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1 Einleitung

Die biologische Forschung auf zellularer und molekularer Ebene kann hinsichtlich der
analysierten Molekiile in verschiedene Bereiche gegliedert werden. Wahrend die
Genomik die Gesamtheit des Erbgutes eines Organismus (Genom) untersucht, beschaftigt
sich die Transkriptomik mit den zu einem bestimmten Zeitpunkt bzw.
Entwicklungsstadium aktiven Genen, welche in mRNA transkribiert werden
(Transkriptom). Die daraus translatierten Proteine (Proteom) stellen die biologisch aktive
Umsetzung der genetisch gespeicherten Information dar. Diese Information ist zeitlich
konstant und als lineare Abfolge von 4 Basen darstellbar. Fir die Sequenzierung stehen
mittlererweile gut etablierte Verfahren zur Verfligung, so dass vor allem die GroRe des
Genoms als zeitbestimmender Faktor der Analyse zu beachten ist. Dagegen sind die
aktiven Gene, das heit das Transkriptom und in starkerem Masse das Proteom von
verschiedenen Faktoren wie &ufleren Reizen und der zelluldren Reaktion darauf sowie
dem Differenzierungszustand der Zelle in mehrzelligen Organismen abhangig. Wegen
moglicher Modifikationen auf Ebene der mRNA und selbst des translatierten Proteins
sind Vorhersagen beziglich der Anzahl und Aktivitat der gebildeten Proteine auf Basis
von Sequenzhomologien im Genom mit Ungenauigkeiten behaftet.! Wahrend bei
Bakterien die Anzahl an verschiedenen Genen und Proteinen mit ca. 3000 bzw. 4000 in
der gleichen GrolRenordnung liegt, geht man fur den Menschen von etwa 35000 Genen

und bis zu einer Million Proteinen aus.?

Durch 2D-Gelelektrophorese kann ein Uberblick (iber die unter gegebenen Bedingungen
exprimierten Proteine gewonnen und diese darauf mittels Massenspektrometrie oder
chemischer Verfahren sequenziert werden. Die Funktion von Proteinen wird oftmals
durch ihre Integration in ein Netzwerk von regulativen und reaktiven Interaktionen mit
anderen Molekdilen deutlich. Fir die Einordnung sind umfangreiche Screening-Verfahren
notwendig, um magliche Interaktionspartner zu detektieren, deren Wirkung daraufhin
charakterisiert wird. Angesichts der groRen Anzahl noch unbekannter Proteine und der
hohen Komplexitat bisher zumindest in Teilen beschriebener molekularen Netzwerke ist

die vollstdndige Beschreibung der Interaktionen selbst in einem einfachen Bakterium eine



immense Herausforderung. Daher liegt das Interesse der Forschung besonders auf
grundlegenden Reaktionen wie dem Energiestoffwechsel, welcher bereits relativ frih
untersucht wurde, sowie gesundheitlich oder wirtschaftlich relevanten Prozessen wie der
Signaltransduktion in der Immunabwehr und Tumorentwicklung® bzw. der
Wachstumsregulation und Optimierung von biotechnologisch und landwirtschaftlich
eingesetzten Organismen. Eine detaillierte Kenntnis regulativer VVorgange ermaoglicht es,
effizient und selektiv VVorgange zu beeinflussen und damit nebenwirkungsarmere bzw.

kostengiinstigere Verfahren zu entwickeln. 4

Die Interaktionen basieren auf einer zumindest zeitweisen Assoziation der beteiligten
Molekile, wahrend der ein Informationstransfer stattfindet. Dieser kann z.B. in einer
induzierten Konformationsanderung liegen, wodurch die Affinitat fir andere
Interaktionspartner verandert oder eine enzymatische Aktivitat beeinflusst wird. Zur
Detektion einer Bindung sind verschiedene Verfahren entwickelt worden, wie z.B. das
Yeast-Two-Hybrid-System, das zum Screening von Interaktionspartnern eingesetzt
werden kann, dabei jedoch auf Proteine beschrankt ist und keine quantitativen Aussagen
uber die Bindungsaffinitdt erlaubt. Dieses ist dagegen z.B. mit radioaktiven
Filterbindungstests, Analytischer Ultrazentrifugation oder Oberflachenplasmonresonanz
méglich.> Fir diese Verfahren sind allerdings groRere Probevolumen oder der Einsatz
von Radioaktivitat nétig, was die Arbeiten aufgrund der daflr benétigten Infrastruktur
erschwert. Eine Alternative liegt in verschiedenen Formen der Fluoreszenzspektroskopie.
Dabei kann einerseits die intrinsische Proteinfluoreszenz genutzt werden, wenn sich diese
durch den Bindungszustand verandert.’ Allgemeiner einsetzbar ist die Markierung der
Bindungspartner mit geeigneten Fluorophoren, wie es in der
Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie praktiziert wird. Hierbei wird der Unterschied der
Diffusionszeit eines markierten Liganden in freiem und gebundenen Zustand genutzt, um
kinetische und  thermodynamische  Daten  (on- und off-Raten  sowie
Dissoziationskonstanten) zu berechnen. Die eingesetzten Konzentrationen liegen im
nanomolaren Bereich und das Probevolumen ist mit 5 — 20 ul vergleichsweise Kklein, so
dass nur geringe Materialmengen bendtigt werde. Mit einer Messdauer von einigen
Sekunden bis Minuten ist die Methode vergleichbar schnell und ermdglicht durch ihre
Automatisierbarkeit den Einsatz in Screening-Verfahren. Wéhrend in diesem Fall in



Puffersystemen gearbeitet wird, ist in Einzelexperimenten sogar die Messung

intrazellular, also in vivo moglich.”®

Im tierischen und insbesondere menschlichen Organismus sind Rezeptoren des
angeborenen Immunsystems vom Typ des Toll-Like-Receptor (TLR) seit einigen Jahren
bekannt und deren Signaltransduktion zumindest in Teilen beschrieben. Aufgrund der
gefundenen Homologie zwischen einzelnen tierischen Spezies und bisheriger Ergebnisse
in Pflanzen wie Medicago Spezies besteht Grund zu der Annahme, dass grundlegende
Funktionen auch auf Pflanzenzellen Ubertragbar sind. So kdnnen z.B. gram-negative
Bakterien anhand von allgemeinen Oberflachenmolekiilen wie Lipopolysacchariden
(LPS) erkannt und gegebenenfalls bekdmpft werden. In einigen wichtigen Fallen kommt
es zwischen Bakterium und Pflanze jedoch statt dessen zu einer Symbiose. Fur die
Entscheidung dartber ist wahrscheinlich unter anderem eine spezifische Erkennung
typischer LPS-Molekiile von Bedeutung. Es wird angenommen, dass an der LPS-
Bindung ein dem menschlichen CD14 homologes Protein beteiligt ist. In der folgenden
intrazellularen Signaltransduktion sind GTP-bindende Proteine (kurz: G-Proteine)
involviert. Sie stellen molekulare Schalter dar, abhdngig von dem gebundenen
Guaninnukleotid (GTP/GDP) und werden durch eine intrinsische GTPase-Aktivitat sowie
andere Proteine reguliert. Kleinen G-Proteinen kommen vielseitige und teilweise
essentielle Aufgaben zu, was nicht zuletzt zu der Entdeckung einer Mutante des
Prototyps Ras in Tumorzellen gefiihrt hat, an deren Transformation sie bedeutenden
Anteil hat.

Diese Arbeit befasst sich mit der Interaktion von LPS des symbiotischen Bakteriums
Sinorhizobium meliloti mit potentiellen Bindeproteinen der Wirtspflanze Medicago
truncatula. Ein weiteres Thema ist die Untersuchung der GTP-Bindung des kleinen
G-Proteins Racl aus Medicago sativa, welchem eine Funktion in der Signalverarbeitung

infolge der LPS-Stimulation zugemessen wird.”



2 Theoretischer Hintergrund

Der folgende Abschnitt stellt die eingesetzte Untersuchungsmethode der
Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie vor. Dabei werden theoretische Grundlagen wie
auch praktische Anwendungsmaoglichkeiten dargestellt. Darauf folgt eine Beschreibung
des aus Pflanzen stammenden Untersuchungsmaterials, wobei hinsichtlich der Funktion

Analogien zum humanen System aufgezeigt werden.

2.1 Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie

Die Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS) wurde Anfang der 70er Jahre des 20.
Jahrhunderts als ein physikalisches Verfahren entwickelt, dessen Anwendung auf
biologische Untersuchungen ausgelegt ist.® Technische Weiterentwicklungen in den
letzten 10 Jahren ermoglichten eine verbesserte Anwendbarkeit und steigerten die
Bedeutung der Methode in der Forschung. In der heutigen Form wird die hohe
Selektivitat der Fluoreszenz gepaart mit sensitiven Detektoren eingesetzt, um Signale bis
hinab auf die Ebene einzelner Molekile zu analysieren. Das wird durch das kleine
Messvolumen konfokaler Mikroskopie ermdoglicht. Somit lassen sich aus den
Schwankungen der Fluoreszenzintensitat wichtige Informationen gewinnen, welche in
makroskopischen Systemen durch die wegen der grofRen Teilchenzahl notwendige

Mittelwertbildung nicht zuganglich sind.

Ein entscheidendes Kriterium der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie ist die Anzahl
der detektierten Fluorophore. Mit Entwicklung der konfokalen Mikroskopie konnte das
Messvolumen auf unter 1 fl gesenkt werden, worin sich bei geeigneter Verdiinnung der
Messlésung von ca. 0.1 — 100 nM etwa 0.2 — 40 Fluorophore befinden.** Es wird zwar
die Gesamtintensitit der Fluoreszenz gemessen, aber wegen des hohen Anteils einzelner
Fluorophore an diesem Signal erlaubt die statistische Analyse der zeitaufgelGsten
Intensitatsschwankungen, auf Eigenschaften einzelner Molekile zu schlielen. Aus
diesem Grund kann man die Bezeichnung Einzelmolekilspektroskopie fir die
Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie wéhlen.



Durch FCS lassen sich vielseitige Informationen erhalten, von denen die wohl wichtigste
die charakteristische Diffusionszeit tp eines Molekils durch das konfokale VVolumen ist.
Sie ist von dem Diffusionskoeffizienten abhangig und damit ein Mal3 flr die Grélie und
Form des Molekdls. VVorgénge, die eine hinreichend groe Veranderung der molekularen
Gestalt bewirken sind damit messbar. Dazu gehéren z.B. die Denaturierung eines

Proteins oder wohl bedeutender die Bindung anderer Molekiile oder Partikel.

