienten D ermittelt und als normierte Werte D /Dy in Abhéngigkeit der Pro-
teinkonzentration dargestellt. Der Normierungsfaktor Dy ist der Tracer-Diffusionskoef-
fizient in phosphatgepufferte Salzlosung (PBS). Eine derartige Darstellung ermog-
licht einen unabhéngigen Vergleich bei eventuellen Temperaturschwankungen an un-
terschiedlichen Messtagen.

Die Ergebnisse der FCS Messungen fiir die Eigendiffusion von v-Globulin, BSA und
OVA zeigen eine deutliche Abnahme des Diffusionskoeffizienten bei Zunahme der Pro-
teinkonzentration. Diese Ergebnisse stehen mit in der Literatur beschriebenen experi-
mentellen Studien und Computersimulationen unter anderem von [32, 126, 198, 208
210] im Einklang. Eine einheitliche Theorie, die dieses Verhalten fiir alle Proteine er-
klart oder vorhersagen kann, konnte noch nicht gefunden werden. Die Beschreibung
des Diffusionsverhaltens erfolgt oft iiber empirische Parameter aus einer gestreckten
exponentiellen Anpassungsfunktion. Grundlage dafiir ist, dass die thermodynamischen
Daten quantitativ durch einfache geometrische Modelle beschrieben werden kénnen,
die nur die Existenz von Kurzstrecken-Abstofsung zwischen Makromolekiilen voraus-
setzten [126, 207, 211|. Ein analytisches Modell, das auf der Basis harter Kugeln gelost
werden konnte [197, 198], gibt die Eigendiffusion von globuldren Proteinen wie BSA
und OVA (|208]) in stark konzentrierter Umgebung gut wieder. Die Abweichungen
fiir v-Globulin von den Modellrechnungen lassen sich am ehesten durch den Umrech-
nungsmodus erkldren, der notwendig ist, um modellierte Volumenanteile in vergleich-
bare Konzentrationen von Messdaten zu transformieren.

Vergleich mit BD-Simulationen

Ein Hochstmaf an Genauigkeit bieten Simulationen der Brownschen Dynamik (BD)
von einzelnen Molekiilen, die die Regulierung einer Vielzahl von Parametern zulas-
sen, z.B. pH-Wert, Ladungsverteilungen, Temperatur und Konzentration [12, 195|. Es
konnen unterschiedliche Potentiale und hydrodynamische Wechselwirkungen beriick-
sichtigt werden sowie Modelle als harte oder weiche Kugeln. Allerdings ist damit auch
ein erheblicher Rechenaufwand verbunden. Zudem gibt es auch hier, wie bei allen Mo-
dellen, die Limitierung durch Randbedingungen. Insbesondere bei Systemen, die nicht
eine einfache Struktur, wie die der harten Kugel mit einfacher repulsiver Abstofsung,
haben, bietet es die Moglichkeit, theoretische Riickschliisse auf das Verhalten einzel-
ner Molekiile zu ziehen. Um die Modelle zu validieren, wurden im Rahmen dieser

"Hauptbestandteil IgG
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Arbeit experimentelle Daten fiir 4-Globulin und BSA den entsprechenden Simula-
tionen der Modelle gegeniibergestellt. Die modellierten Daten von Paolo Mereghetti
zeigen eine gute Ubereinstimmung mit den experimentell ermittelten Daten. So kén-
nen die experimentellen Studien die BD Simulationen begleiten - ein wichtiger Aspekt,
um theoretische und experimentelle Daten zu verstehen. Die experimentellen Daten
eignen sich zur Modellvalidierung, im gleichen Mafe aber kénnen Simulationen expe-
rimentelle Defizite aufdecken, wie z.B. systematische Fehler.

Im Rahmen dieser Arbeit bestétigen die Modellierungen, dass es sich bei der gemes-
senen stiarkeren Abnahme des Diffusionskoeffizient bei Zunahme der «-Globulin Kon-
zentration um einen tatséchliche Unterschied zu BSA und OVA handelt und nicht
nur um ein Artefakt der FCS-Messung, welches vielleicht durch systematische Fehler
verursacht wurde.

BSA lésst sich durch das Modell mit einfachem soft-core Potential und ohne Wechsel-
wirkung am besten beschreiben. y-Globulin kann sowohl mit einem einfachen soft-core
Modell als auch mit einem Modell, das hydrodynamische Wechselwirkung beschreibt,
simuliert werden. Damit ist die hydrodynamische Wechselwirkung nicht der entschei-
dende Faktor, der einen Unterschied im verschiedenartigen Diffusionsverhalten wider-
spiegelt.

Das analytische Modell bezieht sowohl hydrodynamische Wechselwirkung als auch ein
leicht erweitertes soft-core Modell mit etwas verédnderten repulsiven Potential ein, um
einen effektiven Kern fiir Biomolekiile zu beriicksichtigen. Dieses Modell beschreibt das
Diffusionsverhalten von BSA und insbesondere fiir OVA in hoher Ubereinstimmung.
Auch die BD-Simulationen stimmen fiir das soft-core Modell bei BSA besonders gut
iiberein. Allerdings ist dieses Modell im Gegensatz zum analytischen Modell besser
geeignet, die Messergebnisse fiir y-Globulin wiederzugeben.

Dabei beschreibt das einfache soft-core Potential die gemessenen Werte genauso gut
wie die BD-Simulation mit direkter Wechselwirkung, also z.B. elektrostatische Wech-
selwirkungen, aber ohne hydrodynamische Wechselwirkung. Werden alle Wechselwir-
kungen beriicksichtigt, iberschétzt das Modell die Abnahme des Diffusionskoeffizien-
ten. Dies lésst vermuten, dass hydrodynamische Wechselwirkungen einen vernachlas-
sigbaren Einfluss auf das Diffusionsverhalten von y-Globulin haben. Wenn die Wech-
selwirkungen als Parameter ausgeschlossen werden kénnen, bleibt der Strukturunter-
schied zwischen BSA und ~-Globulin als ausschlaggebender Unterschied tibrig.
Inwieweit eine Strukturabhéngigkeit bei der translatorischen Diffusion von Proteinen
eine physiologischen Konsequenz hat, muss noch geklart werden.

Ando [17] konnte mit seinen BD-Simulierungen eines Bakterien-Zytoplasmas (Eco-
li) den Volumenausschluss und die hydrodynamischen Wechselwirkungen als stérkste
Einfliisse auf die Bewegung identifizieren. Allerdings ist fiir die Darstellung der 15
unterschiedlichen Proteine ein anderer Formalismus verwendet worden um die Struk-
turen zu beschreiben. Als Ergebnis stellt er noch fest, dass eine Kugel eine addquate
Moglichkeit ist, Proteine im Zytoplasma darzustellen.

Es besteht damit die Moglichkeit, das bei nicht monodispersen Losungen der Struktur-
parameter seine Bedeutung verliert und durch die Erhohung unterschiedlicher Kom-
ponenten die hydrodynamischen Wechselwirkungen wieder in den Vordergrund treten.
Die Verwendung von mehr Komponentensystemen bietet zusétzliche Vorteile, so konn-
te unter Verwendung von Crowder Mischungen aus zwei Komponenten beispielsweise
die Proteinriickfaltung verstirkt werden und ein optimales Mischungsverhéltnis be-
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stimmen werden [13].
Vergleich artifizieller Proteinlésungen mit in vivo Experimenten

Zudem besteht die Frage, ob eine monodisperse Proteinlosung geeignet ist, um das
Verhalten in zellularer Umgebung zu imitieren. In den gemessenen Proteinlésungen
mit physiologisch relevanten Konzentrationen zeigen die Proteine eine Verlangsamung
ihrer Diffusion um das 5- bis 6-fache. Vergleicht man die entsprechenden Proteine mit
Messungen der Diffusion im Zytoplasma von lebenden Zellen, so zeigt sich, dass im
Fall von IgG eine, im Vergleich zur Diffusion in wéssriger Losung, um 6-fach verlang-
samte Diffusion gemessen wurde. BSA und OVA hingegen zeigen eine bis zu 11-fache
Reduzierung ihrer Diffusionskonstante im Vergleich zur Messung in wéssrigen Losung.
In Ubereinstimmung mit den in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnissen steht eine Stu-
die die 1985 von Lupy-Phelps und Mitarbeitern im gleichen Zelltyp (im Zytoplasma
von 3T3 Zellen) mit unterschiedlichen Proteinen mit analoger Farbstoffmarkierung
durchgefithrt wurde |7, 212|. Das heifst unter vergleichbaren Bedingungen ergeben sich
Unterschiede in der Diffusion, die fiir BSA und OVA einen stérkeren Einfluss haben
als fiir IgG.

Vergleich artifizieller Proteinlésungen mit Ficoll 70

Durch den vergleichbaren hydrodynamischen Radius von IgG mit Ficoll 70 wiirde man
eigentlich erwarten, dass sie auch vergleichbare Crowder-Eigenschaften besitzen. Dem
ist jedoch nicht so. Dauty und Verkman fithrten 2004 [126] eine umfangreiche Studie
durch, bei der sie die Grofenabhéngigkeit von unterschiedlichen Tracern in hochkon-
zentrierten Ficoll 70 Losungen untersuchten. Sie bestimmten einen reduzierten Diffu-
sionskoeflizienten mittels FCS und erhielten unabhingig von der Tracergrofe bis etwa
500 kDa einen exponentiellen Zusammenhang zwischen diesem und der Ficoll 70 Kon-
zentration. Sie filhrten auch einen Vergleich mit BSA als Crowder durch und iden-
tifizierten eine Abhéngigkeit der Diffusion von der makroskopischen Viskositdt. Ein
Aspekt, der bei zukiinftigen Untersuchungen mit beriicksichtigt werden sollte.

Fehlerabschétzung und Anomale Diffusion

Mogliche Fehlerquellen fiir die FCS-Messungen sind optische Aberrationen oder Bre-
chungsindexunterschiede, die das konfokale Volumen verzerren. Die Voraussetzung ei-
nes Gaufsschen Volumens, aus der sich die Anpassungsfunktion ableitet, ist damit nicht
mehr gewahrleistet |39, 184, 213]. Dieser Effekt kann eine scheinbare Abweichung von
der normalen Diffusion induzieren, indem die Kurvenanpassung besser durch ein an-
omales Anpassungsmodell beschrieben wird, mit einem zusétzlichen Exponenten c«,
der die Anomalie beriicksichtigt [33]. Alle Werte, die von 1 abweichen, beschreiben
eine Anomale Diffusion. Das Dual-Fokus FCS ist durch sein Konzept robuster in Be-
zug auf diese Artefakte. Vergleichsmessungen zeigen aber, dass zwar der systematische
Fehler bei Messungen mit einem herkémmlichen FCS Aufbau erhoht ist, es lassen sich
jedoch Diffusionskoeffizienten abschétzen, die mit dem absoluten Diffusionskoeffizien-
ten aus den 2fFCS Messungen vergleichbar sind (Abschnitt 3.4).
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KAPITEL 5. DISKUSSION

Neben der scheinbaren anomalen Diffusion, die durch das verzerrte konfokale Volu-
men der Anlage verursacht wird, gibt es aber auch eine molekular-bedingte anomale
Diffusion. Fiir y-Globulin wurden die a-Werte aus den FCS Kurven bestimmt und
lagen zwischen 0,97-0,81 fiir 0-200 mg/ml und zwischen 0,97-0,84 fiir BSA in einem
Konzentrationsbereich von 0-300 mg/ml. In der vorliegenden Arbeit wird deshalb in
einem Bereich von 0,5 < a < 0,8 von anomaler Diffusion (Subdiffusion) gesprochen,
dem Beispiel von [33] folgend. Vermutlich haben die gemessenen Abweichungen von
der normalen Diffusion ihren Ursprung im systematischen Fehler des Messsaufbaus.
Aus den BD-Simulationen lassen sich nur fiir kurze Zeiten (unter 0, 1 us) Subdiffusion
zeigen. Zu spéteren Zeit verhalt sich das System wieder normal.

Im Vergleich zu Messungen in Zellen zeigen sich Unterschiede zu den Proteinlésun-
gen. Weiss und Mitarbeiter konnten fiir die Diffusion von IgG im Zytoplasma einen
Anomalie Term von a & 0, 55 bestimmen, das ist in einem signifikant anderen Bereich.
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Diffusion von KAT1::GFP in der
Plasmamembran von Tabakzellen

Innerhalb der Zelle bilden Membranen ihren eigenen dynamischen und heterogenen Be-
reich. Bisherige Studien auf dem Gebiet zur Untersuchung der lateralen Diffusion von
Membranproteinen oder Lipiden in der Plasmamembran von lebenden Zellen zeigen,
dass es signifikante Unterschiede zwischen unterschiedlichen Zelltypen und Membran-
proteinen gibt, und dass sich kein allgemeingiiltiges Verhalten zuordnen lésst [40]. Um
daher ein System zu charakterisieren, werden haufig mehrere Methoden vergleichend
verwendet oder mit einander verkniipft.

Neben den Techniken der Fluoreszenzerholung nach Photobleichen (FRAP) und des
Single Particle Tracking (SPT), die hauptséchlich zur Untersuchung von membranas-
soziierten Prozessen verwendet werden (Vgl. Kap. 1.2 Membrandiffusion und Techni-
ken), kann Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie ebenfalls verwendet werden um die
laterale Mobilitéit von Lipiden und Proteinen in Membranen zu untersuchen [44, 76,
78, 214-216].

Die Untersuchung von Membranproteinen, insbesondere von Ionenkanélen, ist auf
Grund von neueren Arbeiten auf dem Gebiet des Membrantransports verstarkt in
den Vordergrund der Aufmerksamkeit geriickt. Ein Grund dafiir liegt darin, dass es-
sich gezeigt hat, dass die Regulierung der Ionenkanaldichte und die Beschrénkung von
Ionenkanélen auf Mikrodoménen innerhalb der Plasmamembran entscheidend sind fiir
die Steuerung der Kanalfunktionen und damit fiir wichtige physiologische Prozesse wie
die Signaliibertragung [56]. Daher besteht ein verstirktes Interesse in der Bestimmung
der lateralen Mobilitat von Ionenkanélen.

In Kooperation mit Alice Kress aus der Arbeitsgruppe von Prof. Gerhard Thiel (Abtei-
lung: Membrane Biophysics, TU Darmstadt) und Nachwuchsgruppenleiter Dr. Tobias
Meckel (Abteilung: Membrane Dynamics, TU Darmstadt) wurde die Fragestellung
tiber die Diffusion des einwértsgleichrichter (Kalium Arabidopsis thaliana channel 1)
in der Plasmamembran von lebenden Tabakzellen untersucht. Im Rahmen meiner Ar-
beit sollte die Bestimmung des Diffusionskoeffizienten des KAT1 mittels FCS einen
Ansatz bieten um den Prozess der lateralen Mobilitdt zu quantifizieren.