Die Detektionsgrenze wird mit einem Unterschied der Diffusionszeiten im Bereich eines
Faktors von 1,6 — 2 angegeben.? Das entspricht einem 4 bis 8-fachen Massenunterschied
bei spharischer Geometrie der Interaktionspartner. In diesem Fall sollte der Anteil einer
Spezies mindestens 10 % der detektierten Molekile betragen, um eine Analyse zu

erlauben. Mit steigender Differenz der Diffusionszeiten sinkt diese Schwelle.™

Diese Limitierung ist durch Markierung beider Interaktionspartner mit Fluorophoren
unterschiedlicher ~ Emissionswellenldénge  und Kreuzkorrelationsanalyse  des
Fluoreszenzsignals Uberwindbar. Diese Methode erlaubt zudem eine Verkirzung der
Messdauer was sie fir Screenings z.B. in der Pharmaindustrie interessant macht.
Weiterhin wird so eine Analyse intrazellularer Untersuchungen vereinfacht. Dort kann
eine abnormale Diffusion durch die hohe Konzentration weiterer Molekile und
Kompartimente auftreten, was mit dem Ublicherweise eingesetzten Modell der freien
Diffusion nicht beschrieben wird. Fir diese Anwendung ist insbesondere der Einsatz der
2-Photonen-Anregung sinnvoll, deren langwellige Strahlung weiter in Gewebe
eindringen kann. Wegen des oftmals breiten Absorptionsspektrums der Farbstoffe ist es
in diesem Fall moglich, unterschiedliche Fluorophore mit einem einzigen Laser

anzuregen und so den apparativen Aufwand zu verringern.

Neben der Autokorrelationsanalyse sind auf das Fluoreszenzsignal andere Verfahren zur
Informationsgewinnung anwendbar. Die molekulare Helligkeit und
Fluoreszenzlebensdauer konnen Aufschluss iber die Umgebung des Farbstoffs geben und
werden durch die Methoden des Photon Counting Histogram (PCH) und Fluorescence
Intensity Distribution Analysis (FIDA) bzw. Fluorescence Intensity and Lifetime
Distribution Analysis (FILDA) und Time Correlated Single Photon Counting (TCSPC)

genutzt.***



2.1.1 Fluoreszenz

Absorbiert ein Molekl ein Photon entsprechender Energie, wird ein Elektron aus dem
elektronischen Grundzustand Sy in den S;-Zustand angeregt. Diese Energie kann unter
anderem durch Fluoreszenzstrahlung wieder abgegeben werden. Das emittierte Licht ist
dabei im Vergleich zum Anregungslicht rotverschoben (Stockes Shift), da ein Teil der
Energie im angeregten Zustand strahlungslos z.B. durch Interaktion mit der Umgebung
abgegeben wird. Die Zeit zwischen Absorption und Emission wird als
Fluoreszenzlebensdauer bezeichnet und durch den Fluorophore und seine Umgebung
bestimmt. Sie liegt flir organische Farbstoffe im Bereich von einigen Nanosekunden, so

dass theoretisch Emissionsraten von etwa 100 MHz mdglich sind.

Neben der Fluoreszenz koénnen weitere Effekte auftreten, welche in einem Jablonski-
Diagramm dargestellt sind:
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Abb. 2.1: Jablonski-Diagramm. Durch die Absorption eines Photons (Ka,s) gelangt ein Molekiil aus dem S,
in den S;-Zustand, den es u.a. durch Fluoreszenz in den Sy-Zustand (k%) oder durch Intersystem Crossing

(Kisc) in den ersten Tripletzustand T, verlassen kann.



Ein Ubergang aus dem S; in den niedrigsten Triplet-Zustand T; wird als Intersystem
Crossing (ISC) bezeichnet. Da er quantenmechanisch verboten ist, tritt er nur selten auf
(ca. 1 mal pro 10° — 10° absorbierter Photonen).* Die Tripletlebensdauer liegt allerdings
im Bereich von Mikrosekunden, daher kann der Anteil der Fluorophore in diesem
Zustand  besonders bei hoher  Anregungsintensitdt betrdchtlich  sein.  Fir
Fluoreszenzmessungen ist ein niedriger Tripletanteil aus zwei Griinden winschenswert:
Einerseits tragen Molekile in diesem Stadium nicht zur Fluoreszenz bei, anderseits
nimmt man an, dass photodegradative chemische Reaktionen (Photobleaching) vor allem
im Triplet-Zustand stattfinden.!” Neue Fluoreszenzfarbstoffe werden auf einen kleinen
Tripletanteil und hohe Photostabilitdt optimiert, was besonders fir die

Einzelmolekulspektroskopie notwendig ist.

Ein anderer Prozess, der die Fluoreszenzquantenausbeute verringert wird als
Fluoreszenzldschung oder Quenching bezeichnet. Man unterscheidet zwischen statischem
Quenching, bei dem der Fluorophor im Grundzustand einen nicht fluoreszierenden
Komplex mit einem weiteres Molekul bildet, sowie dynamischem Quenching durch
StoRe mit anderen Molekulen. In biologischen Systemen sind vor allem die Aminosaure
Tryptophan und die Base Guanin sowie molekularer Sauerstoff als mdgliche Quencher

von Bedeutung. *®

Weiterhin kann die Fluoreszenz durch den FRET-Effekt beeinflusst werden. Bei diesem
durch Forster beschriebenen Vorgang wird die absorbierte Energie strahlungslos auf ein
benachbartes  Molekil  (bertragen, dessen  Absorptionsspektrum — mit  der

Fluoreszenzwellenlange korrespondiert. *°

Sowohl Quenching wie auch FRET werden analytisch eingesetzt, da sie sehr

entfernungssensitiv sind.

-10-



2.1.2 Konfokale Mikroskopie

Um Einzelmolekulspektroskopie in Losungen betreiben zu kodnnen, ist ein kleines
Detektionsvolumen notwendig, in dem sich nur wenige Analytmolekdle befinden. Fir ein
ausreichend hohes Messsignal miissen diese Molekiile mit einer grolRen Energiedichte
angeregt werden. Beides wird durch die konfokale Mikroskopie ermdglicht: Ein
anregender Laserstrahl wird durch ein Objektiv hoher Numerischer Apertur (NA > 0.9)
auf ein durch Beugung limitiertes Volumen fokussiert und erzeugt hier eine hohe
Energiedichte. Im Epifluoreszenzmodus wird das emittierte Licht von dem selben
Objektiv gesammelt und Uber dichroitische Spiegel und Filter auf ein Pinhole abgebildet
und die passierenden Photonen von einem Detektor registriert. Das Pinhole ist nur fur
Strahlen permeabel, deren Quelle in einem eng begrenzten Bereich entlang der optischen
Achse liegt. Damit wird die relativ hohe Aufldsung optischer Mikroskope in der xy-

Ebene um eine vergleichbare Auflésung in der z-Achse ergénzt.

Die Anregungs- und Detektionsvolumina sind bei diesem Aufbau idealerweise
deckungsgleich, in jedem Fall sollte das Detektionsvolumen das Anregungsvolumen
umschlielen, um ein vorzeitiges Bleichen des Farbstoffs zu vermeiden. Die Form des
Anregungs- bzw. Detektionsvolumens, auch als effektives Volumen Ve bezeichnet, ist
ellipsoid und wird durch den Strukturparameter S als Quotient der halben langen Achse
Zo und der halben kurzen Achse ro, beschrieben. Dabei geht man von einem
dreidimensionalen gaul’férmigen Emissionsprofil aus, dessen Intensitat axial bei z = z
und lateral bei r = roauf 1/e® abfallt (anstelle von r und z wird in der Literatur haufig die
Bezeichnung ®; bzw. ®; verwendet). Diese Parameter sind auch fur die

Autokorrelationsanalyse von Bedeutung.

Aus der Autokorrelationsfunktion ist die apparente Teilchenzahl im effektiven Volumen
bestimmbar und damit eine Mdglichkeit zur Konzentrationsmessung gegeben. Zudem
erlaubt sie, Ve zu berechnen, wozu der Diffusionskoeffizient D des Fluorophors bekannt

sein muss. Unter Verwendung von GI. 2.1 wird ro berechnet:

rh,=+4D-7y [2.1]

-11-



Damit betragt das effektive Volumen

V,, :%ﬂ(4DTD)§ S [2.2]

2.1.3 Autokorrelation

Mit Hilfe des mathematischen Verfahrens der Autokorrelation wird ein Signal — in
diesem Fall die Fluoreszenzintensitat F — hinsichtlich seiner Selbstahnlichkeit nach einer
bestimmten Zeit t analysiert. Schwankungen der Fluoreszenzintensitdt oF kdnnen von
Anderungen der Konzentration &C (z.B. durch Diffusion) sowie Unterschieden der
molekularen Helligkeit &n der Fluorophore (bedingt durch Triplet-Ubergénge,
Quenching, FRET oder Photobleaching) herruhren.

Aus dem Fluoreszenzsignal wird die Autokorrelationsfunktion (ACF) berechnet und
anschlieBend ein mathematisches Modell angepasst, aus dem sich charakteristische

Zeitkonstanten z; sowie die apparente Teilchenzahl N abgelesen lassen (Abb. 2.2).

-12 -
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Abbildung 2.2: Autokorrelationsfunktion in Abhangigkeit der Zeit t. Die Amplitude des diffusionsbasierten
Bereichs (t > 0.01 ms) entspricht der reziproken apparenten Molekiilanzahl N, am Halbpunkt (1 ms) ist die
Diffusionszeit tp ablesbar. Die relative Veranderung der Amplitude im tripletbasierten Bereich gibt den
Anteil der Molekile in diesem Zustand an, dessen Lebensdauer nach einem Abfall auf 1/e gegeben ist.
(Abb. aus %)

Da die photophysikalischen Effekte in einem kirzeren Zeitbereich stattfinden als die
Diffusion, konnen sie getrennt behandelt werden. Die folgenden Betrachtungen gelten

daher fir eine konstante molekulare Helligkeit.

Fluktuationen der Fluoreszenzintensitat resultieren aus Veranderungen der Konzentration

C(rt) im effektiven Volumen und sind gegeben durch:

oF(t)= [W(r)-s(rC(rt)av [2.3]

\

Hierbei ist 1 die molekulare Helligkeit (auch counts per molecule — cpm — bezeichnet)

eines Fluorophors, die das Produkt aus der gerdtebedingten Anregungsintensitat | und

-13-



gesamten Detektionseffizienz x, sowie der vom Fluorophor abhangigen GroRen

Absoptionsquerschnitt g und Fluoreszenzquantenausbeute o darstellt.

Die raumliche Verteilungsfunktion W(r) kombiniert die optische Transferfunktion des
anregenden Lichts I(r)/lo, fur das ein gaul3férmiges Strahlprofil angenommen wird mit
der Collection Efficiency Function (CEF), die von den Eigenschaften des Objektivs und
des Pinholes bestimmt wird. W(r) wird hdufig durch eine dreidimensionale
Gaulverteilung beschrieben, die lateral bei r = ro und entlang der optischen Achse bei z =

2o auf 1/e? absinkt.

W(r)=e © .o % [2.4]

2y

Abbildung 2.3: Linke Bildhalfte: auRférmiges Strahlprofil im Fokusbereich (blau), effektives Volumen
gekennzeichnet durch Halbachsen w; und , (griin). Rechte Bildhalfte: Fokusebene mit z = 0, r = oy,
Molekiile diffundieren durch den Laserfokus, fluoreszierende Molekiile (orange Kugeln) liegen frei und

gebunden an Rezeptor (blaue Kugeln) vor.

Die normierte Autokorrelationsfunktion wird geschrieben als

6(c) = (oF(t)-oF(t+7)) [25]

(F(t)’
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Dabei bedeuten eckige Klammern eine zeitliche Mittelung. G(z) gibt die

Selbstahnlichkeit des Fluoreszenzsignals nach der Zeit z an, was Graphik 2.4 zum

Ausdruck bringt:

Time |.':g Is]

Abbildung 2.4: Selbstahnlichkeit des korrelierten Signals. Groer Kreis: ACF als Funktion der Zeit 1.
Kleine Kreise: Uberlappungsintegral zweier Fluoreszenzsignale mit einer zeitlichen Differenz t; mit

zunehmendem t sinkt die Selbstahnlichkeit. (Abb. aus ')

Die Kombination von GIl. 2.3 und Gl. 2.5 ergibt bei konstanter molekularer Helligkeit
(6n =0):

[Jwrw(rXac(ro)c(r,z)dvav
G(Z’) = =
(c)[w()av)

[2.6]
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Die Position des Fluorophors veréndert sich dabei von r am Zeitpunkt t = 0 zu r* zum
Zeitpunkt t = 7 L&st man nur freie Diffusion beschrieben durch dem
Diffusionskoeffizienten D als Ursache von Konzentrationsénderungen zu, ergibt sich der

Autokorrelationsterm der Teilchenzahlendichte:

1 (r-r' )2

(C(r,0)c(r' 7)) =(C)————-e *0* [2.7]

3

(42D7)2

Die Kombination von GI. 2.6 und GI. 2.7fihrt zu

(r-r'y

1 J[wlew(r)-e o dvav’
(C)(4D7) 2 (jwir)av f

G(r)= [2.8]

Die bereits genannte Diffusionszeit zp, die ein Molekll im Mittel fur die laterale
Diffusion durch das effektive VVolumen bendtigt, hdngt nach GI. 2.9 von dem konstanten

Diffusionskoeffizienten und der gerdtebedingten L&nge r; ab.

Ty =—— [2.9]

2y =72 10-S [2.10]
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In einem System aus n verschiedenen Komponenten k (z.B. freier und gebundener
fluoreszierender Ligand, n = 2) tragen diese entsprechend ihrem Molenbruch my zum
Autokorrelationssignal bei. Unter Einbeziehung von GI. 2.9 und 2.10 ist die

Autokorrelationsfunktion dann gegeben durch:

G(T)=;-Z” m, LI 1 [2.11]

Der erste Term der Funktion entspricht der reziproken Anzahl detektierter Molekile N im
effektiven Volumen und kann aus der Amplitude G(7z=0) abgelesen werden. Bei
bekanntem V¢ sind damit Konzentrationsmessungen in lokal begrenzten Bereichen —

gegebenenfalls auch innerhalb von Zellen — méglich.

1
V. C) N [2.12]

In Mehrkomponentensystemen kann mit Hilfe der ebenfalls aus der Analyse erhaltlichen
my-Werte die jeweilige Konzentration und im Falle einer Ligand-Rezeptor-Interaktion der

Bindungsgrad bestimmt werden.

Von den photophysikalischen Effekten ist der Triplet-Ubergang von allgemeiner
Bedeutung, die Ubrigen Effekte sind weitgehend abhdngig vom jeweiligen
Untersuchungsmaterial. Die Autokorrelationsfunktion wird nun als Kombination der auf

Diffusion (GI. 2.11) und Triplet-Ubergang basierenden Funktionen beschrieben.
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G(T)total = G(T)Diff - X (T)Triplet [213]

Der Effekt des Tripletzustandes wird durch einen exponentiellen Abfall mit der
Zeitkonstante zr und einem Anteil T modelliert. In gleicher Form kénnen auch andere
Phanomene, die ein zeitweises Verldschen der Fluoreszenz (Blinking) bewirken,

integriert werden.

T

X, =1-T+T-e ™ [2.14]

Triplet

Die normierte Autokorrelationsfunktion hat damit die Form:

G(r)=—1=T |3 M +1 [2.15]

1
ZD,k S zD,k

Besitzen die Komponenten k eine verschiedene molekulare Helligkeit, was z.B. durch

Bindungsereignisse hervorgerufen werden kann, ist dieses durch Einbeziehung eines
Korrekturfaktors zu beriicksichtigen. Unterschiedlichen Diffusionszeiten wird durch
Einstellung der Komponentenanzahl der Fitroutine Rechnung getragen. Das
entsprechende Programm des ConfoCor 2 erlaubt die Anpassung des Tripletanteils sowie
dreier Komponenten von gleicher molekularer Helligkeit unter Verwendung von GlI.
2.15.
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2.1.4 Signal-Rausch-Verhaltnis

Die Korrelationsfunktion ist wie jedes experimentelle Ergebnis mit einem Rauschen
behaftet. Die Ursachen dafur liegen in dem Detektionsprozess (shot noise), sowie in den
statistischen Veranderungen des detektierten Signals, die die Basis der Analyse
darstellen. Eine allgemein giltige Berechnung des Signal-Rausch-Verhéltnisses (S/N) ist
bisher nicht vorgelegt worden. Unter Einbeziehung einiger Naherungen wurde von
Koppel eine Abschatzung vorgenommen.?” Dabei wird angenommen, dass die Anzahl an
Fluorophoren im effektiven VVolumen groB ist (N >>1). Weiterhin soll ein Messintervall
AT kurz gegeniiber der charakteristischen Diffusionszeit tp sein. Dieses Messintervall
stellt die Breite eines Kanals des Korrelators dar. Zudem wird die Korrelationsfunktion
durch einen exponentiellen Abfall und nicht durch die in Gl. 2.15 beschriebene Form

dargestellt. Damit erhalt man folgenden Zusammenhang:

S M AT [2.16]

\/1+ AnAT + 2(nAT )? -(TD AT)

Hier ist M die gesamte Messdauer und mAT stellt die pro Messintervall detektierte
Photonenanzahl dar. Zur Beurteilung des Signal-Rausch-Verhaltnisses kdnnen zwei Félle

unterschieden werden.

nAT <<1 %ocN-nAT [2.17]

S AT

nAT >>1 Woc M [2.18]

D
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Demnach steigt das Signal-Rausch-Verhéltnis linear mit der molekularen Helligkeit n,
solange gilt nAT << 1. Darlber hinaus ist das Signal-Rausch-Verhaltnis unabhéngig von
der molekularen Helligkeit und kann nur durch Verlangerung der Messdauer M erhéht
werden. Die Abhédngigkeit von der Wurzel der Messdauer ist ein wblicher
Zusammenhang, der auch in anderen Methoden auftritt.

Die molekulare Helligkeit kann durch die Wahl eines geeigneten Farbstoffs sowie eine
hohe Anregungsintensitat gesteigert werden. Letzteres ist jedoch nur begrenzt moglich,
da auch der Anteil der Fluorophore im Tripletzustand ansteigt. Weiterhin ist die Streuung
durch das Losungsmittel linear von der Anregungsintensitat abhangig, so dass das

Hintergrundsignal zunimmt.

Wahrend bei einer Teilchenanzahl N > 1 das Signal-Rausch-Verhéltnis nicht, wie in
makroskopischen Systemen, durch eine Steigerung der Konzentration zu erreichen ist,

gilt fir N << 1 folgender Zusammenhang.
S
i JN [2.19]

Neben hohen Transmissionswerten der optischen Komponenten ist die Wahl der Filter
von grofRer Bedeutung fur die molekulare Helligkeit eines Farbstoffs. Bandpassfilter
reduzieren den detektierten Hintergrund aufgrund von Ramanstreuung, grenzen aber auch
den Anteil der Fluoreszenzemission ein. Dagegen erlauben Longpassfilter die Detektion
eines grofRen Teils der emittierten Fluoreszenzstrahlung sowie des inelastisch gestreuten

Anregungsstrahlung.
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2.2 Diffusion

Die Molekiile einer Flussigkeit sind aufgrund ihrer thermischen Energie in standiger
ungerichteter Bewegung (Brownsche Molekularbewegung). Ihr Impuls kann durch StéRe
auf groRere Molekile wie z.B. Proteine Ubertragen werden, deren Gesamtimpuls
statistisch verteilt ist. Ein System im Ungleichgewicht, wie es beispielsweise durch einen
Konzentrationsgradienten hervorgerufen wird, strebt zeitabh&ngig dem Gleichgewicht zu.
Im Fall eines Stofftransports wird dieser Vorgang als Diffusion bezeichnet. Dem
zugrundeliegende thermodynamische GroRen wie der Diffusionskoeffizient und die
Viskositét sind in makroskopischen Systemen nur im Ungleichgewichtszustand messbar,
was allgemein zur Entwicklung von Relaxationsverfahren gefuhrt hat. Auf
mikroskopischer Ebene sind Informationen auch in einem dynamischen Gleichgewicht zu
erhalten, da hier das Messsignal nicht eine Mittelung der statistisch verteilten GroRen
darstellt. Daraus resultiert die Bezeichnung Diffusionszeit fur die durch FCS gewonnenen

Daten, auch wenn diese in Abwesenheit eines Konzentrationsgradienten ermittelt werden.

Die Geschwindigkeit eines Molekils in einer flissigen Phase ist seinem
Diffusionskoeffizienten D proportional, welcher nach der Stokes-Einstein-Gleichung

durch den hydrodynamischen Radius a und die Viskositat des Mediums n gegeben ist:

D= KT [2.20]
67na

Der hydrodynamische Radius a eines globuldren Molekils kann durch GI. 2.21
angendhert werden, wobei die Masse eines Molekiils, gegeben durch den Quotienten der
Molaren Masse m und der Avogadrokonstante Na, ins Verhéltnis zur Dichte des Molekils
p gesetzt wird. Abweichungen von der globuldren Form fuhren zu einem gréReren
hydrodynamischen Radius. Viele lgsliche Proteine lassen sich so beschreiben, wobei

deren Dichte im Mittel mit 1,2 g/ml angenommen werden kann.?
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{3m
a:3ﬂ [2.21]
4drp

Die zeitliche Anderung der Konzentration durch Diffusion wird durch das zweite
Ficksche Gesetz beschrieben. Demzufolge ist die Geschwindigkeit der
Konzentrationsanderung der Steilheit des Konzentrationsgradienten proportional.

oc Dazc

o pZl> 2.22
ot x> [2.22]

Die Losung der Differenzialgleichung fir eine freie Diffusion in allen Raumrichtungen
entspricht einer radialsymmetrischen Gaulverteilung c(r). Betrachtet man eine
eindimensionale Diffusion von ny Teilchen entlang der x-Achse ausgehend von einer

Flache A in der y,z-Ebene, erhalt man:

o(x)=— o _gem [2.23]

1

A(zDt)2

Wahrend GI. 2.23 fur ein makroskopisches System entwickelt wurde, kann die
eindimensionale Bewegung eines einzelnen Molekuls durch eine groRe Anzahl von
Spriingen simuliert werden. Legt es wahrend der Zeit t die Schrittweite A zuriick, ist die

Wahrscheinlichkeit, es nach der Zeit t an dem Punkt x zu finden:
p(x) - |55 e w2 [2.24]

Aus einem Vergleich mit Gl. 2.23 folgt die Einstein-Smoluchowski-Gleichung, die den

Diffusionskoeffizienten durch die Schrittweite und die Frequenz der Springe darstellt.
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Damit wird eine Verbindung der mikroskopischen Molekuleigenschaften und
makroskopischen GroRen geschaffen.