Als Modellsystem wurde der KAT1 mit GFP Markierung in der Plasmamembran von
(Tabak Linie Bright Yellow 2 (BY-2)) an einem erweiterten konfokalen Laserscanning
Mikroskop (CLSM) untersucht.
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6. Experimenteller Teil und Methoden

6.1. Pflanzenproben

In Zusammenarbeit mit Alice Kress wurde die Fragestellung iiber die Diffusion des
einwértsgleichrichter (Kalium Arabidopsis thaliana channel 1) in der Plasmamembran
von Tabakzellen (Tabak Linie Bright Yellow 2 (BY-2)) untersucht. Dabei wurde die
gesamte Zellkultur, Fusionierung und Bereitstellung der Pflanzenzellproben von ihr
tibernommen. Die Konstruktion des KAT1 mit dem Fusionsprotein GFP ist in [141]
beschrieben. Aufserdem wurde ein Messkammer-Aufsatz fiir die Zellsuspension mit
passenden Deckglisern (Karl Hecht GmbH&CoKG Assistent, 25 mm Durchmesser)
fiir die Dauer der Messungen zur Verfiigung gestellt .

BY-2 Zellen sind Zellen einer Zellkultur aus der Tabakpflanze (Nicotianatabacum L.
cv. Bright Yellow No.2). Sie wurde 1968 von Dr. Kawashima in Japan initiiert und
findet heute eine breite Anwendung in der Pflanzenphysiologie, da BY-2 Zellen mit
ihrer grofsen Homogenitéit und hohen Wachstumsrate relativ unkompliziert in Kultur
gehalten werden konnen und ein gutes Modellsystem fiir héhere Pflanzen darstellen.
Je nach Bedarf wurden BY-2 Zellen als Wildtyp verwendet oder stabil mittels Agro-
bacteriumtumefaciens transfiziert. Als Plasmid wurde pCambia 1302 mit und ohne
KAT1 benutzt (personliche Kommunikation mit Alice Kress).

6.2. Experimenteller Aufbau

Zur Untersuchung von lebenden Zellen eigenen sich insbesondere Konfokales Lasers-
canning Mikroskop (CLSM), da sie durch die Konfokalitit ein gutes Signal-zu-Rausch
Verhéltnis liefern und die Moglichkeit bieten mit dem Fokus in allen drei Raumrich-
tungen die ganze Zelle abzutasten.

Die in diesem Abschnitt gezeigten Fluoreszenzbilder und Fluoreszenz-Korrelations-
Spektroskopie-Messungen wurden mit dem Superkontinuum-Konfokal-System Leica
TCS SP5 X (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar) aufgenommen. Die Weiflicht-Laser-
quelle (SuperK Extreme, Koheras, Danemark) ermdoglicht es mit Nanometer-Genauigkeit
eine Anregungswellenldnge im Bereich von 472-670 nm zu wéhlen. Der Aufbau folgt
prizipiell einem Standard CLSM Aufbau, allerdings erfolgt die Auswahl der Anregungs-
wellenldnge nicht tiber die Aufreinigung an ein einem Filter oder Filterrad, sondern
iiber ein akusto-optisches Element. Uber diesen sogenannten Akustooptischer Filter,
engl. Acousto-Optical Tunable Filter (AOTF) kann ein flexibler Bereich moduliert wer-
den, der die Anregungswellenldnge durchlisst und es ist zudem moglich die Intensitét
des Anregungslichts zu regulieren [217].

Da der Hersteller dieses Mikroskopsystems nicht direkt mit einer Fluoreszenz-Korre-
lations-Spektroskopie-Erweiterung anbietet, wurde diese im Rahmen der Arbeit selbst
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Abbildung 6.1.: Anordungsskizze des erweiterten Superkontinuum-Konfokal-System
Leica TCS SP5 X (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar) mit dem
LSM-Upgrade Kit der Firma PicoQuant, Berlin.

implementiert. Mit der zusétzlich Verkniipfung eines Systems zur zeitkorrelierten Ein-
zelphotonenzahlung (TCSPC) [218| konnten die Datenerfassung und Korrelation iiber
die SymphoTime-Software (PicoQuant, Berlin) erfolgen (Abb.6.1). Grundlage dafiir
war das LSM-Upgrade Kit der Firma PicoQuant, Berlin. Darin waren die Softwa-
re, die TCSPC-Einheit (PicoHarp 300) zur Datenerfassung und ein 4-Kanal Detektor
Router (PHR 800) zur Signalkorrelation von bis zu vier APDs enthalten. Die tech-
nischen Anmerkungen des Herstellers bieten eine Beschreibung fiir die Erweiterung
eines Standard Leica SP5 Systems mit dem Upgrade-Kit [219]. In Abb.6.1 ist sche-
matisch dargestellt wie die Erweiterung aufgebaut ist. Der Weiflichtlaser stellt ein
Transistor-Transistor-Logik (TTL) Signal mit 1,5V bereit. Der SMA-Anschlufs an der
PicoHarp ist ,,Ch0“ und erwartet ein Signal zwischen 0 und -1 V. Daher wird noch der
Puls-Inverter ,,STA 100“(PicoQuant, Berlin) benétigt.

6.3. Datenaufnahme und Systemeinstellungen

Fiir die FCS-Messungen wurden zwei fasergekoppelte Lawinenphotodioden (APDs)
verwendet und der Detektionsstrahl mittels eines 50:50 Strahlteilers auf die Detekto-
ren aufgeteilt. Der hierbei verwendete Leica-Filterwiirfel wurde mit je einem Band-
passfilter( ET515/30,AHF Analysetechnik) vor jedem Detektor versehen.

Zur Aufnahme der Fluoreszenzbilder wurde der Laser mit 489 nm zeilenweise, mit ei-
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ner Frequenz von 400 Hz,rasternd iiber die Probe bewegt.

Mittels galvanometrischer steuerbarer Spiegel gibt es die Option den Laserstrahl ras-
ternd tiber die Probe zu bewegen oder eine stationére Position als Bleichpunkt (blea-
chingpoint) in der Probe festzulegen. Fiir alle FCS-Messungen wurde ein stationérer
Punkt in der Zelle gewahlt. Der Fokus innerhalb der Zellen wurde so gesetzt, dass
die maximale Intensitdt innerhalb der Zelle getroffen wurde. Fiir die freien GFP
Messungen war das typischerweise innerhalb eines Zytoplasma-Stranges und fiir die
KAT1::GFP Messungen die basale Seite der Plasmamembran, die parallel zum Deck-
glas lag. Um das Fluoreszenzsignal besser im Kontext der ganzen Zelle zu lokalisieren
wurden, parallel zu den Fluoreszenzaufnahmen, Durchlichtbilder mit den im System
integrierten Photomultiplier; engl. photomultiplier tube (PMT)s aufgenommen.

Die Grofe der Lochblende betrug eine Airy-Disk, dies entspricht einem Durchmesser
von 111,5 pm.

Fiir alle FCS-Messungen und Fluoreszenzbilder wurde ein Wasser Immersions-Objektiv
(HCX PL APO CS 63.0x/1.20W, Leica) verwendet.

Da die Zellen durch unterschiedliche Expressionslevel nicht immer eine gleiche Fluo-
reszenzverteilung aufweisen musste die Anregungsintensitit entsprechend angepasst
werden.

Fiir die Messungen wurden die integrierten Software Einstellungen fiir GFP mit einer
Anregungswellenldnge von 489 nm benutzt. Die Gesamtlaserintensitiat des Weilslichtla-
sers wurde manuell auf 70% reduziert um storende Riickreflexionen bei 100% Leistung
zu vermeiden. Die Laserintensitéit der einzelnen Anregungslinien lasst sich zusétzlich
noch iiber die Software (Leica Application Suite (LAS), Leica) steuern. Typischerweise
wurde eine konstanten Prozent-Einstellung 50% gewahlt.

Um die Dimensionen des fokalen Volumens zu bestimmen wurden Kalibrierungsmes-
sungen mit Rhodamin6G (Sigma-Aldrich, Steinheim) gelost in Dimethylformamid
(DMF) und verdiinnt in PBS in einem Konzentrationsbereich von 1-100 nM gemacht.
Die Kalibration erfolgte analog zu 3.1 {iber den fiir Rhodamin6G bekannten Diffu-
sionskoeffizienten von D = (4,15 £ 0,05) - 106% [103]. Der so bestimmte laterale
Strahlradius wq variierte zwischen 0,16 um und 0,18 pum mit einem Strukturfaktor
zwischen 3,12 und 4,80.

6.4. Datenanalyse

Fiir die Datenanalyse wurden die Intensitatsspuren der beiden Detektionskanéle mit
der SymphoTime-Software kreuzkorreliert und als ASCII Dateien exportiert. Die Kur-
venanpassung erfolgt dann mit dem Levenberg-Marquardt-Algorithmus in Origin (Ori-
ginLab,USA).

Bei der Auswertung der Autokorrelationskurven wurden zwei Modelle als Anpassungs-
funktion verwendet.

Die am h&ufigsten verwendeten Modelle um markierte diffundierende Molekiile in le-
benden Zellen zu beschreiben sind die anomale Diffusion und ein zwei-Komponenten
System [42, 52, 216, 220|. Fiir die Diffusion innerhalb von Membranen wird typischer-
weise ein zweidimensionaler Ansatz gewahlt [33, 214, 215].

Um die photophysikalischen Effekte zu beriicksichtigen, die bei GFP in unterschied-
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lichen Umgebungen zu beobachten sind [33, 70, 181, 221], wird bei der Analyse der
Messungen fiir beide Modelle ein Triplett-Term berticksichtigt.

Fiir die dargestellten Daten wurden die folgenden Modelle zur Kurvenanpassung ver-
wendet:

1. Anomale Diffusion in 2 Dimensionen (anomale 2D Diffusion)

Ganom(7) = [1 =T + Te<:t>} % (1 + <T>a> B (6.1)

™D

Mit dem Exponenten der Anomalie a.. Mit der Definition der anomalen Diffusion
(G1.2.7) ergibt sich D(t) = I't®~! als scheinbarer Diffusionskoeffizient, da er von
der Zeitskala der Messung abhéngt [42]|. T' ist eine zeitunabhingige Konstante
und erhélt eine allgemeinere Bezeichnung als Transportkoeffizient [216].

2. Zwei-KomponentenModell

_ (-2)] L (=l p
Gakomp(T) = |1 =T+ Te ]N<1+T;1+1+T> (6.2)

TD2

p beschreibt den Anteil der jeweiligen Komponente [216].

6.5. Probenvorbereitung

Fiir die Messungen wurden ca. 200 pl Zellsuspension mit 400-600 pl destilliertem Was-
ser (MilliQ-Aufreinigung) in der Messkammer gemischt.

Die erste Begutachtung der Proben geschah mit dem Mikroskopstativ  LEICA
DMI6000B, das im LSM-System (Leica TCS SP5 X, Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar) integriert ist. Die Zellen wurden tiber das Durchlicht fokussiert um ihren
Gesamtzustand zu begutachten und im Anschluss mit 488 nm iiber einen Monochro-
mator (Halogenlampe) beleuchtet, um zu priifen, ob die Zellen ein gleichméfiges und
detektierbares Fluoreszenzsignal aufweisen. Wenn dies zutraf wurden die eigentlichen
Messungen durchgefiihrt.

Alle Messungen wurden bei 21,5 — 22, 8°C durchgefiihrt.
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7. Ergebnisse

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse, der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie-
Messungen zur Untersuchung von Diffusionsprozessen innerhalb der Plasmamembran
von Pflanzenzellen dargestellt. Als Modellsystem dient ein einwértsgleichrichter K-
Kanal KAT1 der Arabidopsisthaliana in Tabakzellen (Tabak Linie Bright Yellow 2
(BY-2)).

7.1. Vorarbeiten

7.1.1. Autofluoreszenz

Die verwendete BY-2 Zelllinie sollte eine moglichst geringe Autofluoreszenz im verwen-
deten Wellenlédngenbereich (Anregung bei 489 nm, Detektion bei 500-530 nm) haben
und damit einen vernachlissigbaren Beitrag zur Korrelationsanalyse durch Hinter-
grundfluoreszenz liefern. Um dies fiir die verwendeten Systemeinstellungen zu iiber-
priifen wurden die Fluktuationen der Autofluoreszenz in Wildtyp Zellen aufgenommen.
Abb.7.4 zeigt links das Durchlichtbild einer Wildtyp Tabakzelle und rechts daneben
das entsprechende Fluoreszenzbild mit unterschiedlichen fokalen Ebenen innerhalb der
Zellen. In A /B liegt die fokale Ebene in der Mitte der Zelle und geht zentral durch den
Zellkern (N), in C/D liegt die Ebene auf der Zellunterseite der Zelle, unterhalb des Nu-
kleus. Der schwarze Bereich im Fluoreszenzbild kennzeichnet das Gebiet in dem keine
Photonen detektiert wurden. In den Fluoreszenzaufnahmen ist nahezu keine Autofluo-
reszenz detektiert worden. Ein schwacher Anteil an Autofluoreszenz konnte lediglich
um den Zellkern lokalisiert werden. Daher wurden dort FCS-Messungen durchgefiihrt.
Mit ROI (Region of Interest) ist der Punkt des Laserfokus innerhalb der Zelle mar-
kiert, bei dem der Laser eine feste Position einnimmt, die fiir die Datenaufnahme der
Fluoreszenz-Korrelations Messungen notig ist.

Die in Abb.7.2 gezeigten Autokorrelationskurven zeigen exemplarisch zwei Messun-
gen an Wildtyp BY-2 Zellen, korrespondierend zu den oben gezeigten Fluoreszenz-
aufnahmen. Die schwarze Kurve zeigt die Autokorrelationsfunktion der Zelle A /B,
also innerhalb vom Nukleus und in Rot die Autokorrelationskurve unterhalb des Nu-
kleus an der basalen Plasmamembran fiir Zelle C/D. Es lasst sich fiir beide Kurven
ein leichter Offset von der Nullposition feststellen, der fiir die Messung im Nukleus
ausgeprégter ist. Zusétzlich ldsst sich dort noch eine abfallende Flanke zu negativen
Werten bemerken. Der Offset in der Autokorrelationskurve wird vermutlich durch die
Autofluoreszenz von festen Zellstrukturen hervorgerufen, die zwar ein schwaches Fluo-
reszenzsignal liefern, aber in der Messzeit von 60s das Beobachtungsvolumen nicht
verlassen. Die abfallende Flanke konnte dem zu Folge als Bleichprozess interpretiert
werden, der das Fluoreszenzsignal reduziert, da durch fehlende Bewegung keine neu-
en Fluorophore ins Detektionsvolumen treten. Dadurch wird eine negativ korrelierte
Fluktuation der Fluoreszenzintensitat verursacht. Die Zellstrukturen, die die Autofluo-
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Abbildung 7.1.: Durchlicht (A/C) und Fluoreszenzbild (B/D) unterschiedlicher Wild-
typ Tabakzellen in zwei verschiedenen fokal Ebenen. N=Nukleus,
Z=Zytoplasmastrang, V=Vakuole, M=Medium, W=Zellwand.
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Abbildung 7.2.: Autokorrelationskurven fiir Wildtyp Zellen im Nukleus (schwarz) und
unterhalb des Nukleus (rot).
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7.2. MEMBRANDIFFUSION DES KAT1::GFP

reszenz verursachen befinden sich anscheinend in der Néhe des Zellkerns. Daher wurde
es vermieden Messungen im Zellkern durchzufiihren, wo die Autofluoreszenz am ausge-
pragtesten ist. Zudem ist mit keiner zusétzlichen Komponente der Diffusionszeit durch
Autofluoreszenz zu rechnen.

7.1.2. Zytosolisches GFP

Um den GFP-markierten Kaliumkanal KAT1::GFP in BY-2 Zellen zu charakterisieren
muss noch geklart werden, ob sich das erweiterte konfokale Mikroskopsystem prinzipiell
eignet um die Diffusionskoeffizienten in lebenden Zellen zu bestimmen. Daher wurden
neben den eigentlichen KAT1::GFP Messungen zusétzlich noch GFP-exprimierende
BY-2 Zellen untersucht. Dies wird als zytosolisches GFP bezeichnet, da es frei im
Zytosol diffundieren kann und nicht Membran gebunden ist. In Pflanzenzellen, die
GFP ohne verkniipfte Proteinsequenz exprimieren, wird es aus allen membranum-
schlossenen Kompartimenten, wie Vakuolen und Plastiden, ausgeschlossen und ist
im Zytosol und im Zellkern beobachtbar [68]. Abb.7.4 A) F zeigt ein Fluoreszenz-
bild einer typischen BY-2 Zelle mit zytosolischem GFP. Zu erkennen sind die diinnen
Zytoplasma-Strange und der Zellkern, die unmarkierten Bereiche sind Vakuolen und
andere Organellen sowie Medium. Fiir die FCS-Messungen wurde der Laserfokus auf
einem Zystoplasma-Strang aufserhalb vom Zellkern geparkt und Punktmessungen mit
einer Dauer von 60 s durchgefiihrt. Abbildung 7.3 zeigt die gemessenen Autokorrelati-
onskurven (G(7)) je Punktmessung in unterschiedlichen Farben. Die Punktmessungen
stammen aus verschiedenen Zellen. Ein Anpassungsmodell, das Brownsche Diffusion in
drei Dimensionen und Triplettrelaxation (3.1) beriicksichtigt, reicht aus um die gemes-
senen Autokorrelationskurven addquat zu beschreiben. Die jeweilige Kurvenanpassung
ist in schwarz dargestellt. Insgesamt wurden 11 Zellen an 3 unterschiedlichen Tagen be-
riicksichtigt. Die aus der Kurvenanpassung erhaltenen Diffusionszeiten ergeben einen
Diffusionskoeffizienten von (42 +11) um? /s (n=11). Dieser Wert stimmt hervorragend
mit bereits publizierten Diffusionskoeffizienten von GFP im Zytosol von Tabak-Zellen
{iberein ((40 & 20) um? /s, [222]). Das erweiterte Messsystem liefert also vergleichbare
Daten und sollte daher auch fiir die eigentlichen FCS-Messungen verwendet werden
kénnen.

7.2. Membrandiffusion des KAT1::GFP

Der eigentliche Interessensschwerpunkt liegt auf der Charakterisierung der Mobilitat
des Kalium™-Kanals KAT1 in der Plasmamembran. Hierzu wurden ebenfalls FCS-
Messungen durchgefiihrt. Als erstes wurden wie zuvor Durchlicht- und Fluoreszenzauf-
nahmen gemacht. Abb. 7.4 B) zeigt eine typische Durchlicht- und Fluoreszenzaufnah-
me von BY-2 Zellen mit markieren KAT1::GFP. Abgesehen von der Plasmamembran
sind noch die Plasmastriange und der Nukleus zu erkennen. Dies ist vergleichbar mit
der freien GFP Fluoreszenzverteilung in der BY-2 Zelle. Die Ursache ist vermutlich
der Transportweg von KAT1::GFP innerhalb der Zelle, der am ER exprimiert wird
und {iber den Golgi-Apparat und Exozytosevesikeln in die Plasmamembran beférdert
wird.

Ein qualitativer Vergleich der Autokorrelationskurven von freien GFP (griine Kur-
ve) und KAT1::GFP (schwarze Kurve) ist exemplarisch in Abb. 7.5 dargestellt. Die
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Abbildung 7.3.: Autokorrelationsfunktion von zytosolischem GFP in unterschiedlichen
BY-2 Zellen. Die Aufnahmezeit betrug 60s. In schwarz ist die Kur-
venanpassung einer freien Diffusion in 3D mit Triplett dargestellt.

Abbildung 7.4.: Durchlicht- und Fluoreszenzbild markierter BY-2 Zellen. Oben: freies
GFP im Zytosol. Unten: KAT1::GFP gefiarbte Plasmamembran.
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Abbildung 7.5.: Abgebildet sind die gemessenen und Amplituden-normierten Kor-
relationskurven (ggg;) fiir zytosolisches GFP (griine Kurve) und
KAT1::GFP (schwarze Kurve) in jeweils unterschiedlichen BY-2 Zel-
len. Eine deutlich langsamere Diffusionszeit fiir KAT1::GFP ist zu
erkennen. Die Laserintensitit, sowie die Lochblenden-Durchmesser,

waren fiir beide Proben gleich.
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Abbildung 7.6.: Reprisentative Autokorrelationskurve von KAT1:GFP (schwar-

ze Kurve) mit einer einfachen 2D Kurvenanpassung mit
Triplettrelaxation.
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Amplituden-normierte Autokorrelationskurve G(7)/G(0) von zytosolischem GFP fallt
deutlich schneller ab als fiir KAT1::GFP. Eine Verschiebung des Sattelpunktes der
Autokorrelationskurve zu langeren Zeiten bedeutet eine langsamere Diffusion fiir den
KAT1.

Um die Diffusionszeit zu bestimmen wurde als erstes eine laterale Diffusion mit Triplett
als Anpassungsfunktion gewahlt. Abb.7.6 zeigt eine représentative Autokorrelations-
funktion des KAT1::GFP als schwarze Kurve mit einer zweidimensionalen Kurvenan-
passung mit Triplettrelaxation in rot. Die Kurvenanpassung gibt die gemessene Korre-
lationskurve nur unzureichend wieder. Daher musste das Anpassungsmodell erweitert
werden. Die bei der Membrandiffusion am haufigsten verwendeten Anpassungsmo-
delle sind ein 2-Komponenten Modell und eine anomales Diffusionsmodell. Um der
ausgeprigten Photophysik von GFP Geniige zu tun wird dies iiblicherweise mit eine
Triplett-Term berticksichtigt (siehe auch Abschnitt 6.4). In Abbildung 7.7 ist eine typi-
sche gemessene Autokorrelationskurve mit Modellanpassung fiir das 2-Komponenten
Modell (links) und das anomale 2D Modell (rechts) mit entsprechendem Residuum
gezeigt. Aus den Residuen ldsst sich nicht schliefsen welches Modell besser geeignet ist.
Insgesamt konnten 20 Zellen an 4 Messtagen analysiert werden. Um zu kldren ob es
eine Tagesabhéngigkeit gibt wurden die Parameter der Anpassungsfunktionen als Hi-
stogramme in Abb.7.8 und 7.8 aufgetragen. Jeder Messtag représentiert eine Farbe.
Die Haufigkeiten aus dem 2-Komponenten Modell setzten sich aus den Diffusionskoef-
fizienten D bzw. Ds und dem prozentualen Anteil der 2. Komponente p zusammen.
Fiir das anomale Anpassungsmodell ergibt sich der Parameter o der als Exponent die
Anomalie beschreibt. Dazu kommt noch der Transportkoeffizient I' in Einheiten von

s

[”mQ} . Es zeigt sich nirgendwo eine Subpopulation von nur einer Farbe. Viel mehr ist

zu erkennen, dass die Tag zu Tag Varianz nicht grofer ist als die Varianz der Messun-
gen an einem Messtag.

In Tabelle 7.1 sind die Ergebnisse aus der Kurvenanpassung als Mittelwert mit Stan-
dardabweichung fiir alle 20 Messungen angeben.

2-Komponentenmodell H Anomale Diffusion
D1:(57:|:12) um2/s B .
pr=065+12% [ = (31 4+ 18) um?/s
Dy = (1,4+0,5)um?/s ||

p2 =35+ 12% o= (0,63+0,03)

Tabelle 7.1.: Ergebnisse der unterschiedlichen Diffusionsmodelle.
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Abbildung 7.7.: Vergleich der Anpassungsfunktionen fiir eine typische Korrelations-
kurve. A) 2-Komponenten Modell zur Kurvenanpassung der gemesse-
nen Autokorrelationskurve und dessen Residuum. B) Annahme eines
anomalen 2D-Diffusions Modells und dessen Residuum.
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Abbildung 7.8.: Haufigkeitsverteilung des scheinbaren Diffusionskoeffizienten und des
Exponenten « als Ergebnisse aus dem anomalen 2D-Diffusionsmodell.
Jede Farbe repréasentiert einen anderen Messtag.
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Abbildung 7.9.: Diffusionskoeffizienten D; und Dy sowie der prozentuale Anteil

der jeweiligen Komponente p aus der Anpassungsfunktion des 2-
Komponenten Modells. Unterschiedliche Farben reprasentieren ver-
schiedene Messtage.
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8. Diskussion

Der Diffusionskoeffizient von Membranproteinen ist ein grundlegendes Mafs fiir die mo-
lekulare Beweglichkeit in Membranen. Zur Bestimmung dieses Diffusionskoeffizienten
wurde der GFP-markierte Kaliumkanal KAT1 mittels FCS in der Plasmamembran
von lebenden BY-2 Pflanzenzellen untersucht. Dazu wurde ein CLSM so erweitert,
dass FCS-Messungen durchgefiihrt werden konnten.

Autofluoreszenz

Zur Charakterisierung der biologischen Proben wurden zunéchst Wildtyp BY-Zellen
vermessen. Die Autofluoreszenz war sehr gering und in den Fluoreszenzbildaufnahmen
kaum wahrnehmbar. Im Nukleus war sie am stérksten und in den Autokorrelations-
funktionen zeigte sie sich als Offset. Je weiter vom Zellkern entfernt gemessen wurde,
desto geringer war der Offset. Deshalb wurde grundsédtzlich moglichst weit entfernt
vom Nukleus gemessen.

Zytosolisches GFP

Der gemessene Diffusionskoeffizient von freiem GFP innerhalb der Tabak-Zellen
D = (42 4 11) um? /s ldsst sich mit anderen Untersuchungen des Diffusionskoeffizi-
enten im Zytoplasma in lebenden Zellen in vergleichbaren Systemen [69, 110, 222]
sehr gut vereinbaren.

Im Vergleich zu GFP in wissriger Losung (D = 87 & 11 um?/s, [50]) sind die Beob-
achtungen konform, dass die Diffusion im Zytoplasma um die Hélfte reduziert ist.

KAT1::GFP

Im Fluoreszenzbild eines Standards konfokalen Laser-Scanning-Mikroskops (CLSM)
lasst sich freies GFP in den schmalen Zytoplasmabriicken von Tabakzellen gegebenen-
falls von dem Fluoreszenzsignal der markierten Plasmamembran trennen (Abb.7.4).
Mit 5-10 nm liegt der Durchmesser der Plasmamembran jedoch unter der Auflésungs-
grenze eines Fluoreszenzmikroskops. Ein offensichtlicher Unterschied lédsst sich aber
durch die gemessenen Korrelationskurven darstellen. In Abb. 7.5 sind exemplarisch
zwei normierte Autokorrelationskurven gezeigt. Die in Schwarz dargestellte Kurve von
KAT1::GFP ist zu deutlich langsameren Zeiten verschoben.

Es wurden zwei haufig verwendete Modelle zur Kurvenanpassung der lateralen Diffusi-
on in Membranen verwendet um die Kurvenanpassung vorzunehmen (siehe Abschnitt
6.4). Ein zwei-dimensionales Modell, das Anomale Diffusion beriicksichtigt, und ein
2-Komponenten Modell, bei dem es unerheblich ist, ob die zweite Komponenten eine
freie Diffusion oder ebenfalls eine laterale Diffusion darstellt. Es ergeben sich fiir die
zweite Komponente keinen erheblichen Unterschied fiir den Diffusionskoeffizienten, un-
abhéngig ob man zwei- und drei-dimensionale Diffusion voraussetzt. Die Abbildungen
7.8 und 7.9 zeigen die Haufigkeitsverteilung der Anpassungswerte an unterschiedlichen
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Tagen. Aus den Histogrammen ist ersichtlich, dass die Varianzen von Tag zu Tag nicht
grofier sind als die Varianzen innerhalb eines Tages.

Anomale Diffusion

Vor allem die Annahme einer eingeschrankten Diffusion wére im Fall des Kaliumka-
nals in der Plasmamembran gut vorstellbar, da der Transport und die Integration des
KAT1 in die Plasmamembran in Form von Clustern erfolgt [56, 141, 223, 224|. Diese
Cluster konnten auch innerhalb der Plasmamembran identifiziert werden. Ein Grund
dafiir ist der pflanzliche K™-Kaliumkanal an sich, fiir den gezeigt werden konnte, das
dessen Aminoséuresequenz eine C-terminalen Doméne umfasst, die die Formation von
K*-Kanal Clustern begiinstigt [141, 225].