D=2 [2.25]

2.3 Biologisches Untersuchungsmaterial

Hohere Organismen wie der Mensch oder auch Pflanzen sind kontinuierlich mit einer
grolRen Anzahl verschiedener Mikroorganismen konfrontiert und stellen teilweise deren
natirlichen Lebensraum dar. Das Immunsystem steht vor der Aufgabe, Pathogene zu
erkennen und zu bekdmpfen, wahrend andere Organismen toleriert bzw. sogar zu
gegenseitigem Nutzen im Wachstum geférdert werden (Symbiose). Wirbeltieren steht
dabei das adaptive wie auch das angeborene Immunsystem zur Verfligung, wobei
Bestandteile des letzteren auch in Insekten und Pflanzen gefunden wurden.® Der
Forschungsstand bezuglich pflanzlicher Systeme hat noch nicht das Niveau, das auf
humaner Ebene gegeben ist, erreicht, mégliche Homologien erleichtern jedoch die Suche

potentiellen Interaktionspartnern.

Die Symbiose der stickstofffixierenden Rhizobien mit Pflanzen der Familie der
Leguminosen ist von enormer agrarwirtschaftlicher Bedeutung. Hier gilt Medicago
truncatula als Modell der wegen ihres groBen Genoms fiir Forschungszwecke wenig
geeigneten landwirtschaftlich genutzten Pflanzen.? Fur die Ausbildung der
Waurzelknéllchen, in denen die Stickstofffixierung stattfindet, ist eine molekulare
Erkennung typischer Oberflaichenmarker der Bakterien erforderlich, zu denen auch
Lipopolysaccharide (LPS) =zahlen. Geringe Unterschiede dieser chemisch sehr
homogenen Molekulgruppe fuhren allerdings zu einer Abwehrreaktion, die im humanen
wie pflanzlichen System Parallelen aufweist und unter anderem durch sogenannte kleine

GTP-bindende Proteine vermittelt wird.?*?°
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23.1LPS-CD14

Lipopolysaccharide sind Polymere von etwa 4 — 10 kDa, die in der aulReren Zellmembran
von Bakterien eingelagert sind. Dieses geschieht iber ein Lipid A genannten Bereich,
welcher mehrere teilweise modifizierte Fettsauren enthdlt. Der Kohlenhydratanteil ist in
die Core-Region und den O-Antigen-Bereich gegliedert, wobei sich letzterer durch eine
hohe Variabilitdit auszeichnet (Abb. 2.5). Er ist zusammen mit dem Lipid A
verantwortlich fiir die LPS-Erkennung in Blut von Sdugetieren, wo eine Abwehrreaktion
induziert wird. Diese ist im Fall einer GberschieRenden Reaktion als Septischer Schock

bekannt, der bis zum Tod fiihren kann.

(P)—ETN
[N AC O~{Abe]
)
T {GeN}-{KDO 6o1 |{Rha}-an] /
___on[cien]
n=6
Mr ~ 2000—=|=—Mr ~900 — Mr ~ |BOO Mr ~4000C
«—LIPID A -— CORE POLYSACCHARIDE — = |+—— O SIDE CHAIN —=
Re LPS(SL 1102) -
Mr 2900
Ra LPS(TV (i9) —
Mr 4700
Complete LPS(STM 7) -
Mr 8700
Abb. 2.5. Molekilstruktur von LPS aus Salmonella typhimurium. Von links: Lipid A, KDO-Bereich, Core-

Region, O-Antigenbereich. Gewellte Linien = Fettsiuren, Rechtecke = Kohlenhydrate, P = Phosphat.”®
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Im tierischen Organismus erfordert die Erkennung die Bindung von LPS an das Protein
CD14, welches frei im Blut sowie in einigen Zellen (ber einen GPI-Anker
membrangebunden vorkommt. Die folgende Interaktion mit dem membranstandigen
Rezeptor TLR-4, eventuell im Komplex mit weiteren Proteinen, leitet die intrazellulare

Signaltransduktion ein.®

Da im Pflanzengenom Hinweise auf die Prdsenz eines TLR-Signalweges gefunden
wurden und Reaktionen auf LPS bewiesen sind, steht nun die Identifizierung der
beteiligten Komponenten an. In der Arbeitsgruppe Prof. Pihler wurde aus M. truncatula
Protein der Masse 45 kDa isoliert, welches dem tierischen CD14 homologe
Charakteristika aufweist. Die Bindung von LPS, extrahiert aus dem symbiotischen

Bakterium Sinorhizobium meliloti, an dieses Protein wird mittels FCS untersucht.

2.3.2 GTP - G-Proteine

Kleine GTP-bindende Proteine sind an vielen Signaltransduktionsprozessen wie auch
dem durch LPS induzierten beteiligt. Ihre Aktivitdt wird durch das gebundene
Guaninnukleotid bestimmt, wobei GTP aktivierend und GDP inaktivierend wirkt. Der
Austausch von GDP durch GTP wird von Guanine nucleotide exchange factor-Proteinen
(GEF) Kkatalysiert, wéhrend die Hydrolyse zu GDP von der intrinsischen GTPase
Funktion vermittelt wird. Dieser langsame Prozess kann durch GTPase activating
proteins (GAPS) beschleunigt werden. Eine Interaktion mit einem Guanine nucleotide
dissociation inhibitor (GDI) arretiert diesen Zyklus im inaktiven Stadium mit
gebundenem GDP. Damit wirken G-Proteine als molekulare Schalter mit einer von einem

Timer begrenzten aktiven Periode.?’

Das Protein Racl (Abb. 2.6) aus M. sativa ist an der Initiation der als oxidative burst
bezeichneten extrazelluldaren Freisetzung von Wasserstoffperoxid beteiligt. Sie erfolgt
unter anderem als Reaktion auf die Erkennung von LPS phytopathogener Bakterien und
dient deren Bekdmpfung. Die GTP-Bindung einer in E. coli exprimierten Variante dieses
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Proteins wurde bereits im Ensemble mittels Surface Plasmon Resonance (SPR) gezeigt
und soll nun durch FCS auf Einzelmolekilebene bestétigt und weiter untersucht werden.

Abb. 2.6: Wahrscheinliche Molekiilstruktur von MsRac 1, berechnet durch SWISS-MODEL®
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3 Material und Methoden

Dieses Kapitel beschreibt die Geratekonfiguration des verwandten Mikroskops sowie die
Préparation der zu untersuchenden Proben.

3.1 Konfokales Mikroskop

3.1.1 ConfoCor 2

Fur diese Messungen wurde das kommerziell erhéltliche Gerat ConfoCor 2 der Firma
Zeiss (Jena, Deutschland) eingesetzt. Es basiert auf dem inversen konfokalen Mikroskop
Axiovert 200M, kombiniert mit einem Lasermodul der Firma LASOS (Jena,

Deutschland), einer Detektionseinheit mit 2 APDs sowie einem Softwarekorrelator und
einer Steuerungs- und Analysesoftware.

Laser Unit A" laser
458/488/514 nm
| 1 HeMNe | 4!
APD 2 ! | eNe laser 543 nm
pre | 1 / {1 HeNe laser 633 nm
APD Unit Single mode fiber
Sample “
Objective _ <
Optical fibres I| |
6 P 3 | _ ||
|
Pinhole Collimator | II
Emission Y [ |
filter v E=:-8 rll |I
| |
Pinhole | |
\ [ PHZ |
i L optic | Tube
= == | | ‘ lens |
1
I L2 a2l v, |
N JER
1 |
" |
I PH A v |
| |
ﬂ ConfoCor 2 | ﬂ Axiovert 100 M \
- R | ]

Sub Beamsplitter Main Beamsplitter

Abb. 3.1 Aufbau des ConfoCor 2 und Weg der Anregungs- und Fluoreszenzstrahlung

-27-



Das Lasermodul stellt mit drei Lasern insgesamt 5 Wellenlangen zur Verfiigung, welche
die Anregung praktisch aller fur den sichtbaren Spektralbereich ausgelegten
Fluoreszenzfarbstoffe erlauben. Ein Argonionenlaser liefert die Wellenlangen 458 nm,
488 nm und 514 nm, zwei Helium-Neon-Laser steuern die Wellenlangen 543 nm und 633
nm bei. Die Frequenzauswahl wie auch die Regulierung der Intensitat erfolgt durch ein
AOTF. Die Transmissionseigenschaften dieses aniosotropen Kiristalls sind durch
applizierte Schallwellen modulierbar und einem Bandpassfilter vergleichbar. Im

Kreuzkorrelationsmodus ist er fir zwei Wellenlangen (488 nm und 633 nm) permeabel.

Die Leistung der Laser betragt fir die HeNe-Laser 3 mW (543 nm) bzw. 5 mW (633 nm),
die des Argonionenlasers ist von der gewahlten Réhrenspannung abhangig. Wenn nicht

anders vermerkt, wurden 50 % der maximal 25 mW eingestellt.

Das Anregungslicht wird mittels eines Multimode-Glasfaserleiters zum Mikroskop
gefiihrt und dort durch einen Kollimator in ein paralleles Strahlenblindel aufgeweitet, das
Uber einen Strahlteiler zum Objektiv gelenkt wird (Abb. 3.1). Das von dem selben
Objektiv gesammelte langerwellige Fluoreszenzlicht passiert diesen Spiegel auf dem
Rickweg und wird durch eine Optik auf ein Pinhole fokussiert, wobei Streulicht zuvor
durch Filter abgefangen wird. Hinter dem Pinhole wird das Licht wieder in eine Glasfaser
eingekoppelt und zu einem Detektor geleitet. Hierbei werden fur lang- und kurzwelliges
Fluoreszenzlicht jeweils verschiedene Kandle verwendet, die (ber einen Spiegel
anzusteuern sind. Zudem besteht die Mdglichkeit einer Abbildung durch eine CCD-
Kamera. Samtliche Spiegel und Filter sind motorgetrieben und durch die Software
einstellbar.

Es wird ein 40x C-Apochromat Wasserimmersionsobjektiv mit einer numerischen
Apertur von 1,2 eingesetzt. Das effektive Volumen liegt damit unter 1 fl. Der
Arbeitsabstand betrdgt 220 um und erlaubt Messungen in hinreichendem Abstand von
der Probentrageroberflache wie auch innerhalb adhadrenter Zellen. Die Optik kann auf
Glasdurchmesser von 140 — 180 um Kkorrigiert werden, was die Anwendung von

Deckglasern wie auch Mikrotiterplatten ermdoglicht.
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Die Detektoren sind in einem getrennten Gehause untergebracht, um eine Erwarmung der
optischen Bauteile zu vermeiden. Es werden zwei APDs (SPCM-AQR-13-FC, Firma
EG&G, Canada) mit einem niedrigen Hintergrundrauschen von < 250 Hz und einer
Totzeit zwischen zwei Pulsen von 50 ns verwandt. Sie weisen eine
wellenldngenabhéngige Detektionseffizienz von 45 — 65 % auf. Die detektierten
Photonenereignisse werden Uber eine schnelle SCSI-Verbindung zu einem Computer

ubermittelt und dort in Echtzeit bezuglich der Auto- bzw. Kreuzkorrelation analysiert.