In einer Fluoreszenzerholung nach Photobleichen; engl. Fluorescence Recovery after
Photobleaching (FRAP)-Studie von Reuff und Mitarbeitern [56] wurde bei der Un-
tersuchung von KAT1::GFP in pflanzlichen Schliefszellen wie auch in tierischen Zellen
eine mobile Fraktion des KAT1-Kanals von lediglich 15 + 4% [226] bzw. 21 £+ 9% ge-
messen wahrend der Hauptteil immobil ist.

Das Modell der anomalen Diffusion beschreibt eine stark eingeschrankte Diffusion mit
einem Exponenten, der eine Anomalie von o = (0,63 £ 0,03) besitzt. Der Transport-
koeffizient ist mit T' = (31 4 18) um?/s* aber viel zu hoch, um sinnvolle Werte fiir
die Beschreibung der Diffusion in Membranen zu liefern. Mit einer mittleren Diffusi-
onszeit von 1ms und einem Maximalwert von 4 ms ist die Diffusion schneller als der
Erwartungswert fiir Transmembranproteine von etwa 10ms [51].

2-Komponenten Modell

Fiir das zwei-Komponenten Modell ergeben sich die beiden Diffusionskoeffizienten von
Dy = (57 £ 12) um?/s und Dy = (1,4 4+ 0,5) um?/s, wobei die zweite, langsamere
Komponente, mit ps = 35+ 12 % anteilig vertreten ist. Die langsame Komponente Doy
ldsst sich sehr gut erkldren, da sie im typischen Grofienbereich der Diffusionskoeffizi-
enten fiir Transmembranproteine oder Lipiden liegt [33, 51, 77, 227|.

Hink [227] hat in seiner Doktorarbeit, in Zusammenarbeit mit Visser, markierte Lipid-
Analoge mittels FCS in der Plasmamembran von BY-2 Protoplasten untersucht und
konnte fiir diese ebenfalls zwei Komponenten identifizieren. Sie fanden Diffusionszeiten
in einem Wertebereich von Dy = (0,7 — 1,0)) um?/s und Dy = (8 — 68) um? /s fiir
drei unterschiedliche Lipid-Proben, wobei deren Einzelabweichungen geringer waren.
Die Werte die sich aus dem 2-Komponenten Modell ergeben liegen in vergleichbarer
Grofsenordnung wie die hier gemessenen (siehe Tab.7.1). Allerdings ist die langsame
Komponente mit 76-86% als Hauptanteil vertreten.

Auch in dieser Studie konnte {iber die Anpassungsqualitdt nicht zwischen Anomaler
Diffusion und 2-Komponenten Modell unterschieden werden. Allerdings lagen die Wer-
te fiir den Transportkoeffizienten I' mit(0,9 — 2, 1) um?/s® eine GroRenordnung unter
den in dieser Arbeit ermittelten. Welches Modell fiir die Lipid-Analoge zutreffender
ist, konnte abschliefend nicht gekldrt werden. Sowohl eine gehinderte Diffusion als
auch die Lokalisation in Mikrodomé&nen halten die Autoren fiir moglich.
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Die Beschrinkung des Kalium™-Kanal KAT1 auf Mikrodoménen konnte schon gezeigt
werden [56, 224|. Lenne und Mitarbeiter [228] konnten zeigen, dass das Auftreten
von 2-Komponenten bei FCS-Messungen durch das Vorhandensein von Mikrodomé-
nen erklart werden kann. Dazu wurde ein FCS Diffusionsgesetzaufgestellt, welches
eine graphische Auftragung der Diffusionszeit (d.h. die durchschnittliche Zeit, die ein
fluoreszierendes Molekiil innerhalb der beleuchteten Fliche verbringt) iiber die Beob-
achtungsflache (Strahlradius zum Quadrat) benotigt. Aus dem Schnittpunkt mit der
y-Achse lasst sich ein Wert mit der Bezeichnung tg bestimmen. Auf Grundlage umfang-
reicher modellierter Diffusionsstudien wurde festgestellt, dass bei einer dynamischen
Aufteilung in Mikrodoménen der Wert fiir ¢tg positiv ist und im Fall von negativen
Werten die Diffusion in einem Geflecht aus mehreren benachbarten Doménen, deren
Barrieren nicht tiberschritten werde kénnen (Ausbildung von sogenannten Korallen auf
Grund des Aktin-basierten Cytoskeletts), erfolgt. Die mittlere Diffusionszeit fiir den
Kalium™-Kanal KAT1, die im Rahmen dieser Arbeit gemessen wurde, liegt bei 9,4 ms
mit einer hohen Standardabweichung von 7ms bei einen Strahlradius von ca.160 nm.
Im Vergleich mit den in der Studie von Lenne et. al. untersuchten Transmembranprote-
inen, Lipid-Analogen und Membrankomponenten, zeigt sich, dass sich in den Graphen
der Transmembranproteine die Werte fiir die gemessenen Werte fiir KAT1 nur auf
den Geraden fiir Transmembranproteine wiederfinden lassen. Fiir diese ergeben sich
im entsprechenden Beobachtungsbereich eine Diffusionszeit von etwa 10 ms und der y-
Achsenabschnitt liegt bei negativen Werten zwischen -10 und -20. Allerdings lasst sich
dariiber nur eine sichere Aussage treffen, wenn weitere FCS-Studien in Abhéngigkeit
des Strahlradius durchgefiihrt werden.

Dennoch scheint der geringe Anteil an der langsamen Diffusionskomponente mit
p2 = 35+ 12% fiir KAT1::GFP dafiir zu sprechen, dass eine Lokalisation auf kleine,
beschrinkte Doménen nicht die einzige Diffusionskomponente ist, die die Beweglich-
keit des pflanzlichen Kalium™-Kanal beeinflusst.

Im Vergleich liegen die mobile Fraktion in FRAP Messungen aus [228] fiir die GFP
markierten Transmembranproteine Dipeptidyl-Transferase und den Transferin-Rezep-
tor bei 85% und 77%.

Die axiale Ausdehnung (z-Achse) des konfokalen Volumens lisst sich aus dem Struk-
turfaktor und dem lateralen Strahlradius bestimmen und liegt bei z ~ 1,4 pm. Damit
ist das Anregungsvolumen nicht nur auf die Plasmamembran beschriankt, sondern
reicht bis ins Zytoplasma. Damit kénnen auch dort markierte Komponenten angeregt
werden.

Eine génzlich freie Diffusionskomponente von ,freiem Farbstoff“ oder von frei im Zy-
toplasma diffundierender Kalium™-Kanal KAT1::GFP kann ausgeschlossen werden.
GFP wird an das Transmembranprotein fusioniert und kommt nicht als freie Kom-
ponente im Zytosol vor. KAT1 ist zudem ein Transmembranprotein und kommt auch
nicht als freie Komponente im Zytoplasma vor, sondern wird iiber Transportvesikel
vom ER zur Plasmamembran transportiert.

Als Begriindung fiir eine zusétzliche drei-dimensionale Komponente in lebenden Zel-
len werden in anderen Studien neben einer freien Diffusion auch Transportprozesse
iiber Frachtcontainer genannt, wie endozytotische Vesikel, deren Mobilitdtsparame-
ter im Bereich von Membranlipiden liegen [214, 229|. Allerdings handelt es sich im
Vergleich zu den hier gemessenen Diffusionskomponenten héchstens um die langsame
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Komponente [230]. Teilweise liegen die Diffusionkoeffizienten fiir Endozytose-Vesikel
sogar noch drei bis vier Grofsenordnungen unterhalb des gemessenen langsamen Dif-
fusionskoeffizienten |7, 231]. Da die Diffusion aber Hauptséchlich von der schnellen
Komponente mit p; = 65 + 12% dominiert wird, sollte vor allem dieser Ursprung
abgeklart werden.

Wenn nicht von einem Mikrodoménen-Ansatz ausgegangen wird, dann koénnte die
schnelle Komponente noch durch zusétzliche photophysikalische Effekte des GFPs
verursacht werden, die durch Protein-Protein oder Protein-Lipid Wechselwirkungen
verursacht werden kénnten.

Vergleiche mit anderen Messsystemen

Bei der Untersuchung der lateralen Diffusion kann nicht nur bei der Fluoreszenz-
Korrelations-Spektroskopie zwischen einer langsamen und schnellen Komponente un-
terschieden werden, sondern auch bei FRAP [49] und TIR-FCS Messungen (eine Kom-
bination aus TIRFM und FCS,[232]) finden solche Modelle Anwendung. In [232] wurde
ein Membran bindender GFP-Mutant (EGFP-F) mit unterschiedlichen Einzelmolekiil-
methoden (TIR-FCS, FCS,SPT) in HeLa-Zellen untersucht und der Diffusionskoeffi-
zienten verglichen. Dabei konnten gleichzeitig zwei Arten von Diffusion beobachtet
werden. Eine schnelle drei-dimensionale im Bereich von 11 —27 pm?s~! mit einem An-
teil von 59-72% und eine viel langsamere zweidimensionale zwischen 0,5 — 0, 7 um?s~!
mit 28-42%. Mittels herkommlicher FCS-Messungen und der Einzelmolekiil-Verfolgung
konnte die Annahme einer freien Diffusion im Zytosol nahe der Plasmamembran und
einer langsamen lateralen Diffusion innerhalb dieser bekréftigt werden. Die Kinzel-
molekiil-Verfolgung ergab nur eine langsame Komponente mit einem Wert von 4,7 +
4,6 um?s~! [232].
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Untersuchung der Zusammensetzung
von COPI-Vesikeln anhand zweier
Coatomer Isotypen

Die Kenntnis der Zusammensetzung der Proteinhiille von COPI-Vesikeln ist notwen-
dig, um zu verstehen, durch welche Einfliisse frachtspezifische Unterschiede in der Zelle
erkannt und gesteuert werden.

Bisher gibt es allerdings keine Methode, um die Zusammensetzung in Bezug auf un-
terschiedliche Coatomer-Spezies zu unterscheiden und zu quantifizieren.

Daher besteht ein grundlegendes Interesse darin, neue Ansétze auszuprobieren, um ein
Verfahren zu entwickeln, mit dem die Isotypen-Kompositionen in den COPI-Vesikeln
unterschieden werden kénnen.

Um Heterogenitaten innerhalb einer Probe zu erkennen, eignen sich insbesondere Fluo-
reszenzmethoden in Verbindung mit der Einzelmolekiilspektroskopie. Auf Basis einer
Einzelmolekiil-FRET-Analyse soll die alternierende Laseranregung genutzt werden,
um den zusétzlichen Parameter der Stéchiometrie zu erhalten.

In diesem Kapitel wurde auf Basis bereits in der Arbeitsgruppe etablierter Techni-
ken ein Ansatz zur Kolokalisationsanalyse getestet. In Kooperation mit Dr. Vincent
Popoff aus der Arbeitsgruppe von Prof. Felix Wieland (Biochemie-Zentrum der Uni-
versitit Heidelberg) wurde die biologische Fragestellung der Zusammensetzung der
COPI-Vesikel, die fiir den Transport innerhalb des frithen sekretorischen Weges zu-
stdndig sind, aus unterschiedlichen Coatomer-Isotypen untersucht.
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9. Experimenteller Teil und Methoden

In diesem Abschnitt sollen kurz die Grundideen des Methodenansatzes sowie der ap-
parative Aufbau und die Softwareanalyse vorgestellt werden. Der apparative Aufbau
und die Softwareentwicklung waren nicht Bestandteil der vorliegenden Arbeit, sondern
wurden nur genutzt, um den neuen Methodenansatz auszutesten.

Die Grundidee der Datenauswertung und der Kernpunkt zur Charakterisierung der
Proteinhiille von Transportvesikeln besteht in dem Ansatz der Einzelpaar-FRET-
Analyse unter Verwendung einer alternierenden Laseranregung [191|. Dabei wird jedes
COPI-Vesikel als einzelnes Donor-Akzeptor-Wertepaar angesehen. Dies ist moglich,
da die Vesikel mit einer durchschnittlichen Grofe von 70-80 nm [146] unter der Auf-
l6sungsgrenze des verwendeten Fluoreszenzmikroskops von ca. 200 nm [233] liegen. In
dieser Arbeit wird als Donor ein markierter Coatomer-Isotyp mit einer Atto-488 Farb-
stoffmarkierung bezeichnet. Eine blaue Beleuchtung erfolgte bei einer Laseranregung
mit einer Wellenldnge von 488 nm. Als Akzeptor dient ein Coatomer-Isotyp mit einer
Atto-680 Farbstoffmarkierung. Eine rote Beleuchtung entspricht einer Anregungswel-
lenldnge von 633 nm.

9.1. Experiemteller Aufbau

Fiir die Messungen der COPI-Vesikel wurde ein bereits in der Arbeitsgruppe eta-
bliertes TIRFM-System verwendet [233]. Als Basis dient ein kommerzielles Zeiss-
Mikroskopstativ (Zeiss Axiovert 200M, Carl Zeiss, Jena). Zur Anregung wurden ein
roter 635nm Laser (World Star Tech TECGL-25GC-635,25 mW, Toronto, Kanada)
und ein blauer 488 nm Laser (40 mW Cyan Laser, Newport, Kanada) verwendet. Beide
Laser sind in eine optische Einzelmodenfaser (Thorlabs, Newton, New Jersey) einge-
koppelt. Zur Intensititseinstellung und Wellenléngenselektion sowie zur alternieren-
den Laseranregung wird ein AOTF (AOTF.nC-VIS, AA Optoelectronic, Orsay Cedex,
Frankreich) verwendet, der hinter der Faserauskopplung eingebaut ist. Uber mehrere
Spiegel und ein Teleskop werden die iiberlagerten Laserstrahlen iiber den riickseitigen
Eingang in das Mikroskop geschickt, so dass die Strahlen nach Reflexion an einem
Dichroiten genau auf der riickseitigen fokalen Ebene des Objektivs fokussiert sind.
Uber einen Spiegel vor der Mikroskopeinkopplung kann reguliert werden, an welcher
Position das Anregungslicht in das Objektiv eintritt. Wird die riickwértige Linse des
Objektivs zentral getroffen, ist eine Weitfeldanregung moglich. Wird die Linse jedoch
weit aufen getroffen, so fillt der Lichtstrahl schrig auf die Probe und ab einem be-
stimmten Winkel wird das Licht im sogenannten TIR-Modus (totale interne Reflexi-
on) total reflektiert. Um diesen Modus zu erreichen, wurde ein Ol-Immersionsobjektiv
mit hoher numerischer Apertur verwendet (Nikon CFI TIRF Apochromat 100x Oil,
NA 1,49, Nikon Deutschland, Diisseldorf, Immersionsol Zeiss Immersol TM 518F n =
1,518 (23°C), Carl Zeiss, Jena). Mit dem gleichen Dichroiten (Dual Line BeamSplitter,
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Abbildung 9.1.: Prinzip der internen Totalreflexionsfluoreszenzmikroskopie mittels al-
ternierender Laseranregung. Uberarbeitete Grafik aus [234]

z 488/633, AHF Analysentechnik, Tiibingen), wie zuvor bei der Anregung verwendet,
wird das Fluoreszenzlicht in den Detektionspfad gelenkt. Das Fluoreszenzsignal wird
zusitzlich tiber einen Notch-Filter (Dual-Notch Filter 488/631-640nm (AHF)) von
der Anregungswellenléinge bereinigt. Die verwendeten Bandpassfilter Sperrfilter HQ
530/60 und HQ 710/50 (AHF, Analysetechnik, Tiibingen) haben eine schmale Trans-
missionsbande, die auf das jeweilige Fluoreszenzspektrum des verwendeten Farbstoffs
ausgerichtet ist. Als Detektor dient eine CCD-Kamera mit 512x512 Pixeln (Andor
iXonPM 4 897 CCD, Andor, Dublin). Die beiden Fluoreszenz-Emissionswellenléngen
werden gesondert erfasst. Dies wird durch die Fokussierung des jeweiligen Kanals auf
einen Teil des Detektors erreicht. Um dies zu ermoglichen, ist der Detektionsstrah-
lengang so aufgebaut, dass der Strahl durch einen Schlitz eingeschrankt wird, und
iiber entsprechende Filter die Wellenldngen in zwei unterschiedliche Emissionspfade
geteilt werden, welche auf jeweils eine Hélfte des EM-CCD-Chips (engl. electron mul-
tiplying charge-coupled device) fokussiert sind. Fiir eine ausfiihrliche Beschreibung des
Aufbaus siehe [233]. Uber eine LabView-Routine kann ein alternierender Anregungs-
modus gewahlt werden, der direkt mit der Kamerasteuerung verbunden ist. Bei der
alternierenden Laseranregung (ALEX) internen Totalreflexionsfluoreszenzmikroskopie
wird im Allgemeinen mit einem Akustooptischen Filter (AOTF) die abwechselnde
Transmission von zwei Wellenldngen eingestellt [104]. Abb.9.1 zeigt die Grenzschicht
zwischen Glas (n1) und Losung (ng) in der durch Totalreflexion bei alternierender
Anregung ein evaneszentes Feld erzeugt wird.

9.2. Datenanalyse

Die Datenanalyse beruht hauptsichlich auf einem MATLAB(7.10.0.2010a)-Programm,
das meine Arbeitskollegin Kristin Gruffmayer wéhrend ihrer Diplomarbeit entwickelt
hat, um die Effizienzen des Forster-Resonanz-Energietransfers und die Stéchiometrien
von markierten Transkriptionsfaktoren mit immobilisierten Nukleinsdure-Biosensoren
zu messen (Vgl. [235]). Eine ausfiihrliche Programmbeschreibung findet sich daher in
[234].

Die ALEX-TIRF-Analyse-Software ist ein mafgeschneidertes MATLAB-Programm.
Es wurde entwickelt, um Videos von Fluorophoren, die mit alternierender Laseranre-
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gung unter TIRF-Beleuchtung mit einer EM-CCD-Kamera aufgenommen wurden, zu
analysieren.

Fiir die Zuordnung von kolokalisierten Punkten in den beiden Detektionskanélen wur-
de eine Transformationsmatrix angewendet, um Translationen und Verzerrungen, die
aus der Fokussierung auf unterschiedliche Bereiche des Kamera-Sensors und aus opti-
schen Aberrationen resultieren, auszugleichen. Dazu wurden an jedem Messtag Kali-
brierungsmessungen an multispektralen Nanokugeln (TetraSpeck™, Invitrogen) vor-
genommen. Die anhand der Nanokugel-Detektion berechnete Bild-Transformations-
matrix wird als Kalibrierung gespeichert und auf die folgenden Videos angewendet.
Grundlage bildet die ,, Image Processing Toolbox™™“ von MATLAB. Die Qualitit der
Transformationsmatrix kann anhand eines iiberlagerten Bildes der beiden Kanéle tiber-
priift werden. Uber die Software kann der zu verwendende Bild-Bereich zugeschnitten
und in einer Kalibrierungsdatei abgespeichert werden. In der darauf folgenden Video-
analyse wird nur der ausgewahlte Bereich in allen Videos analysiert und die daraus
stammende Transformation angewendet. Die Kanéle konnen durch die alternierende
Laseranregung in vier Photonenstréme aufgeteilt werden:

1. Akzeptor Emission bei roter Beleuchtung
2. Donor Emission bei roter Beleuchtung
3. Donor Emission bei blauer Beleuchtung

4. Akzeptor Emission bei blauer Beleuchtung

Mit einem Spot-Picking-Algorithmus kénnen Punkte in einem 8-Bit-Intensitéts-reska-
lierten und aufsummierten Bild identifiziert werden. Fiir die ausgewéhlten Punkte hat
sich bei einer Pixelgrofie von etwa 90 nm ein zu beriicksichtigender Punktradius von
3 Pixeln als sinnvoll erwiesen. Abb. 9.2 zeigt ein aufsummiertes Bild aus jeweils 20
Bildern nach Kanal separiert. Zu sehen ist eine Oberfliche mit COPI (coat protein
complex I) Transportvesikeln, die den Proteinhiillenkomplex aus zwei unterschiedli-
chen Isotypen tragen mit spektral unterschiedlicher Farbstoffmarkierung (Vgl. Pro-
benvorberietung 9.4 und Grundlagen 2.5) mit v1{1-680 auf der linknen Seite (roter
Kanal) und +2(1-488 auf der rechten Seite (im griinen Kanal). Die Vesikel sind als
beugungsbegrenzte Sopts zu identifiezieren. Die weiflen Kreise entsprechen der glei-
chen Position im linken und rechten transformierten Bild. Die Verbindungslinie zeigt
die zugeordneten Spots im entsprechend anderen Kanal. Spots die in den Kreisen lo-
kalisiert sind und iiber eine Linie verbunden, zeigen eine Kolokalisation.

Aus den mit dem Spot-Picking-Algorithmus ausgewéhlten Punkten und dem festge-
legten Punktradius wird die summierte Internsitéit zur Berechnung der Stéchiometrie
(S) und der FRET-Effizienz (E) verwendet [191]:

Acm
Eraw = A FDex D (91)
Fpot +Fp”
9.2)
FAcm + FDcm
Sraw = Dex Dex (93)

Acm Dem Acm
Fpor +Fpot + Fal
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Abbildung 9.2.: Kolokalisation von Donor und Akzeptor Farbstoffen. Links: Akzeptor-
Emission bei roter Anregung (633 nm); Rechts: Donor-Emission bei
blauer Anregung (488nm). Zu sehen ist eine Oberfliche mit COPI-
Vesikeln die eine Mischung aus Atto-680 (roter Kanal, Akzeptor) und
Atto-488 (griiner Kanal, Donor) markierten Hiillenproteinkomplexe
tragen. Die Vesikel sind als beugungsbegrenzte Spots im Bild erkenn-
bar. Kreise, die mit einer durchgezogenen Linie verbunden sind, ent-
sprechen der gleichen Position im linken und rechten transformierten
Bild. So kénnen kolokalisierte Spots identifiziert werden.
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9.3. DATENDARSTELLUNG: ES-HISOGRAMME

Hier entspricht FS:;“ der Akzeptor-Emission bei Donor-Anregung, d.h. bei einer Do-
nor-Anregung des Isotypen mit 488 nm wird die Fluoreszenzintensitét bei 680 nm de-
tektiert und geht als Term zur Berechnung der FRET Effizient und Stéchiometrie ein.
Entsprechendes gilt fiir das Fluoreszenzsignal Fg:;“ bei Donor-Anregung und Emissi-
on bei 488 nm u.s.w.. Liegen die Kanéle spektral nah beieinander, miissen bestimmte
Korrekturfaktoren beriicksichtigt werden, wie das Uberlappen des Donor-Kanals in
den Akzeptor-Kanal als Crosstalk oder unterschiedliche Quanteneffizienzen der Farb-
stoffe. Bei den Donor- und Akzeptor-Farbstoffen und den Bandpassfiltern, die in dieser
Arbeit verwendet wurden, findet kein Crosstalk statt.

9.3. Datendarstellung: ES-Hisogramme

Die Darstellung erfolgt in sogenannten ES-Histogrammen. Ein einzelner Eintrag im
ES-Histogramm stellt einen Werteintrag aus der FRET-Effizienz (F) und der St6-
chiometrie (S) dar, der sich aus zwei aufeinanderfolgenden Bildern bei alternierender
Anregung fiir einen gewédhlten Punkt ergibt, die Darstellung ist als zweidimensio-
nal. Alle ES-Histogramme sind iiber die Bin-Grofe (0,02) und die Gesamtzahl aller
Eintrdge normiert und reprasentieren die Haufigkeitsverteilung fiir ein ES-Wertepaar.
Zusétzlich werden die eindimensionalen Haufigkeitsverteilungen als Projektionen mit
dargelegt.

9.4. Probenherstellung und Markierung

Die Herstellung der untersuchten Proben ist durch Vincent Popoff aus der Arbeitsgrup-
pe von Prof. Felix Wieland (Biochemie-Zentrum der Universitat Heidelberg) erfolgt.
Rekombinantes, isotypenreines Coatomer wurde iiber die Expression der Komplexe in
Insektenzellen erstellt. Eine ausfiihrliche Material- und Methodenbeschreibung findet
sich in [236].

Die Markierung der einzelnen Coatomer-Isotypen erfolgte unspezifisch mit Atto488-
NHS und Atto680-NHS (ATTO-TEC GmbH, Siegen) iiber im Protein vorhandene
Amine, z.B an Lysin-Aminosdureresten. Die Markierungsprozedur erfolgte nach dem
Herstellerprotkoll [199] S.69-71). Der getrocknete Farbstoff wurde in N,N-Dimethyl-
formamid (DMF, Sigma-Aldrich, Steinheim) immer auf eine Ausgangskonzentration
von 2mg/ml gebracht. Der Markierungsansatz erfolgte mit 1,2nmol (660 nug) Coato-
mer und 10-fachen Farbstoffiiberschuss. Der pH-Wert wurde mit 3M KOH Lo&sung
auf 8 eingestellt und fiir drei Stunden auf Eis im Dunkeln inkubiert. Als Puffer fir
den Markierungsansatz und die Sdulenaufreinigung (Sephadex G-25) wurde der im
Folgenden aufgelistete COPs Puffer verwendet (siche Tab.9.1).

9.5. Probenvorbereitung und Systemeinstellungen

9.5.1. COPI-Vesikel

Die COPI-Vesikel (coat Protein I) wurden in einem in vitro Rekonstitutionsverfahren
von aufgereinigten Golgi-Membranen generiert. Dazu wurden markiertes und unmar-
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kiertes Coatomer (je nach Markierungseffizienz etwa im Verhéltnis 1:7) und rekom-
binanter, myristoylierter ADP-Ribosylierungsfaktor 1 (ARF1) (aus Rattenleber) in
Gegenwart von Guanosin-5“-3-O-(thio)-triphosphat(GTP~S), einer nur sehr langsam
hydrolysierbaren Form von Guanosin-5-triphosphat (GTP), fiir 10 Min bei 37°C in-
kubiert und von der Golgi-Membran gelost (Protokoll in [237]).

Fiir alle TIRF-Messungen wurden die COPI-Vesikel im Verhéltnis 1:50 in einem Su-
crosepuffer (siehe Tab.9.2) verdiinnt. Fiir die Herstellung der fixierten Vesikel wurden
noch 15% Glutaraldehyd zum 37,5% Sucrospuffer dazugegeben.

50 ul der Losung wurden in eine von 8-LabTek Kammern ((Lab-Tek™, Thermo Fisher
Scientific) gegeben. Die Vesikel sinken auf die Oberfliche und werden so unspezifisch
immobilisiert. Die Glasoberfliche wurde zuvor fiir 30 s mit einer wéssrigen Losung aus
Fluorwasserstoff (0,1 M HF Losung) und 5-maligem Waschen mit destilliertem Wasser
(MilliQ-Qualitét) gereinigt. Alle Proben wurden bis kurz vor den TIRF-Messungen
auf Eis aufbewahrt um Hydrolyse oder Verlust der Proteinhiille zu vermeiden.

Alle Messungen wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Nach Zugabe der ver-
diinnten COPI-Vesikel-Losung wurde nach einer Wartezeit von ca. 15 Min mit dem
Messvorgang begonnen. Nach Fokussierung auf die Oberfliche wurde die Probe mit
jeweils einer Laserleistung von ca. 175 uW/cm? mit 488 nm und 680 nm alternierend
beleuchtet. Bei einer Belichtungszeit von 100 ms und einem Gain von 800 wurden 40
Bilder aufgenommen.

9.5.2. Kalibrierung mit multispektralen Nanokugeln

1 pl der Tetraspeck Suspension wurde in eine gereinigte Lab-Tek Kammer (30s 1x0,1 M
HF Losung, 5xWaschen) gegeben und nach Eintrocknung (ca. 1 Stunde) mit den La-
sereinstellungen aus 9.5.1 gemessen. Die Belichtungszeit betrug ebenfalls 100 ms und
der Gain wurde je nach Signalstirke reguliert, typischerweise zwischen 25 und 50.

9.6. Puffer
HEPES (4-(2-hydroxyethyl-)piperazin-1-ethansulfonsiure) 25 mM
pH-Wert mit Kaliumhydroxid (KOH) auf pH = 7,4 einstellen
Kaliumchlorid (KCL) 200 mM
Glycerin 10 % (w/v)
frisches Dithiothreitol (DTT) 1mM

Tabelle 9.1.: Herstellung des COPs Puffers

HEPES (4-(2-hydroxyethyl-)piperazin-1-ethansulfonsiure) 25mM
pH-Wert mit Kaliumhydroxid (KOH) auf pH = 7, 2 einstellen
Magnesiumacetat 2,5mM
Saccharose 40 % (w/v)

Tabelle 9.2.: Herstellung des Saccharose Puffers
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10. Ergebnisse

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der Kolokalisationsanalyse aus den TIRFM-
Messungen der beiden Coatomer Isotypen v1{1 und ~2(1 présentiert. Dabei sollte ge-
klart werden, ob COPI-Vesikel mit einer homogenen Coatomer-Spezies Hiille gebildet
werden oder ob unterschiedliche Coatomer-Isotypen in eine Vesikel-Hiille eingebaut
sind.