3.1.2 Geratejustierung

Eine Bestimmung der Dicke D des Probentrdagers erfolgt, indem die von der CCD-
Kamera aufgenommenen Reflexionspunkte des Laserstrahls an den Glasoberflachen
wahrend der Anndherung des Objektives vermessen werden. Aufgrund der
piezoelektronischen Bewegung des Objektivs in axialer Richtung ist eine sehr prazise
Positionsbestimmung maoglich. Die so ermittelte scheinbare Dicke d wird wegen der
Unterschiede der Brechungsindices n; von Glas und Immersionsmittel (hier: Wasser)
korrigiert:

D =g [3.1]
n

Wasser

Mit nglas = 1,52 und nwasser = 1,33  ergibt sich fur die eingesetzten 18 x 18 mm
Deckglaser der Firma Menzel (Braunschweig, Deutschland) d = (124,5 + 3,1) um und
damit D = 142,3 um. Der berechnete Wert wird am Korrekturring des Objektives
eingestellt und durch Messung der molekularen Helligkeit eines geeigneten Farbstoffs
kontrolliert. Eine weitere Anpassung aufgrund von Abweichungen des Brechungsindex
der Probe von dem reinen Wassers ist anhand dieses Parameters mdglich.

Die Positionierung des Pinholes erfolgt automatisiert und ist auf eine maximale Zahlrate
des Detektors ausgerichtet. Dazu werden 20 pl einer 100 nM Rh6G-Lésung in H,O fur
die Wellenlangen 488 nm, 514 nm und 543 nm auf ein Deckglas gegeben und das
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Objektiv 200 um Uber die Glasoberflache in den Tropfen fokussiert. Der Durchmesser
des Pinhole wird fiir die Anregungswellenlangen 488 nm und 514 nm auf 70 um und fur
die Wellenlange 543 nm auf 80 pum eingestellt, so dass nur das Hauptmaximum der

Beugungsscheibe abgebildet wird.

Die Messungen von GTP-Atto bei einer Anregungswellenldnge von 488 nm wurden
unter Verwendung des Strahlteilers HFT 488 und des Emissionsfilters LP 505 durch
gefiihrt. Fur die Messungen des LPS-RITC bei einer Anregungswellenldange von 543 nm
wurden der Strahlteiler HFT 543 und der Emissionsfilter LP 560 verwandt.

Zur Berechnung des effektiven Volumens nach Gl. 2.1 sowie Gl. 2.11 wird die
Diffusionszeit eines Farbstoffs mit bekanntem Diffusionskoeffizienten bestimmt. Fur die
kurzwelligen Laser bis einschlieBlich 543 nm kommt eine 30 nM Rh6G-Ldsung in 150
mM waéssrigem NaCl zum Einsatz. Der parallel fir jede Wellenldnge ermittelte
Strukturparameter S wird in der Analyse der folgenden Messungen als Konstante
behandelt.

Eine Neueinstellung der Spiegel des Lasermoduls wurde durch den Hersteller

vorgenommen.

3.2 Datenauswertung

Die mitgelieferte Software Version 3.0 SP3 wird unter Windows NT betrieben und
gestattet sowohl die Steuerung der einzelnen Komponenten wie auch die Analyse der
aufgezeichneten Daten. Diese enthalten die zeitabhéngige Fluoreszenzintensitat sowie die
resultierende Autokorrelationsfunktion nach GIl. 2.5. Die Analyse erfolgt durch
Anpassung des mathematischen Models Gl. 2.15 unter Verwendung des nichtlinearen
Levenberg-Marquard-Algorithmus. Der Benutzter hat die Moglichkeit, die Anzahl der

Komponenten festzulegen (max. 3) sowie den Parametern konstante Werte zuzuweisen.
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In Bindungsstudien sind in der Regel 2 Komponenten anwesend. Die Diffusionszeit des
freien Liganden zp; wird in vorausgehenden Experimenten bestimmt und anschlieRend
fixiert. In Anwesenheit des Bindungspartners ergibt ein 2-Komponenten-Fit die
Diffusionszeit des Komplexes m,. Durch Fixierung beider Diffusionszeiten wird eine
Vergleichbarkeit verschiedener Messungen hinsichtlich des Bindungsgrades Y
ermdoglicht. Weiterhin wird die Gilite des Fits durch Fixierung bekannter GroRen
verbessert, da lokale Minima wéhrend der iterativen Anpassung des Models vermieden

werden.

Wéhrend die gesamte Fluoreszenzintensitdt messbar ist, wird die molekulare Helligkeit n
(auch cpm genannt) eines Fluorophors unter Einbeziehung der korrelierten Daten
berechnet. Dazu wird der Mittelwert der Autokorrelationsfunktion (ACF) im Zeitbereich
1 =2 -10 ps (= 1/N) mit der Gesamtzahlrate multipliziert. Mogliche Unterschiede der
cpm eines Fluorophors in verschiedener chemischer Umgebung bleiben so

unberucksichtigt.

3.3 Chemikalien

Das an der 2" oder 3" OH-Position markierte GTP wurde von der Firma Jena Bioscience
(Jena, Deutschland) unter Verwendung des Farbstoffs Atto-488 (Atto-Tec GmbH,
Siegen, Deutschland) synthetisiert. Die Farbstoffe Rh6G und RITC wurden von Fluka
GmbH (Buchs, Schweiz) bzw. Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) bezogen. 4-(2-
Hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonsédure (HEPES), Tris(hydroxymethyl)aminomethan
(Tris), Phosphat-gepufferte Salzlosung (PBS), Igepal Ca630®, Natriumchlorid (NaCl)
und GTP stammen von Fluka (Buchs, Schweiz). Natriumdodecylsulfat (SDS) und
Magnesiumchlorid-Hexahydrat wurden von Merck (Darmstadt, Deutschland) erhalten.
Rinderserumalbumin (BSA), Dithiothreitol (DTT), Tetra-Natrium-
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) sowie die Detergenzien Triton X100 und
Natriumdeoxycholat (DOC) wurden von Sigma-Aldrich bezogen. Das deionisierte und
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filtrierte Wasser war von MilliQ Qualitat, die Entsalzungsanlage wie auch die
Membranfilter stammen von der Firma Millipore (Bedford, MA, USA).

Die eingesetzten Pufferlosungen waren HBSMD (Hepes 25 mM, 25 mM NaCl, 5 mM
MgCl,, 1 mM DTT, pH 7,5), HBS-D (Hepes 25 mM, 25 mM NaCl, 1 mM DTT, pH 7,5),
PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Phosphatpuffer, pH 7,5), Tris-Borat (100 mM
Tris, 100 mM Borsdure, pH 8,0).

3.4 LPS - Bindung

Das Lipopolysaccharid aus Sinorhizobium meliloti 2011 und das dem CD14 homologe
LPS-bindende Protein aus M. truncatula (im folgenden mit Mt-CD14 bezeichnet) wurden
von Dipl. Biol. Andrea GroR aus der Arbeitsgruppe von Prof. Puhler in der Fakultat fir
Biologie bereit gestellt. Die Praparation und Fluoreszenzmarkierung sollen hier kurz

dargestellt werden.

Das LPS wird durch die sogenannte hot phenole-water Methode aus den Bakterien
extrahiert. Enthaltene Proteine, DNA und RNA werden enzymatisch abgebaut und das
LPS durch Dialyse und Ultrazentrifugation gereinigt. Die Bindung des Farbstoffs RITC
wird in einem Boratpuffer (100 mM, pH 10,5) durchgefuhrt. Unter diesen Bedingungen
reagieren Isothiocyanate mit priméren Aminogruppen unter Bildung von
Thioharnstoffen. Der ungebundener Farbstoff wird durch Dialyse gegen Wasser entfernt.
Aggregate des Farbstoffs werden durch Zentrifugation beseitigt. Die Konzentration an
LPS betragt 20 pg/ml in Borat-Puffer (100 mM, pH 10,5).

Das LPS-bindende Protein aus M. truncatula ist durch einen GPI-Anker auf der
AuBenseite der Zellmembran gebunden. Es wird durch eine Phospholipase geshedded
und mittels Zentrifugation von den Zellen getrennt. Dieser Extrakt wird ohne weitere
Aufreinigung verwendet und enth&lt daher auch andere im Zelluberstand enthaltene

Proteine. Der Gesamtproteingehalt betrdgt 0,5 mg/ml, die Konzentration des zu
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untersuchenden Proteins Mt-CD14 ist unbekannt, so dass ausschlielich qualitative
Aussagen bezuglich der LPS-Bindung mdglich sind.

3.4.1 Auflésen der Aggregate durch Detergenzien

In waéssriger Losung bildet LPS aufgrund seiner amphiphilen Eigenschaften
hochmolekulare Aggregate, die durch divalente Kationen stabilisiert werden, indem sie
die negativen Ladungen der Phosphatgruppen neutralisieren. Eine Behandlung mit
Detergenzien und EDTA reduziert die GroRe der Aggregate sukzessiv bis hin zu
Monomeren, wobei in einigen Studien lediglich Di- bzw. Trimere als kleinster Einheit

erreicht wurden.?

FCS-Messungen werden durch diese Aggregate praktisch unmoglich, da sie deutliche
Spitzen der Fluoreszenzintensitit verursachen. Die Zugabe des Detergenz Natrium-
Deoxycholat  (DOC) reduziert die GroRe der Aggregate in  einer
konzentrationsabhangigen Weise. Um Beeintrachtigungen des potentiellen Bindeproteins
sowie des Farbstoffs zu vermeiden, wurde eine Endkonzentration von 0,03% w/v

eingesetzt.

3.4.2 Bindung an Proteinextrakt

Die Anregungswellenlédnge dieser Messungen betragt 543 nm bei einer Ausgangsleistung
von 0,5 mW. Eine Messreihe umfasst 30 Messung, welche jeweils aus 20
Wiederholungen a 10 s bestehen. Die hohe Anzahl kurzer Einzelmessungen gestattet es,
ungeeignete Einzelmessungen (z.B. durch verbliebene LPS-Aggregate) nicht

einzubeziehen, ohne den auswertbaren Datenumfang zu sehr einzuschranken.

Es werden in einem Eppendorfgefa? 100 pl der 20 pg/ml LPS-L6sung zu 50 pl einer
waéssrigen DOC-L6sung von 1 mg/ml gegeben und intensiv gemischt. Davon werden 10
pl auf ein Deckglas pipettiert und 5 — 10 Messungen durchgefuhrt, bevor der
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Proteinextrakt dazugegeben wird. Dieser wird wie erhalten oder 1:10 in PBS verdlnnt in
verschiedenen Volumina (0,2 — 2 pl) eingesetzt. Der Proteinextrakt wurde bei —20 °C
gelagert, fur Messungen entnommene Proben wurden maximal 3 Tage bei 0 °C

aufbewahrt.

Um eine Verdunstung des Losungsmittels wéhrend der Messung zu vermeiden, wird um
den Probetropfen ein Gummiring gelegt, auf dem ein zweites Deckglas zu liegen kommt.

Diese Kammer weist ein Volumen von ca. 80 ul auf.

3.5 GTP-Bindung

Die Modifikation von Guaninnukleotiden an der 2*- und 3*-Position der Ribose wird
vielfach fur Bindungsstudien eingesetzt und daher fir die Markierung des GTP mit dem
Farbstoff Atto-488 gewdhlt. Das GTP-Atto wurde in Wasser auf 1 uM verdinnt und bei —
20 °C gelagert. Fur die Messungen wurde es in dem jeweiligen Puffer auf 10 nM

verdinnt und bei 0 °C aufbewahrt, wobei es fir maximal 5 Tage eingesetzt wurde.