10.0.1. Vergleich Weitfeld- mit TIRF-Mikroskopie

Da bei dem verwendeten Aufbau des Interne-Totalreflexions-Fluoreszenzmikroskopie
die Eindringtiefe des evanezenten Feldes bei ca.100nm liegt, sollte zunéchst gepriift
werden, ob die 70-80 nm grofen Vesikel ganz ausgeleuchtet werden oder ob andernfalls
eine Weitfeldbeleuchtung geeigneter fiir die Probenanregung ist. Als Probe dienten
COPI-Vesikel, die eine Proteinhiille aus einem Isotypen besafen. Es wurden bei der
Probenvorbereitung ein 1:1 Gemisch aus zwei unterschiedlich markierten Coatomer
verwendet mit y1(1-488 und y1{1-680. Die Probenoberfliche wurde einmal mit einer
Weitfeld-Einstellung (A) und einmal mit einer TIRFM Beleuchtung (B) aufgenom-
men und analysiert. Mit einem Markierungsgrad von 2,0 fiir v1¢1-488 und 2,3 fiir
~v1¢1-680. Insgesamt wurden 15 Videos mit einer Belichtungszeit von 0,1s in getrenn-
ten Kanélen aufgenommen und jeweils die ersten zwei Bilder der 15 Videos fiir die
Bestimmung des ES-Histogramm kombiniert. Die aus der Datenauswertung resultie-
renden ES-Histogramme sind in Abb. 10.1 gezeigt. Die Proben mit v1{1-488 v1{1-680
zeigen fiir beide Histogramme eine Breite Verteilung auf der Stéchiometrie-Achse. Die
Verteilung der FRET-Effizienz ist fiir £ = 0 maximal und hat nur eine Population.
Zur Auwertung wurden jeweils 15 Videos berticksichtigt bei denen unabhéngig von der
Beleuchtung fast gleich viele Spots fiir die Auswertung beriicksichtigt werden konnten.
Fir die Weitfeldbeleuchtung wurden 623 Vesikel beriicksichtigt und fiir die TIRRM
Beleuchtung waren es 632. Es lasst sich kein offensichtlicher Unterschied zwischen den
beiden Beleuchtungsarten feststellen. Beide scheinen gleich gut geeignet zu sein um die
COPI-Vesikel zu messen. Da aber bei einer Anregung iiber ein evaneszentes Feld die
Hintergundfluoreszenz reduziert wird, wurde fiir alle folgenden Messungen die TIRFM
Anregung gewihlt.

10.0.2. Untersuchung homogener Vesikel mit jeweils einem markierten
Isotypen

Zur Kontrolle der Kolokalisationsanalyse wurden homogen, mit nur einem Isotypen,
umhiillte COPI-Vesikel untersucht. Nur wenn sich dabei zwei Populationen unter-
scheiden lassen, ist gewahrleistet, dass sich unterschiedliche Zusammensetzungen der
Proteinhiille bei verschiedenen Coatomer-Isotypen mit dieser Methode feststellen las-
sen. Dazu wurden die unabhéngig voneinander hergestellten COPI-Vesikel aus den
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Abbildung 10.1.: Beleuchtungstest: ES-Histogramme fiir eine COPI Probe mit einer
Hiille aus einem Coatomer-Isotypen mit einem 1:1 Gemisch aus y1{1-
488 und 1¢1-680 in der Zusammensetzung A) Weitfeldbeleuchtung
B) TIRFM Beleuchtung

markierten Isotypen v2(1-488 bzw. v1(1-680 in einem Verhéltnis 1:1 in Puffer ge-
mischt und bei alternierender Laseranregung gemessen. Insgesamt wurden 15 Videos
mit einer Belichtungszeit von 0,1s in getrennten Kanilen aufgenommen und jeweils
die ersten zwei Bilder fiir die Bestimmung des ES-Histogramm kombiniert. Es konn-
ten 621 Punkte beriicksichtigt werden. Das entsprechende Histogramm ist in Abb. 10.2
gezeigt. Mit diesem Histogramm koénnen zwei Verteilungen identifiziert werden. Eine
eindeutig lokalisierte Population bei einer FRET-Effizienz bei £ = 0 und einer Stéchio-
metrie S = 1 und eine zweite, tiber die FRET-Effizienz breiter verteilte, Population
bei S = 0. Die normierte FRET Effizienz zeigt ein Maximum bei 0. Im Stéchiometrie-
Histogramm zeigen sich zwei deutlich voneinander getrennte Populationen bei 0 und
1. Dies entspricht einem typischen ES-Histogramm ohne FRET. Eine klar lokalisierte
Donor Population bei einer Stochiometrie von 1 zeigt die Verteilung der mit Atto-488
markierten Coatomere. Die Akzeptorpopulation fiir S = 0, in diesem Fall Atto-680
lage im Idealfall auch bei E = 0, aber diese Abweichungen sind typisch. Durch pho-
tophysikalische Effekte gibt es immer eine gewisse Wahrscheinlichkeit im roten Kanal
etwas zu sehen, wenn mit Blau angeregt wird.

Die beiden Populationen der Stéchiometrie bei § = 1 und S = 0 kénnen somit durch
die beiden spektral unterschiedlich markierten COPI-Vesikel erkléart werden. Die ein-
zige Population fiir die die FRET Effizient im Histogramm bei 0, bestatigt, dass wie
erwartet kein Forster Energietransfer stattfindet. Damit scheint das System geeignet
Vesikel mit einer homogenen Proteinenhiille zu unterscheiden.

10.0.3. Hintergrund und Artefakte

Im Folgenden sollte geklart werden, ob die gemessenen Signale tatséchlich von COPI-
Vesikeln verursacht wurden. Da die Vesikel mit einer Gréfse von 70-80 nm unter der
Auflésungsgrenze des TIRFM von ca. 200 nm liegen, konnte eine direkte Vermessung
der Punktgrdfse nicht zeigen, ob es sich um intakte Vesikel oder Fragmente handelte.
Eine Wechselwirkung mit der Oberfliche oder eine Anderung des osmotischen Drucks
kann zu einem Platzen der Vesikel fithren. Auch freier Farbstoff oder die Verwen-
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Abbildung 10.2.: ES-Histogram von COPI-Vesikel mit jeweils nur einem markiertem
Isotypen. Fiir diese Messung wurden reine y2¢1-488 und ~1{1-680
Isotypen verwendet.

dung von Puffern mit autofluoreszenten Bestandteilen, sowie iiber die Aufreinigung
nicht entfernte Proteinverunreinigungen und Aggregate konnen bei Einzelmolekiil-
Untersuchungen zu detektierbaren Signalen fiihren. Daher wurden COPI-Vesikel mit
einer homogenen Isotyp-Hiille v 1{1, aber unterschiedlicher Markierung mit und ohne
Guanosintriphosphat (GTP) hergestellt, sowie ein 1:1 Gemisch aus y2(1-488 v1{1-680
mit und ohne GTP. Da GTP ein entscheidender Faktor bei der Vesikelbildung ist, soll-
ten sich ohne GTP in beiden Féllen keine Frachtcontainer mit intakter Proteinhiille
ausbilden.

Die Proben wurden unter denselben Bedingungen wie die Vesikel mit homogenem
Hiillenprotein vorbereitet und analysiert. Unterschiede ergaben sich bei der Datenauf-
nahme dadurch, dass fiir die Messungen ohne GTP bewusst nach Fluoreszenzsignal
gesucht worden ist.

Aus der Datenanalyse ergaben sich die in Abb. 10.3 gezeigten ES-Histogramme. Fiir al-
le vier Histogramme zeigen sich FRET Effizienzen bei 0. Die Probe mit v1{1-488 v1(1-
680 zeigt mit GTP eine Breite Verteilung auf der Stéchiometrie-Achse mit einem Mit-
telpunkt bei 0,5. Fiir v2¢1-488 v1{1-680 mit GTP ist die Stochiometrie-Verteilung
nicht eindeutig einem Peak zuzuordnen. Fiir die beiden unteren Bilder ohne GTP
ist jeweils eine unspezifische Verteilung zu erkennen. Die Anzahl der Punkte die ohne
GTP gefunden wurden liegt etwa bei 20% der Anzahl der gefundenen Punkte fiir Vesi-
kel mit GTP. Im Vergleich ist in Abb.10.4 die Intensitdt der entsprechenden Isotypen
mit Markierung als H&aufigkeit {iber die beiden Kanéle im roten und blauen Kanal
dargestellt. Auch hier liegt im Vergleich zu Vesikeln mit GTP die Intensitédt bei et-
wa 20%. Daraus lasst sich schliefen, dass mindestens 80% des Signals von Intakten
COPI-Vesikeln stammt.
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Abbildung 10.3.: ES-Histogramme: links y1{1-488 +1(;-680 mit und ohne GTP, rechts
~v2(1-488 v1(1-680 mit und ohne GTP.

10.0.4. Vesikel mit gemischten Isotypen

Aus der Analyse zur Untersuchung des Hintergrunds (10.0.3) wurde schon v2(1-488
und v1¢1-680 als Isotypen-Gemisch untersucht ohne einen Vergleich der der Stéchio-
metrie Werte vorzunehmen. Um festzustellen, ob es einen quantitativen Unterschied
gibt zwischen Vesikel aus gemischten Isotypen, wurden eine Messungen unter den sel-
ben Bedingungen, wie zuvor bei der Hintergrund Messung, wiederholt. Dazu wurde
sowohl die selbe Charge an markierten Coatomer als auch die gleiche Golgi-Apparat
Charge verwendet. In Abb.10.5 sind die beiden Tage fiir den gleichen Vesikeltyp un-
tereinander dargestellt.

Die Verteilungen fiir v1{1-488v1(1-680 im linken Teil haben visuell geschétzt eine
etwa gleich breite Verteilung der Stéchiometrie um 0,5. Um dies zu priifen wurde
die Stéchiometrie fiir den unteren Messtag {iber die Haufigkeit aufgetragen. Auf der
linken Seite in Abb.10.6 ist die Stéchiometrie fiir v1{1-488 v1{1-680 als eindimensio-
nales Histogramm dargestellt. Fiir die Kurvenanpassung wurde eine Gaufiverteilung
zu Grunde gelegt (schwarze Kurve). Das Maximum der Verteilung liegt tatsichlich bei
0,5 und hat eine Halbwertsbreite von 0,75. Fiir v2(1-488 v1{1-680 besitzt die adquiva-
lente Kurvenanpassung ein Zentrum der Verteilung bei 0,62 bei einer Halbwertsbreite
von 1,18. Unter der Annahme, dass der Verteilung mehr als eine Population zu Grunde
liegt, wurde eine zweite Gauffunktion zur Kurvenanpassung, dargestellt in der rechten
Abb.10.6, angesetzt. Es ergibt sich ein Zentrum bei z = 0,44 mit einer Halbertsbreite
von 5,33 und ein zweiter Peak bei z = 0,94 mit einer Halbwertsbeite von 0,22. Sowohl
Verteilungen die sich aus einer, als auch aus zwei Populationen zusammensetzen wé-
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7,6, 488-v,C, 680 (1:1) mit GTP 7,5, 488 -,C, 680 (1:1) ohne GTP
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Abbildung 10.4.: Intensitétsverteilung im roten und blauer Kanal nach Auswertung
von 15 Videos der beiden unterschiedlichen Isotypen y1(1-488v1(1-
680, sowie y2(1-488v1(1-680 im Verhiltnis 1:1 mit und ohne GTP.
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Abbildung 10.5.: Unterschiedliche Messtage im Vergleich. Links v1¢1-488 und ~1(1-
488, sowie rechts v2(1-488 und y1(1-488.
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Abbildung 10.6.: Stéchiometrie-Histogramm und Kurvenanpassung mittels Gaufsfunk-
tion fiir v1¢1-488y1(1-680 unter der Annahme einer vorhandenen
Population, sowie die v2(1-488y1(1-680 Stochiometrie-Verteilung
unter Berlicksichtigung zweier Gaufsfunktionen.

ren denkbar. Allerdings ist keine vollstdndige Separation wie in Abb. 10.2 ersichtlich.
Damit scheint es keine vollstdndige Separation der Isotypen in den COPI-Vesikel zu
geben.

10.0.5. Einfluss der Farbstoffmarkierung

Um eine quantitative Aussagen iiber die Verteilung der Coatomer-Isotypen zu ma-
chen muss geklart werden, wie sensitiv die Kolokalisationsanalyse auf unterschiedliche
Coatomerverteilungen reagiert. Bisher wurden immer Vesikel mit einer 1:1 Verteilung
untersucht. Das heifst, je nach Markierungsgrad wurden ~1(1-488 bzw. v1(1-680 in
der selben Konzentration zum COPI Bildungsansatz dazu gegeben. Jetzt sollten noch
die Verhéltnisse getestet werden, wenn v1{1-488 bzw. y1(1-680 im Verhéltnis 4:1 oder
1:4 verwendet werden.

Dazu sollten COPI-Vesikel mit nur einer Coatomer-Spezies y1{1-488 bzw. v1{1-680
und COPI-Vesikel mit zwei Coatomer-Spezies ¥2(1-488 bzw. v1{1-680 in der Prote-
inhiille untersucht werden. Fiir den Herstellungsansatz wurden unterschiedliche Ver-
héltnisse von markiertem Coatomer verwendet. D.h. bei einem 1:1 Verhéltnis wurde
v1¢1-488 bzw. v1(1-680 zu gleichen Teilen verwendet. Bei einem 1:4 Verhéltnis wur-
de vier mal mehr v1{1-680 als v1{1-488 verwendet und entsprechend fiir 4:1 wurde
vier mal mehr y1(1-488 als v1(1-680 eingesetzt. Genauso wurde mit dem Isotypen
Gemisch verfahren. Die Einstellungen der Datenaufnahme und Kamera wurden bei-
behalten (sieche voeherige Messungen).

Die aus der Datenanalyse resultierenden ES-Histogramme sind in Abb. 10.7 gezeigt.
Die Histogramme A-C zeigen die verschiedenen Markierungsverhéltnise fiir y1{1-488
bzw. v1(1-680. Das 1:1 Verhéltnis ist in schwarz dargestellt. Fiir 1:4 wurde ein roter
Rand gewéhlt und eine blaue Umrandung zeigt ein Verhéltnis von 4:1. Entsprechen-
des gilt fiir die Umrandungen fir die Graphen D-F, wobei die Proteinhiille aud zwei
Coatomer Isotypen gebildet wurde v2(1-488 bzw. v1{1-680.