Es wurden zwei G-Proteine untersucht, wobei Rab 3A ein kommerziell erhaltliches
Protein ist, mit dem die Uberpriifung der Funktionsfahigkeit der Methode stattfand, bevor
die Messungen mit dem pflanzlichen Rac 1 durchgefiihrt wurden.

3.5.1 Bindung an Rab3A

Das Protein Rab 3A (R-6022) wurde von der Firma Sigma in einer Konzentration von
0,31 mg/ml entsprechend 12,4 uM bezogen und bei —70 °C gelagert. Ein Teil davon
wurde mit HBSMD auf 1 puM verdinnt und bei —20 °C fur Messungen bereitgehalten.
Die Konzentration vor der Reaktion mit GTP wurde auf 100 nM eingestellt und die
Losung fur maximal 3 Tage bei 0 °C gelagert.
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3.5.2 Bindung an Rac 1

Das Protein Rac 1 aus M. sativa wurde von Dipl. Biol. Martina Brecht aus der
Arbeitsgruppe von Prof. Puhler in der Fakultat fir Biologie zur Verfugung gestellt. Das
entsprechende Gen wurde in das Plasmid pFLAG-MAG integriert und in transfizierten E.
coli BL21 Zellen als Fusionsprotein mit einem Flag-Tag® exprimiert. Die Aufreinigung
aus dem Zelllysat erfolgte affinitdtschromatographisch unter Verwendung einer anti-
FLAG Antikorper-Agarosesdaule. Zwei Fraktionen des Eluats (im Folgenden E2 und E3
genannt) wurden fiir Messungen der GTP-Bindung ausgewahlt und der Proteingehalt
durch eine Bradford-Reaktion bestimmt. Fraktion E2 enthdlt 0,512 mg/ml, Fraktion E3
0,768 mg/ml Protein. Beide Proben beinhalten eine groRere, nicht bekannte Menge Flag-
Peptid, das zur Elution des Proteins eingesetzt wurde und bei der
Konzentrationsbestimmung ebenfalls erfasst wird. Das Protein wurde in HBSMD bei
—-20 °C gelagert, fur Messungen aufgetaute Aliquots wurden bei 0 °C fir maximal 3 Tage
verwahrt. Die Proben wurden fir Messungen direkt oder 1:10 verdinnt in HBSMD

eingesetzt.

-35-



4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Farbstoffeigenschaften

Bevor die eigentlichen Messungen durchgefiihrt werden konnen, sind einige
Charakteristika der Fluorophore zu bestimmen. Sie sind fiir die Einstellungen des Gerétes
hinsichtlich der Intensitat und Wellenlange des anregenden Lichts, sowie der Auswahl
entsprechender Filter wie auch fir die Autokorrelationsanalyse notwendig, da die
Fixierung bekannter Grolien die Genauigkeit des Fits erhoht.

4.1.1 Tripleteigenschaften und Fotostabilitat

Eine gutes S/N-Verhdltnis erfordert eine hohe molekulare Helligkeit und damit eine
groRe Anregungsleistung. Da mit steigender Energiedichte auch der Tripletanteil und die
Photobleachingrate zunehmen, wird eine optimale Laserleistung durch Messen des
Tripletanteils und eines moglichen Bleichens des Farbstoffs bei steigender Laserleistung
bestimmt. Der Anteil der Fluorophore im Tripletzustand ist durch die
Autokorrelationsanalyse direkt messbar, wahrend sich ein Bleichen des Farbstoffs durch
eine verringerte Diffusionszeit bemerkbar macht. Der Grund dafur ist, dass die
gebleichten Molekule bereits vor dem Verlassen des Detektionsvolumens keine Photonen

mehr emittieren.

Die Berechnung der Laserleistung bezieht sich auf die nominelle maximale
Ausgangsleistung und ist in der Probe wegen Verlusten an den optischen Komponenten
geringer. Fur die Farbstoffe Rh6G und GTP-Atto wurde die Wellenlange 488 nm des
Argonionenlasers verwandt, so dass eine direkte Vergleichbarkeit gegeben ist, wéhrend
fir RITC ein HeNe-Laser mit 543 nm eingesetzt wurde und so Differenzen der Leistung

madglich sind.
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Fur die alle untersuchten Fluorophore ergibt die Analyse einen Anstieg des Tripletanteils
mit zunehmender Laserintensitat (Abb. 4.1). Da man von einer konstanten Rate des ICS
von S;-Zustanden ausgehen kann und deren Besetzung bei niedriger Energiedichte linear
von der Laserintensitat abhangt, ist eine anndhernd konstante Steigung zu erwarten.
Dieses kann durch die Messungen bestatigt werden, lediglich bei héheren Intensitaten ist
ein Abflachen der Kurven erkennbar.

40
35
30 ] *
o5 .. . & Rh6G

20 # Ao m GTP-Atto

15 s ARITC
10 o™

Tripletanteil /%

O T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500
Laserleistung /pwW

Abb. 4.1: Tripleteigenschaften von Rh6G (30 nM in 150 mM NacCl), GTP-Atto (10 nM in HBSMD) und
RITC (100 nM in 150 mM NacCl). Mit steigender Laserintensitat nimmt der Tripletanteil des Farbstoffes zu.
Wellenldnge Rh6G und GTP-Atto 488 nm, RITC 543 nm.

Ein Vergleich der Farbstoffe zeigt, dass GTP-Atto im Unterschied zu Rh6G und RITC
einen hoheren Tripletanteil bei gleicher Anregungsintensitiat aufweist. Ob dieses eine
Eigenschaft des Farbstoffs ist, oder in einer moglichen Interaktion mit dem gebundenen
Guaninnukleotid begrundet liegt, kann nicht geklart werden, da dieser Farbstoff nur als
GTP-Konjugat vorlag. Als Folge muss die Laserintensitat bei Messungen mit GTP-Atto
mit 105 uW niedriger gewéhlt werden, um die empfohlene Schwelle eines Tripletanteils
von 20 % nicht zu Uberschreiten, wéhrend fir Rh6G 450 pW und RITC 500 pwW

eingesetzt werden kdénnen.
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Die Diffusionszeit von Rh6G bleibt bei einer Laserleistung unter 500 pW weitgehend
konstant und fallt mit weiter steigender Leistung langsam ab. Dagegen weisen sowohl
GTP-Atto wie auch RITC eine Zunahme der Diffusionszeit mit ansteigender
Laserleistung auf (Abb. 4.2). Man kann daher annehmen, dass die Farbstoffe bei einer
Leistung unterhalb von ca. 500 pW unter den gegebenen Umstidnden stabil gegen ein
Ausbleichen sind. Das bedeutet, dass ihre Aufenthaltsdauer im Laserfokus tp weitaus
kleiner ist, als im Mittel fur ein Bleichen erforderlich ist. Eine Steigerung der
Anregungsleistung tber ca. 500 pyW kann im Fall von Rh6G zu einer Zerstérung des
Farbstoffs fuhren. Dieser Effekt sollte bei Molekilen mit langsamerer Diffusionszeit wie
z.B. Proteinen starker ausgepragt sein, da sie sich langere Zeit im Laserfokus aufhalten.?®
Ein Anstieg der Diffusionszeit, wie es bei GTP-Atto und RITC zu beobachten ist, lasst
sich mit einer S&ttigung des S;-Zustandes durch die hohe Energiedichte im Zentrum des
Laserfokus und damit einhergehender Ausweitung des Intensitatsprofils erklaren.?® Ein
Ausbleichen kann hier nicht festgestellt werden, jedoch ist die maximale Laserleistung in

beiden Messreihen niedriger als bei Rh6G.

Weiterhin ist mit zunehmender Laserleistung ein Anstieg der apparenten Teilchenzahl N
zu verzeichnen, was nach GIl. 2.15 zu einem Abfallen der Amplitude der
Autokorrelationsfunktion flhrt. Abbildung 4.3 zeigt dieses exemplarisch fur Rh6G, die
ubrigen Farbstoffe weisen ein analoges Verhalten auf. Das zeigt, dass nicht alle im
Laserfokus befindlichen Molekiile angeregt werden, die Wahrscheinlichkeit dafur aber
mit zunehmender Energiedichte steigt. Sollen mittels FCS Konzentrationsmessungen
durchgefuhrt werden, ist daher eine Umrechnung der apparenten in eine tatséchliche
Teilchenanzahl notwendig, wozu Vergleichsmessungen mit bekannten Konzentrationen

bei der selben Laserleistung durchzufihren sind.
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Abb. 4.2: Diffusionszeit in Abhangigkeit der Laserleistung. Rh6G zeigt eine Abnahme der Diffusionszeit

bei hoher Laserleistung, GTP-Atto und RITC dagegen eine Zunahme schon bei relativ geringer Leistung.
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Abb. 4.3: links Korrelationsfunktion in Abhangigkeit der Laserleistung, rechts apparente Teilchenanzahl N

in Abhéngigkeit der Laserleistung (30 nM Rh6G in 150 mM wassriger NaCl).
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4.1.2 Lipophile Eigenschaften der Farbstoffe

Von Rh6G und RITC ist bekannt, dass sie stark lipophile Eigenschaften besitzen und
deshalb unspezifisch an lipophile Molekiile und Oberflachen binden.*® Dieser Vorgang
ist ein Grund fur die Abnahme der Teilchenanzahl wéahrend langerer Messungen der
Farbstoffe. Ein Ausbleichen der Fluorophore ist wie beschrieben unwahrscheinlich und
wirde wegen des mit dem Volumen des Laserfokus verglichen grofien Probevolumens
kaum detektierbare Auswirkungen haben. Man kann diesen Vorgang durch einen
exponentiellen Abfall erster Ordnung modellieren, wie Abb. 4.4 zeigt.
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Abb. 4.4: Abnahme der Teilchenanzahl N durch Adsorption an der Glasoberflache, angenédhert durch
exponentiellen Abfall (durchgezogene Linie), Konzentrationsanstieg durch Verdunstung (gepunktete Linie,
nur Rh6G). Rh6G (30 nM in 150 mM waéssriger NaCl) rechte Ordinate, RITC (100 nM in 150 mM
waéssriger NaCl) linke Ordinate. Laser A =543 nm, P =500 uW.
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Nach etwa 40 Minuten ist in beiden Messungen ein Minimum erreicht, was darauf
schlielen lasst, dass sich ein Gleichgewicht zwischen Adsorption und Desorption an der

Glasoberflache ausgebildet hat.

In der Messung von Rh6G schlielt sich darauf ein anndhernd linearer Anstieg an (die
Messung von RITC wurde nach 40 min beendet). Der Anstieg der Teilchenanzahl kann
durch eine Konzentrationszunahme infolge von Verdunstung des Losungsmittels erklart
werden und weist in anderen Messungen ebenfalls einem linearen Verlauf auf. Diese
Erklarung wird durch die Abscheidung von kleinen Tropfen Kondenswassers an dem die
Messkammer oben abschliefenden Deckglases gestiitzt, welche nach ca. 20 min
erkennbar werden und darauf an Grofle zunehmen. Das Gesamtvolumen der Kammer
betragt etwa 80 pl, so dass fiir eine Sattigung der Luftatmosphére relativ wenig Wasser

notwendig ist.

Im Gegensatz zu Rh6G und RITC tritt bei GTP-Atto keine Abnahme der Teilchenanzahl
wéhrend einer Messdauer von 40 min auf. Hier steigt die Anzahl der Fluorophore im
Fokus bereits nach ca. 5 min an. Da keine Strukturformel dieses Fluorophors
veroffentlicht ist, sind Aussagen uber seine Hydrophobizitdt nicht moglich. Eine

Adsorption an der Glasoberflache ist jedoch nicht feststellbar.

Die Adsorption von Rh6G und RITC an Oberflachen ist nicht auf Glas beschrankt,
sondern tritt auch an Kunststoffen wie Pipettenspitzen und Eppendorfgefalen auf. So
sinkt die Teilchenanzahl deutlich, nachdem ein Tropfen der Farbstofflosung mehrfach in
eine Pipettenspitze aufgesaugt und darauf erneut gemessen wird. Das bedeutet, dass jeder
Pipettierschritt einer Farbstofflosung deren Konzentration senkt und die berechneten
Angaben in dieser Arbeit damit zu hoch sowie nicht vergleichbar sind. Dieses wird in
Abb. 4.4 deutlich, wo die Teilchenanzahl einer nominell 30 nM Rh6G-L&sung die einer
100 nM RITC-L6sung um den Faktor 4 Gbersteigt.

Eine Mdglichkeit, Adsorption an Oberflachen, wie sie auch von Proteinen bekannt ist, zu
unterbinden, ist die Zugabe von Detergenzien. Sie kOnnen zum Absattigen der
Bindungsstellen einer Oberflache eingesetzt werden (z.B. durch Tween 80) oder sich an
geloste Molekiile anlagern. Zur Solubilisierung und Dissoziation der untersuchten LPS-

Aggregate ist der Einsatz von Detergenzien notwendig (s. 4.2.1). Da RITC gebunden an
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LPS sowie wahrscheinlich in betrdchtlichem Umfang frei in der LPS-Prdparation
vorliegt, ist sein Verhalten in Gegenwart des Detergenz Natriumdeoxycholat (DOC)

sowie zum Vergleich in Gegenwart des Detergenz Igepal CA630® untersucht worden.

Die Adsorption von RITC an Oberflachen wird durch ein Detergenz unterbunden bzw.
rickgéngig gemacht. Dieses geht aus der Zunahme der Teilchenanzahl nach Zugabe von
DOC hervor. Da auch die Diffusionszeit ansteigt, ist anzunehmen, dass eine Anlagerung
mehrerer DOC-Molekile an ein Fluorophor erfolgt und er in dieser Form in Ldsung
gebracht wird (Abb. 4.5 links). Ein 2-Komponentenfit mit Fixierung der Diffusionszeit
des freien Farbstoffs (tp; = 27 us) liefert flr niedrige Konzentrationen des Detergenz
keine eindeutigen Ergebnisse hinsichtlich der GroRe der Komplexe, da deren Anteil zu
gering ist. Im Bereich der CMC und bei hoéheren Konzentrationen des Detergenz
korreliert die Diffusionszeit des Komplexes (tp2 = 88 + 2.9 us) gut mit der Grole der
Micellen von ca. 4200 Da, was etwa 10 DOC-Monomeren entspricht.*! Demzufolge wird
der Farbstoff oberhalb der CMC in Detergenzmicellen integriert, ohne deren Grole

signifikant zu beeinflussen.
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Abb. 4.5: Einfluss der Detergenzkonzentration. links: Diffusionszeit von RITC steigt mit zunehmender
DOC-Konzentration (1-Komponenten-Fit). rechts: Tripletanteil und Tripletlebensdauer steigen mit
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=42 -

st/ 1anepsuaqgapadu L



Die molekulare Helligkeit des Farbstoffs bleibt nach Zugabe von DOC mit etwa 40 kHz
(P =500 mW) im Bereich einer detergenzfreien Losung, was darauf schlieRen lasst, dass
jeweils ein einzelnes RITC-Molekil in den Komplexen vorliegt. Die Integration des
Farbstoffs in die Detergenzmicellen verandert allerdings seine chemische Umgebung und
damit seine photophysikalischen Eigenschaften hinsichtlich des Tripletiibergangs. Wie
aus dem rechten Teil der Abbildung 4.5 zu erkennen ist, steigt der Tripletanteil mit
zunehmender Detergenzkonzentration von (20,0 + 1,1) auf (33,8 £ 0,4) % und die
Tripletlebensdauer von (1,76 + 0,15) auf (2,63 + 0,11) us an. Eine mdgliche Erklarung
fir dieses Verhalten ist eine Abschirmung des Farbstoffs von geldstem Sauerstoff durch
die angelagerten Detergenzmolekiile. Fir das chemisch verwandte Rh6G ist ein
Quenching im Tripletzustandes durch molekularen Sauerstoff bekannt, was zu einer
Abnahme des Tripletanteils mit steigender Sauerstoffkonzentration fiihrt. Gleichzeitig
wird die Tripletlebensdauer wahrscheinlich durch eine gesteigerte Rate chemischer
Reaktionen mit Sauerstoff gesenkt.?® Vergleichende Messungen von RITC und dem
Detergenz Igepal CA 630® sowie von Rh6G und dem Detergenz SDS zeigen ein
ahnliches Verhalten hinsichtlich des Tripletanteils, was diese Interpretation unterstiitzt.

Aufgrund der lipophilen Eigenschaften von RITC ist eine Interaktion auch mit Proteinen
denkbar. Fir Rinderserumalbumin (BSA) konnte eine Bindung von RITC nachgewiesen
werden. Die Interaktion nach einer sukzessiven Zugabe von BSA zu einer RITC-Ldsung
wurde anhand eines 2-Komponentenfits analysiert (Fixierung der Diffusionszeiten: freies
RITC tp; = 27 us, Komplex mit BSA 1tp; = 170 us). Abb. 4.6 zeigt die Zunahme des
Bindungsgrades Y wéhrend der Messungen. Die Endkonzentration an BSA ist mit 2,3
mg/ml sehr hoch, der Bindungsgrad mit maximal (16,9 + 2,8) % allerdings relativ

niedrig, so dass die Bindung demnach nur geringe Affinitat aufweist.

Von Serumalbuminen ist bekannt, dass sie lipophile Bereiche an der Oberflache
aufweisen, (iber die sie im Blut Lipide binden und transportieren.® Es ist anzunehmen,
dass auch RITC dort binden kann.
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Abb. 4.6: Bindung von RITC an BSA. Die sukzessive Zugabe von BSA erhoht den Bindungsgrad Y in
einem 2-Komponentenfit (tp;=27, tp,=170 ps). Messung 1 — 3: RITC (100 nM, 10 pl); dazu BSA (10

mg/ml) Messung 4: 0,3 ul, Messung 7: 0,7 ul, Messung 11 2,0 ul, Zugabe durch senkrechte Linie
gekennzeichnet.

Gleichfalls wurde eine Bindung an das pflanzliche Proteinextrakt untersucht. Eine
Zugabe von 5 ul des Proteinextraktes zu 15 pl RITC (10nM) fiihrte zu keiner Erhéhung
der Diffusionszeit. Die Messung wurde sowohl ohne DOC als auch mit DOC in einer
Konzentration, wie sie fiir Messungen mit LPS verwandt wurde, durchgefiihrt. Man kann
daher annehmen, dass eine Bindung von RITC an Bestandteile des Proteinextraktes nicht
erfolgt. Damit ist ein durch den Farbstoff hervorgerufenes falsch-positives Ergebnis der

Messungen von LPS mit dem Proteinextrakt nicht wahrscheinlich.
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4.2 Bindung von LPS-RITC an Mt-CD14

Wie von Lipopolysacchariden erwartet (2.3.1), bildet auch das RITC-markierte LPS in
Wasser Aggregate, welche durch Detergenzien aufgelést werden kénnen. Zudem sind in
der Praparation niedermolekulare fluoreszierende Partikel enthalten, bei denen es sich
wahrscheinlich um ungebundenen Farbstoff handelt. Obwohl diese beiden Umstande die
Interpretation der Messungen erschweren, kann eine Aussage (ber eine Interaktion mit

dem Proteinextrakt gemacht werden.

4.2.1 Dissoziation der Aggregate

Analog zu anderen Amphiphilen kann auch fur LPS eine CMC angegeben werden,
unterhalb der jedoch keine Monomere, sondern lediglich pramicellare Aggregate von
reduzierter GroRe (5,5 * 10° Da)* vorliegen. Die Konzentration des hier eingesetzten
LPS liegt mit 20 ug/ml im Bereich der fir ein anderes LPS bestimmten CMC von 14
ng/ml.¥ Zudem ist anzunehmen, dass die LPS-Konzentration niedriger als der
angegebene Werte ist, da wie schon fir RITC beschrieben, auch eine Adsorption von
LPS an Oberflachen stattfindet, welche besonders bei den hier eingesetzten niedrigen

Konzentrationen deutliche Verluste bedingt.®

Um LPS-Aggregate aufzulésen, wird haufig DOC eingesetzt,”® das sich gegeniiber
anderen Detergenzien durch eine vergleichsweise hohe CMC (in Wasser 5 mM, 0,21%)**
auszeichnet und damit in hoher Konzentration l6slich ist, ohne mit sich selbst zu
interagieren. Um eine Denaturierung oder Funktionsstérung der Proteine zu vermeiden,

wurde eine niedrige Konzentration von 0,03 %w/v eingesetzt.

Diffundiert ein Aggregat aus RITC-markiertem LPS durch das Detektionsvolumen,
resultiert daraus ein starker Anstieg des Fluoreszenzsignals durch die groRe Anzahl
gebundener Fluorophore. Die Anzahl von Intensitatsspitzen des Fluoreszenzsignals lasst

sich durch Zugabe von DOC im Vergleich zu Messungen einer reinen LPS-L6sung
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deutlich vermindern. Die GroRe der Aggregate wird demnach durch DOC reduziert. Eine
Auswertung der Messungen ergibt eine Diffusionszeit der Komplexe von 90 — 170 us
nach der Detergenzzugabe. Diese Werte sind hoher, als fur LPS-Monomere eines
Molekulargewichts von ca. 6000 Da anzunehmen ist (tp ~ 50 us bei spharischer
Geometrie). Geht man von 5 — 10 angelagerten DOC-Molekilen an einem LPS-Monomer
aus,”® steigt der theoretisch Wert der Diffusionszeit auf 62 ps. Wegen der geringen
Detergenzkonzentration ist jedoch nicht von einer vollstandigen Dissoziation der LPS-
Multimere auszugehen. Steigert man die Konzentration des Detergenz bis in den Bereich
der CMC, nimmt die Zahlrate und damit die Teilchenanzahl stark zu. Mdgliche
Erklarungen daftr sind eine weitergehende Dissoziation der Aggregate und damit groi3ere
Anzahl an LPS-Einheiten reduzierter GroRe sowie eine Ablésung von an Oberflachen

adsorbierter Molekdle.