Es zeigen sich unterschiedliche Verteilungen sowohl fiir die verschiedene Farbstoft-
verhéltnissse, wie auch fiir COPI-Vesikel mit nur einem Isotypen bzw. mit zweien.
Festgestellt werden kann, dass der Wert fiir die FRET Effizient immer ein Maximum
fir E=0 hat. Allerdings ist die Verteilung fiir Graph C breiter als fiir die iibrigen
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Histogramme. Es lésst sich auch noch sagen, dass fiir einen vierfachen Uberschuss an
Atto-488 Markierung die Stochiometrie bei eins liegt. Das gleiche gilt fiir Abbilddung
E. Das Histogramm in Abbilung C zeigt eine relativ breite Streuung, wobei B und
F eine breitere Haufigeitsverteilung besitzen. Insbesondere fiir die Abbildung E bei
einem 1:1 Verhéltnis der beiden Coatomer Spezies ist es verwunderlich, da fiir £ =1
quasi nur eine Komponenten mit Atto-488 detektiert wird. Dies Verhalten lésst sich
nur erkldren, wenn man zu Grunde legt, dass fiir diese Messungen ein neuer Markie-
rungsansatz fiir alle Coatomere verwendet wurden musste. Dabei hatte v2(1-488 einen
Markierungsgrad von 4,2 und «1{1-488 von 1,4 sowie v1{1-680 von 1,2. Durch diesen
sehr viel hoheren Markierungsgrad von v2(1-488 ist die Haufigkeitsverteilung schein-
bar dominiert vom 488 nm Farbstoff. Verwendet man vier mal mehr v1({1-680 dann
konnen sich zwei etwa gleich hohe Verteilungen Populationen im Stochiometrie Histo-
gramm erkennen lassen. Aber trotz unterschiedlicher Markierungseffizienzen zeigt sich
eine Verhéltnisabhéngigkeit, die sich fiir v1{1-488 bzw. v1{1-680 in der Beobachtung
zeigt, dass fiir einen vier fach hoheren Anteil an v1{1-488 nur eine Population in der
Stochiometrie fiir S=1 zu sehen ist. Bei dem 1:1 Verhéltnis ist keine so abgegrenzte Po-
pulation erkennbar, auch wenn es ein Maximum bei 1 gibt ist der Rest der Verteilung
bis 0 etwa halb so oft vertreten. Fiir 1:4 ist dann wieder eine erkennbare Dominanz
der Stochiometrie bei S = 0 zu sehen.

94



v201-488 y1¢1-680  v1C1-488 y1L1-680

#normiert P .
Stdchiometrie e = 2 Stéchiometrie

o

Zueizyg 1344
Zueiziyg 1 344

Stéchiometrie Stéchiometrie

Zueizyg 1 344

o
A
m
S
m
3
o
@©
=
R

Stéchiometrie Stéchiometrie

Zusiziyg 1 344
Zuaiziyg | 344

Abbildung 10.7.: Unterschiedliche Verhéltnisse an markierten Coatomer Isotypen in
der Proteinhiille von COPI-Vesikeln. Rote Umrandung 1:4, schwarze
Umrandung 1:1 und blaue Umrandung 4:1. Einmal fiir 71{1-488 bzw.
~v1¢1-680 und zum anderen fiir v2(1-488 bzw. v1{1-680
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11. Diskussion

Um die Zusammensetzung der Proteinhiille von COPI-Vesikel zu bestimmen wurde
ein neuer Ansatz gewadhlt und iiber eine alternierende Laseranregung die Stéchiome-
trie bestimmt.

Vergleich Weitfeld- mit TIRF-Mikroskopie

Da die Grofle der Vesikel varierren kann wurde getestet, ob mit einer TIRF Beleuch-
tung die ganze Probe erfasst werden kann. Im Gegensatz zur Weitfeldbeleuchtung
konnte kein Unterschied festgestellt werden. Daher wurde auf Grund eines besseren
Singal-zu-Rausch Verhéltnisses eine TIRF-Beleuchtung gewahlt fiir alle folgenden Ex-
perimente gewahlt.

Die Messungen wurden an zwei unterschiedlichen Tagen durchgefiihrt. Als Probe
dienten COPI-Vesikel, die eine Proteinhiille aus v1{1-488 und v1{1-680 Vesikel hat-
ten und in einem Verhéltnis von 1:1 gemischt waren. Das Verhéltnis von markiert zu
unmarkiert lag bei 1:4.

Die markierten Coatomere stammten aus einem Markierungsansatz, die Inkubation
iiber die Golgi-Membran erfolgte iiber zwei verschiedene Préaparate. Die resultierenden
ES-Histogramme in Abb.10.1 zeigen trotz unterschiedlicher Beleuchtung und verschie-
denen Golgi-Membranen vergleichbare Héufigkeitsverteilungen. Die FRET Effizienz
zeigt keinen Energietransfer, da die Verteilung ein einzelnes Maximum um 0 hat. Die
Stochiometrie ergibt fiir beide Proben eine breite Verteilung mit einem Maximum um
0,5. Dies ist fiir eine Probe mit gleichem Coatomer-Isotyp mit zwei unterschiedlichen
Markierungen, die allerdings im gleichen Verhéltnis der Probenvorbereitung zugesetzt
wurden, zu erwarten.

Hintergrund und Artefakte

Messungen mit und ohne Guanosin-5 “-triphosphat (GTP) wurden durchgefiihrt. GTP
beeinflusst die Vesikelbildung, bei Abwesenheit sollten sich keine COPI Vesikel formen.
Dies sollte kldren, ob die beobachten Spots, tatséchlich Vesikel sind. Es konnte gezeigt
werden, dass ohne GTP wesentlich weniger Spots identifiziert werden kénnen. Trotz
bewufster Suche nach fluoreszierenden Anteilen auf der Oberfliche bei der Probe ohne
GTP, zeigt sich, dass sie Haufigleitsverteilung der Intensitat im roten und griinen Ka-
nal nur etwa 20% des Signals ausmachen, die fiir Proben mit gemessen werden. Der
3-D Graphen der die Haufigkeitsverteilung der Intensitét iiber die beiden Emissions-
kannéle zeigt ist ist in Abb. 10.4 zu sehen. Diese Analyse ist nur quantitativ und gib
nur einen grobe Abschitzung wie viel unspezifische Spots man detektiert. Im Prinzip
lasst sich dadurch aber nicht sagen, ob die Vesikel bei Kontakt mit Glasoberflache
Platzen.
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Erfahrungswerte in der AG Wieland zeigen, dass COPI-Vesikel relativ robust gegen-
iiber osmotischen Druckunterschieden in Wasser sind und auch beim Kontakt mit
einer Glasflache nicht Platzen. Um dies zu Testen wurden mit 1,5-Pentandial fixierte
Vesikel untersucht (Daten nicht gezeigt). Diese weisen vergleichbare Intensitdten und
Stochiometrien wie die unfixierten auf, daher wurde entschieden die Experimente ohne
Fixierung durchzufiihren.

Untersuchung homogener Vesikel

Es konnte gezeigt werden, dass, bei einer vollstandigen Separation der beiden spektral
voneinander getrennt markierten Isotypen, die FRET Effizienz E = 0 ist und es zwei
Populationen fiir die Stochiometrie gibt. S = 1 fiir ¥2¢1-488 und S = 0 fiir v1{1-680
(Vgl. Abb. 10.2). Bilden sich homogene Vesikel mit nur einem Isotypen, sollten diese
damit im ES-Histogramm identifiziert werden kénnen.

Vesikel mit gemischten Isotypen

Um zu untersuchen, ob sich COPI-Vesikel mit einer spezifischen Coatomer Hiille aus
einem Isotypen bilden, wurde ein Gemisch aus y2(1-488 und v1{1-680 bei der Herstel-
lung der Transportvesikel verwendet. Es ist nicht bekannt, ob es einen Mechanismus
gibt, wodurch spezifisch Vesikel gebildet werden, die nur einen Isotypen als Hiillen-
proteinlomplex tragen. Zum Vergleich wurden noch COPI-Vesikel mit alternierender
Laseranregung vermessen, die nur einen Isotypen mit zwei Farbstoffmarkieungen y1{1-
488 und v1¢1-680 trugen. Die gemessenen ES-Histogramme sind in Abb. 10.5 gezeigt.
Bei nur einem Isotypen wahr die Annahme, dass die Stochiometrie bei 0,5 liegen
sollte. Pro Vesikel sollten etwa gleich viele v1¢1-488 und v1¢1-680 im Hiillenprotein-
komplex vertreten sein und im Mittel die gleiche Komposition besitzen. Aufgrund der
Verdiinnung mit unmarkiertem Coatomer sollte sich kein FRET ergeben. Fiir y1{1-
488 v1¢1-680 zeigt sich genau diese Bild fiir das ES-Histogramm (Vgl. 10.5 Graph
A C). Um den Stochiometrie-Wert abzuschétzen wurde eine Gaufsfunktion angepasst.
Es konnte tatsdchlich ein Mittelwert von 0,5 gefunden werden mit einer Halbwerts-
breite von 0,75. Wie bei der Untersuchung von homogenen Vesikeln gezeigt, ergeben
sich fiir die Stochiometrie zwei Populationen, wenn eine 100% Separation vorliegt.
Aus dem ES-Histgram fiir das Gemisch ergibt sich weniger eindeutiges Bild v2(1-488
und v1¢1-680. Unter der Anname es konnte sich vielleicht um zwei Populationen fiir
die eindimensionale Haufigkeitsverteilung der Stochiometrie handeln, habe ich noch
eine zweite Gaufsfunktion angepasst. Woraus sich eine Population bei 0,44 und eine
bei 0,94 liegt. Die Verteilung mit 0,44 hat allerdindings eine Halbwertsbreite von 5,33.
Verwendet man nur einen Gauflanpassung, dann ergibt sich ein Wert von 0,62 und eine
Halbwertsbrteit von 1,18. Daher konnte durchaus nur eine Population vorhanden sein.
Unterschiede kénnen sich auch aus verschiedenen Markierungsgraden ergeben, wie bei
den Messungen der unterschiedlichen Markierungsverhéltnisse zusehen ist. Dabei lag
~v1¢1-488 bei einem Markierungsgrad von 2,0, v1¢1-680 bei 2,3 und v2(1-488 bei 1,6.

98



Einfluss der Farbstoffmarkierung

Es wurden unterschiedlicher Verhéltnisse mit einem Markierungsverhéaltnis von 1:4,
1:1 und 4:1 untersucht. Es konnte prinzipiell eine quantitative Verschiebung zum ent-
sprechenden korrespondierenden Stochiometrie Wert beobachten werden. Damit sollte
der Methodenansat auch bei keiner 100%-igen Seperation der Isotypen eine Trennung
der Verteilung zeigen.

Die Verteilung von v1(1-488 bzw. v1{1-680 konnte allerdings nicht fiir jeden Mar-
kierungsgrad bei einem Stochiometrie Wert von 0,5 reproduziert werden.Fiir diese
Messungen musste ein neuer Markierungsansatz vorgenommen werden aus dem sich
fiir v1(1-488 ein Farbstoff zu Proteinverhéltnis von 4,3 ergab. Fiir v1{1-680 war der
DOL 1,2 und fiir y1{1-488 2,5.

Die Vermutung ist, dass durch die unspezifische Markierung und die ungewisse Anzahl
an markiertem Coatomer pro Vesikel, zwei unbekannte Parameter das System beherr-
schen wodurch ich keine quantitative Aussage iiber eine unterschiedliche Verteilung
der zwei getesteten Isotypen machen kann.

Es gibt zwei unbekannte Parameter, die die Stéchiometrie bei den hier durchgefiihr-
ten Kolokalisationsexperimenten beeinflussen. So kann unter anderem nur grob abge-
schitzt werden wie viele Coatomere ein Vesikel umbhiillen. Um Forster Energietrans-
fer zu vermeiden wurden die Isotypen je nach Markierungsgrad zwischen 1:4-1:7 mit
ummarkierem Coatomer vom gleichen Isotypen gemischt. Dadurch ergeben sich Va-
riationen in der Anzahl an markiertem Coatomer pro Vesikel. Ein Losungsansatz be-
steht darin alle Coatomere zu markieren. Coatomer bildet eine dichte Packung um
das Vesikel, wodurch sich auch die Fluorophore raumlich ndhern und die FRET Ef-
fizienz vermutlich nicht mehr vernachléssigbar wére. Zwar ist FRET eine geeignete
Methode um Molekiilwechselwirkungen zu untersuchen und Absténde zu bestimmen,
doch wiirde sich dariiber hinaus keine zusétzliche Information iiber die Zusammen-
setzung der Isotypen eines COPI-Vesikels ergeben. Durch eine nicht vernachléssigbare
FRET-Effizienz miisste man ferner eine 2-dimensionale Verteilung annehmen, was die
Datenauswertung erschwert.

Ein zweiter offener Parameter ist die Markierung der einzelnen Coatomere. Durch
eine unspezifische Markierung kénnen sich mehrere Fluorophore an einem Coatomer
befinden. Desweiteren ist auch nicht bekannt welche Untereinheit markiert wird. Der
Markierungsgrad wurde im Ensemble {iber die Absorption von Kiivettenmessungen ge-
wonnen. Hélt man den Markierungsgrad besonders niedrig, also ein Fluorophor oder
weniger pro Protein, zeigt sich bei der Einzelmolekiilauswertung, dass es zu ausgeprag-
ten statistisch Schwankungen kommt, wodurch es passieren kann, dass nur ein Isotyp
mit einem héheren Markierungsgrad nachgewiesen werden kann. Das macht aufwén-
dige Kontrollexperimente noétig um fiir alle Farbstoff- und Isotyp-Kombinationen die
exakten Verteilungen zu bestimmen. Zumal beim néchsten Markierungsansatz diese
Experimente wiederholt werden miissen und nicht sichergestellt ist, dass bei der Ver-
wendung des selben Protokolls ein gleicher Markierungsgrad erreicht wird. Dadurch
ware die sinnvollste Losung eine spezifische Markierung des Coatomer. Fiir Coatomer,
das aus Hasenleber aufgereinigt wurde, konnte schon eine spezifische Markierung der
a-Untereinheit durch pH-Wert- und Markierungsverhaltnis-Einstellungen mittels eines
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Fluorophor-NHS-Esters gezeigt und fiir FRET Analysen genutzt werden [102]. Dieser
Ansatz lasst sich bis jetzt aber noch nicht auf rekombinantes Coatomer anwenden,
welches die experimentelle Unterscheidung der Isotypen ermoglicht.
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12. Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit wurden dynamische Prozesse in drei unterschiedlichen zelluldren Be-
reichen mittels Einzelmolekiilfluoreszenzspektroskopie analysiert: Proteindiffusion in
einem biomimetischen Modell des Zytoplasmas, die Diffusion von Kalium-Kanélen in
der Plasmamembran und die Zusammensetzung der Hiille von Transportvesikeln aus
unterschiedlichen Isoformen des Coatproteins.

12.1. Molecular Crowding

12.1.1. Zusammenfassung

Unter Berticksichtigung einer hohen Konzentration an Biomolekiilen (100-400 mg/ml)
in einer Losung koénnen verschiedene kinetische und thermodynamische Eigenschaften
beobachtet werden, die sich nicht in gering konzentrierten Losungen (unter 10 mg/ml)
zeigen.

Die Untersuchung der Wirkungen von Crowdern (unmarkierten Hintergrundmolekii-
len) auf biologische Prozesse und das Verstédndnis der zugrundeliegenden molekularen
Details stellen aufgrund der breiten Palette an Auswirkungen durch verdrangende Mo-
lekiile eine Herausforderung dar. Zwar hat sich schon in vielen Ansétzen gezeigt, dass
Molecular Crowding einen Einfluss auf die Diffusion, die Faltung und die Assoziation
von Proteinen hat, aber es besteht noch kein Konsens iiber das richtige Design eines
wn vitro Experiments, um moglichst vergleichbare Bedingungen zu Zellmessungen zu
schaffen.

Um ein grundlegendes Versténdnis iiber die Abhéngigkeit der Wahl eines Protein-
crowders zu verstehen, wurden die Diffusionseigenschaften in nativen Proteinlésungen
mit Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie untersucht. Fiir die Experimente wurde
ein Standard-Messsystem aufgebaut.

Ein in aktuellen Forschungsarbeiten héufig verwendeter Crowder ist Ficoll 70. In die-
ser Arbeit wurden die Proteine Ovalbumin (OVA), Rinderserumalbumin (BSA) und
~v-Globulin gewahlt, da sie eine dem Ficoll 70 vergleichbare Grofie aufweisen.

Die translatorische Eigendiffusion von OVA, BSA und v-Globulin wurde gemessen und
ein Vergleich zeigte eine Abhéngigkeit von der Grofe des verwendeten Hintergrundmo-
lekiils. Vergleiche mit Messungen aus publizierten in vivo Experimenten zeigen, dass
das Diffusionsverhalten von markierten Proteinen in natiirlicher Umgebung (lebenden
Zellen) eine starke Abhéngigkeit von der Beschaffenheit des markierten Proteins zeigt,
wodurch die Diffusion stérker als zu erwarten wére reduziert wird.

Ergdnzend zu den experimentellen Ergebnissen wurden, in Kooperation mit Paolo
Mereghetti, die Translationsdiffusionkoeffizienten von BSA und IgG iiber Simulatio-
nen der Brownschen Dynamik verglichen. Hierbei wurden verschiedene Parameter zur
hydrodynamischen und elektrodynamischen Wechselwirkung sowie verschiedene Mo-
delle harter Kugeln und halbelastischer Kugeln variiert. Es konnte herausgearbeitet
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werden, dass die Bertiicksichtigung hydrodynamischer Wechselwirkungen im Model zu
einer Uberschétzung des Effekts des Molekular Crowding fiihrt, also eine zu hohe Ab-
nahme der Diffusion vorhersagt. Die beste Ubereinstimmung mit den experimentellen
Ergebnissen wurde unter Annahme eines einfachen soft-core Potentials, unter Beriick-
sichtigung der Strukturparameter der Proteine erreicht. Damit scheint die Form der
Proteine ein entscheidender Faktor zu sein, wenn es darum geht, in vitro Messungen in
monodispersen Proteinldsungen als Ersatz fiir eine natiirliche Umgebung durchzufiih-
ren. Der Vergleich der Experimente mit den simulierten Daten liefert Ansatzpunkte
flir weitere Studien, um die Abhéngigkeit von Crowdern in Losungsmessungen besser
zu verstehen.

12.1.2. Ausblick

Fiir die Zukunft ist geplant, die vorhandene Kooperation auszubauen. Die Untersu-
chung der Diffusionseigenschaften von unterschiedlich strukturierten Proteinen und
deren Mischungen ist der néchste Schritt, um zu iiberpriifen, ob das strukturabhén-
gige Diffusionsverhalten von IgG auch physiologisch relevant ist. Solche Riickschliisse
kénnten aus Experimenten gezogen werden, die in realitdtsnahen Crowder-Losungen,
zusammengesetzt aus Proteinmischungen und Polymeren oder Zelllysat, durchgefiihrt
werden und mit Zellexperimenten verglichen werden.

Zugleich sind Untersuchungen in artifiziellen Proteinldésungen in Bezug auf die Ab-
héngigkeit des Crowding Effekts von der Proteinstruktur bzw. -form von besonderem
Interesse.

Der néchste Schritt fiir den Vergleich von BD-Simulationen mit Experimenten ist
die Untersuchung von Bindungen in hochkonzentrierten artifiziellen Proteinlésungen
und deren Abhéngigkeiten von der Konzentration oder der Struktur. Das Ziel solcher
Messreihen wire es, experimentell bestimmte Assoziationseigenschaften von Proteinen
direkt mit Modellen verkniipfen zu koénnen.

12.2. Membran Diffusion

12.2.1. Zusammenfassung

Transportprozesse an Grenzflachen, wie der Plasmamembran, konnten im Rahmen die-
ser Arbeit mit optischen Methoden untersucht werden. Dazu wurde ein abstimmbares
Weifslichtlasersystem eines kommerziellen Laserscanning Mikroskops mit der Moglich-
keit der zeitkorrelierten Einzelphotonenzéhlung erweitert. Dies gestattet Fluoreszenz-
Korrelations-Spektroskopie-Messungen im sichtbaren Spektralbereich von 472-680 nm.
Dieses Mikroskop konnte erfolgreich zur Messung des Diffusion des freien griin fluores-
zierende Protein (GFP) im Zytoplasma von Tabak-Zellen (BY-2) verwendet werden.
Der Diffusionskoeffizient liegt mit D = (424:11) um? /s in sehr guter Ubereinstimmung
mit bereits publizierten Werten in vergleichbaren Systemen. Diese Messungen galten
der Quantifizierung und Validierung des Messsystems.

Der Interessenschwerpunkt lag, auf Grund der Kooperation mit Alice Kress, auf der
Untersuchung eines Kaliumkanals in Pflanzenzellen. Als Modellsystem diente ein mit
dem Fusionsprotein GFP markierter Kaliumkanal KAT1 in Tabakzellen. Im Vergleich
zu freiem GFP im Zytoplasma konnte ein deutlicher Unterschied in der Diffusionszeit
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12.2. MEMBRAN DIFFUSION

des Kaliumkanals in der Plasmamembran der Zellen gemessen werden. Auflerdem wur-
de die Mobilitdt des KAT1::GFP unter dem Aspekt der anomalen Diffusion diskutiert
und auf Grund seiner ungewdhnlich schnellen Diffusion ausgeschlossen. Aus der An-
passung der Messdaten mit einem 2-Komponenten Modell ergeben sich eine schnelle
Diffusionskonstante mit Dy = (57+12) pm? /s mit einem Anteil von 65412 % und eine
langsamer Diffusionskoeffizient Dy = (1,4 + 0,5) um? /s mit 35 + 12 %. Die langsame
Komponente Ds liegt in der Grofenordnung von anderen Membranproteinen.

Eine mogliche und wahrscheinliche Argumentation fiir zwei Komponenten basiert auf
der Existenz von Mikrodomé&nen. Die schnellere Komponente D kann so durch Sto-
rungen in der Lipid-abhingigen und Zytoskelett-basierten Organisation der Plasma-
membran verursacht werden.

12.2.2. Ausblick

Da mit der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie die Fluoreszenzfluktuationen in
einem bestimmten Zeitintervall innerhalb des Beobachtungsvolumen untersucht wer-
den, ist diese Methode nicht geeignet, um stationédre Proteine zu untersuchen. Die in
der Nachwuchsgruppe von Tobias Meckel (TU Darmstadt) geplanten SPT und FRAP
Messungen konnen genutzt werden, um die Diffusionskoeffizienten zu vergleichen und
klédren, ob es neben einer schnellen und einer langsamen Spezies noch eine dritte, sta-
tionéare, gibt.

Um zu klédren, welcher Effekt urséchlich ist fiir die schnelle Komponente im 2-Kompo-
nenten Modell, konnen weitere FCS-Studien durchgefiithrt werden. Insbesondere ware
es interessant, die Anreicherung des KAT1 in der Plasmamembran durch geeignete In-
hibitoren, die zum Beispiel auf den sekretorischen Weg Einfluss nehmen, zu unterbin-
den und zu vergleichen, ob auch unter solchen Bedingungen eine schnelle Komponente
messbar ist.

Durch den abstimmbaren Superkontinuum-Laser erhélt man betrachtliche Méglichkei-
ten, um dynamische Prozesse mit neuentwickelten Fluoreszenzsonden in Losung und
in lebenden Zellen zu untersuchen, ohne durch eine beschrankte Wahl der Anregungs-
wellenlénge limitiert zu sein.

Neben der Standard Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie in lebenden Zellen ist
durch den abstimmbaren Superkontinuum-Laser eine Mehrfarben-Anregung moglich.
Dadurch kénnen mogliche Bindungspartner mit spektral unterscheidbaren Farbstof-
fen iiber einen weiten spektralen Bereich markiert werden und die Komplexbildung
durch Kreuz-Korrelationsanalyse von zwei getrennten Detektionskanélen untersucht
werden. So kénnen in Zukunft Assoziations- und Dissoziations-Parameter studiert wer-
den. In Losung konnte diese Methode schon angewendet werden. So konnten Kreuz-
Korrelationsmessungen zur Validierung eines, im Rahmen der Diplomarbeit von Kris-
tin Grufmayer entwickelten, Modells fiir die Beschreibung von Transkriptionsfaktor-
gebundenen Biosensoren verwendet werden [234].
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KAPITEL 12. ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

12.3. Coatomer

12.3.1. Zusammenfassung

Um die Zusammensetzung der Proteinhiille von COPI-Vesikel zu bestimmen wurde
ein neuer Ansatz gewahlt und iiber eine alternierende Laseranregung die Stéchiome-
trie bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass, bei einer vollstdndigen Separation der
beiden spektral voneinander getrennt markierten Isotypen, diese als homogene Vesikel
im ES-Histogramm identifiziert werden kénnen.

Bei Untersuchung unterschiedlicher Verhéltnisse einer Markierung zu 1:4, 1:1 und 4:1
kann man prinzipiell eine quantitative Verschiebung zum entsprechenden korrespon-
dierenden Stéchiometrie Wert beobachten. Damit sollte der Ansatz auch bei keiner
100%-igen Seperation der Isotypen eine Trennung der Verteilung zeigen.

Die Verteilung von y1{1-488 bzw. v1{1-680 konnte allerdings nicht fiir jeden Markie-
rungsgrad bei einem Stochiometrie Wert von 0,5 reproduziert werden. Bei ungleichmé-
kiger Markierung war immer ein signifikant groferer Anteil der Atto488 Probe sichtbar.
Die Vermutung ist, dass durch die unspezifische Markierung und die ungewisse An-
zahl an markiertem Coatomer pro Vesikel, zwei unbekannte Parameter das System
beherrschen wodurch ich keine quantitative Aussage iiber eine unterschiedliche Ver-
teilung der zwei getesteten Isotypen machen kann. Die untersuchten Proben wurden
im Rahmen einer Kooperation von Vincent Popoff zur Verfiigung gestellt.

12.3.2. Ausblick

Fiir die Zukunft ware eine spezifische einfache Markierung von Coatomer wiinschens-
wert. Diese ist vielleicht mit Protein-Tags erreichbar. Damit konnte eine Mehrfachmar-
kierung eines Isotypen vermieden werden und die Farbstoffverteilung pro coat protein
complex I (COPI)-Vesikel wére nur durch die Coatomer Anzahl bestimmt.

Insgesamt léasst sich die Markierung auch variieren in dem man unterschiedlich Farb-
stoffe ausprobiert. Desweiteren wurden hier nur die zwei Isotypen ausgetestet, die den
grofiten molaren Anteil bei der Proteinhiillenzusammensetzung der COP Vesikel bil-
den . Aber prinzipiell kénnte man auch andere Kombinationen wéahlen.

Allgemein liefert die Methode einen neuen Ansatz zur quantitativen Untersuchung der
Proteinbeladung von Vesikeln.
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A. Abkiirzungen

ALEX alternierende Laseranregung, engl. alternating-laser excitation
AOTF Akustooptischer Filter, engl. Acousto-Optical Tunable Filter
ACF Auto-Korrelations-Funktion

APD Lawinenphotodioden; engl. avalanche photodiode

ARF1 ADP-Ribosylierungsfaktor 1

BSA Rinderserumalbumin

BY-2 Tabak Linie Bright Yellow 2

CCD engl.charge-coupled device

Coatomer coat protomer

COP coat Protein

COPI coat protein complex I

COPII coat protein complex II

CLSM Konfokales Laserscanning Mikroskop
DMF Dimethylformamid

DOL Markierungsgrad, engl. degree of labelling
ER endoplasmatische Retikulum
FRAP Fluoreszenzerholung nach Photobleichen; engl. Fluorescence Recovery

after Photobleaching
FRET Forster Energietransfer

FCS Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie
FCCS Fluoreszenz-Kreuz-Korrelations-Spektroskopie
GFP griin fluoreszierende Protein

GTP Guanosintriphosphat

IgG Immunglobulin G

ISC Interkombination Intersystem Crossing

KAT1 Kalium Arabidopsis thaliana channel 1

LSM engl. Laser Scanning Microscope

NHS N-Hydroxysuccinimid

OVA Ovalbumin

PBS phosphatgepufferte Salzlosung

PEG Polyethylenglycol

PMT Photomultiplier; engl. photomultiplier tube
RNA Ribonukleinsaure

SPT Einzelpartikel-Verfolgung; engl. Single Particle Tracking

TCSPC  Time-Correlated Single Photon Counting, zeitkorrelierte
Einzelphotonenzahlung
TIRFM  Interne-Totalreflexions-Fluoreszenzmikroskopie

TTL Transistor-Transistor-Logik
ERGIC ER-Golgi Intermediar Kompartiment
GTP Guanosin-5 “-triphosphat
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SNARE  engl. Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment receptor
HEPES  4-(2-hydroxyethyl-)piperazin-1-ethansulfonséure
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