Die Schwankungen der Diffusionszeit zeigen die Heterogenitat des Systems und
erschweren eine quantitative Analyse. Wie in Abschnitt 4.2.3 dargestellt wird, fihrt die
Zugabe des zu untersuchenden Proteinextraktes jedoch zu qualitativ gut reproduzierbaren

Veranderungen, die hinsichtlich einer Bindung interpretierbar sind.

4.2.2 Kontamination des LPS (mit ungebundenem Farbstoff)

Die Analyse der Messungen des mit Detergenz behandelten LPS erfordert einen 2-
Komponentenfit, um die Differenzen zwischen Modell und gemessener Funktion zu
minimieren. Die Diffusionszeit der ersten Komponente liegt im Mittel im Bereich von 30
bis 35 us, was der Diffusionszeit von RITC unter gleichen Bedingungen entspricht. Fur
LPS-Monomere der Masse 6000 Da ist eine Diffusionszeit von mindestens 50 ps zu

erwarten, die durch eine Anlagerung von DOC-Molekilen noch erhéht wirde.

Es wird daher davon ausgegangen, dass die erste Komponente freies RITC darstellt, das
gegebenenfalls in Aggregaten mit wenigen DOC-Molekilen vorliegt. Diese Annahme
wird gestiitzt durch die Beobachtung, dass wahrend der Préparation des RITC-markierten
LPS rdtliche Partikel erkennbar waren, welche bei einer vergleichbaren Préparation mit
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FITC nicht auftraten und ausgefallenes ungebundenes RITC darstellen kdnnen. Weiterhin
wurde eine Membranfiltration der LPS-L6sung durchgefihrt, wobei die Porengrof3e des
Filters 10 kDa betrug und damit ein Passieren von LPS-Aggregaten nicht erfolgen
konnte. Das erhaltene Filtrat zeigte im Gegensatz zu mit DOC behandeltem LPS keine
Reaktion mit dem zugegebenen Proteinextrakt. Das spricht ebenfalls dafir, dass es sich
nicht um LPS, sondern um Farbstoff handelt. Die durch FCS gemessene Teilchenanzahl
in diesem Filtrat betrug mit 0,26 etwa ¥ der Gesamtteilchenanzahl vor der Filtration. Das
zeigt den hohen Anteil an Fluorophoren dieser Spezies, der wegen adsorptionsbedingter

Verluste wahrend der Filtration wahrscheinlich noch hoher liegt.

In weiteren Analysen des DOC-behandelten LPS wurde die Diffusionszeit der ersten
Komponente auf 30 us fixiert. Dieser Wert wurde fur RITC unter gleichen Bedingungen
erhalten. Diese Fixierung ermdglicht eine einfachere Anpassung des Fits an die
gemessene Kurve und eine Berechnung der zweiten Diffusionszeit unter vergleichbaren
Voraussetzungen. Die in Abschnitt 4.2.1 genannten Werte von tp, = 90 — 170 us wurden
mit diesen Vorgaben erhalten. Der Anteil der zweiten Komponente (LPS-Multimere) an
der Teilchenanzahl N betrug zwischen 12 und 20 %. Die apparente Teilchenanzahl N lag
bei den Messungen zwischen 0,6 und 1,0, was einer mittleren Anzahl von etwa 0,1 LPS-

Multimeren im effektiven Volumen entspricht.

Das unter diesen Bedingungen durch den freien Farbstoff hervorgerufene
Hintergrundsignal ist betrdachtlich. Eine Untersuchung der Bindung eines monomeren
Liganden an einen Rezeptor aufgrund der unterschiedlichen Diffusionszeit wére unter

diesen Bedingungen praktisch kaum realisierbar.
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4.2.3 Reaktion mit dem Proteinextrakt aus Medicago truncatula
(Mt-CD14)

Trotz der geschilderten Erschwernisse hinsichtlich einer quantitativen Analyse von
Bindungsereignissen des untersuchten LPS ist aufgrund der durchgefuhrten Messungen
eine Interaktion zwischen LPS und Bestandteilen des Proteinextraktes festzustellen. Die
Zugabe des Proteinextraktes zu einer mit DOC behandelten LPS-Lésung fihrt zu
deutlichen Veranderungen der Messergebnisse. Im Folgenden sind typische Resultate
einer Messreihe dargestellt, deren Verlauf reprasentativ fir Gber 10 Messreihen ist. Die
absoluten Werte unterliegen jedoch Schwankungen, die durch die Heterogenitat des
untersuchten Materials bedingt sind. Es wurden jeweils 5 — 10 Messungen der mit
Detergenz behandelten LPS-Losung durchgefihrt, bevor der Proteinextrakt zugesetzt
wurde. Auf diese Weise ist eine Vergleichbarkeit der Eigenschaften der jeweiligen Probe
vor und nach Zusatz des Mt-CD14 moglich.

Nach der Zugabe der Proteinlosung steigen die Fluoreszenzintensitdt sowie die
Teilchenanzahl im Laserfokus stark an, nachdem sie durch die Verdlinnung der Lésung
direkt nach der Zugabe absinken (Abb. 4.7). Vor der Zugabe ist ein geringer linearer
Anstieg beider GroRen erkennbar, der wahrscheinlich auf eine Konzentrationszunahme
durch Verdunstung des Losungsmittels zuriickgeht. Die deutliche Zunahme direkt nach
Zusatz des Proteinextraktes deutet auf eine Interaktion mit LPS hin, durch die sich die
Anzahl an geldsten LPS-Partikeln erhoht. Das kann durch eine Ablésung von an der
Glasoberflache adsorbierten LPS oder durch Extraktion von LPS aus dispergierten
Aggregaten erfolgen. Der Kurvenverlauf weist auf einen sattigbaren Prozess hin, da beide

Kurven 90 min nach der Zugabe abflachen.
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Abb. 4.7: Anstieg der Photonenzéhlrate und Teilchenanzahl nach Zugabe von Mt-CD14 zu einer LPS-
Losung (10 wl LPS + 0,03% w/v DOC, nach 30 min Zugabe von 2 ul Proteinextrakt, Zeitpunkt durch Pfeil

gekennzeichnet).

Da ein solches Verhalten bei Vergleichsmessungen mit RITC unter den selben

Bedingungen nicht auftrat, ist anzunehmen, dass LPS an diesem Prozess beteiligt ist.

Der Anstieg der Teilchenanzahl wird ebenfalls im Vergleich der Korrelationsfunktionen
deutlich (Abb. 4.8 A). Nach GIl. 2.15 sinkt die Amplitude der ACF G(tr = 0) mit

steigender Anzahl der Fluorophore im effektiven VVolumen.
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Abb. 4.9: Autokorrelationsfunktion von LPS-RITC zu verschiedenen Zeiten vor und nach Zugabe von Mt-
CD14. A: Amplitude der ACF féllt mit zunehmender Teilchenanzahl, B: Normierung der Amplitude zum

Vergleich der Korrelationszeit .

Um Aufschluss Uber die Diffusionszeit zu gewinnen, wurden die dargestellten
Funktionen auf die selbe Amplitude zum Zeitpunkt t = 0 normiert (G(0) = 2, G(w0) = 1).
Es wird dadurch ersichtlich, dass nach Zugabe des Proteinextraktes die ACF zu gréReren
Korrelationszeiten verschoben sind (Abb. 4.9 B). Das bedeutet, dass die Diffusionszeit

einer Komponente und oder oder deren Anteil an der Anzahl der Fluorophore erhoht ist.

Ein 2-Komponentenfit zeigt, dass sowohl die Diffusionszeit der langsamen Komponente
steigt, als auch deren Anteil. Die Diffusionszeit der ersten Komponente bleibt etwa
konstant, so dass sie auch in diesem Bereich auf 30 us fixiert wird. Man erkennt einen
steilen Anstieg der Diffusionszeit wahrend 20 min nach Zugabe des Proteinextraktes von
etwa 90 pus auf 250 — 300 us. Darauf erfolgte ein langsamer linearer Abfall auf ca. 210
us (Abb. 4.10). In anderen Messreihen wurde ebenfalls ein Wert der Diffusionszeit 2 von

200 — 250 us gefunden.
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Abb. 4.10: Diffusionszeit der langsamen Komponente bei Fixierung der ersten Diffusionszeit tp; = 30 ps.
(10 pl LPS + 0,03% w/v DOC, nach 30 min Zugabe von 2 ul Proteinextrakt, Zeitpunkt durch Pfeil

gekennzeichnet).

Nicht nur die Diffusionszeit, sondern auch der Anteil Y der zweiten Komponente nimmt
nach Zugabe des Proteinextraktes zu. Nach einem steilen Anstieg von etwa 14 % wird
nach ca. 40 min nach der Zugabe ein konstanter Wert von 25 — 26 % erreicht. Dieses gilt

fiir einen 2-Komponentenfit mit variabler Diffusionszeit 2 (vergl. Abb. 4.10).

Eine Fixierung der Diffusionszeit 2 (hier 90 us, Mittelwert der ersten 8 Messungen)
reduziert die Schwankungen von Y in den ersten 8 Messungen deutlich und ergibt den
genannten Wert von 14 %. Der glattere Kurvenverlauf in den folgenden Messungen
verdeutlicht die in  Abschnitt 2.1 gemachten Aussagen hinsichtlich  der
Detektionsgrenzen: Mit zunehmendem Unterschied der Diffusionszeiten und

ausgeglichenem Verhaltnis der Komponenten steigt die Prazision der Analyse.
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Abb. 4.11: Anteil der Komponente 2: Y steigt nach Zugabe des Proteinextraktes auf ca. 26% an (10 ul LPS
+ 0,03% w/v DOC, nach 30 min Zugabe von 2 ul Proteinextrakt, Zeitpunkt durch Pfeil gekennzeichnet).

Die dargestellten Ergebnisse zeigen deutliche Veranderungen verschiedener Parameter
der LPS-L6sung infolge einer Zugabe des Proteinextraktes aus Medicago truncatula. Der
Anstieg der Teilchenanzahl N kann durch eine Solubilisierung adsorbierter Molekile
oder Aggregate von der Glasoberflache erklart werden. Damit einhergehend ist sowohl
optisch durch Vergleich der ACF wie auch durch einen 2-Komponentenfit ein Anstieg
der Diffusionszeit erkennbar. Dieser wird durch die langsamere Komponente bedingt,
deren Anteil ebenfalls steigt. Der zeitliche Verlauf &hnelt der Bindungskinetik eines
Liganden und seines Rezeptors. Nach Zugabe geringerer Mengen des Proteinextraktes ist
ein qualitativ ahnlicher Verlauf der Parameter erkennbar, wogegen der Zusatz von reiner
Pufferlésung (PBS) diese Effekte nicht hervorruft. Diese Beobachtungen legen eine

Bindung von LPS an Bestandteile des Proteinextraktes nahe.

Die Abnahme der Diffusionszeit 2 nach Erreichen eines Maximums von ca. 250 us sowie
Schwankungen dieses Wertes von etwa 50 us fiir unterschiedliche Messreihen geben
Grund zu der Annahme, dass es sich bei dem zugrundeliegenden Partikel um ein
dynamischen Komplex handelt. So ist denkbar, dass mehrere LPS-Molekiile an seinem
Aufbau beteiligt sind und deren Anzahl gegebenenfalls durch Interaktion mit weiteren
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freien Bindeproteinen abnimmt. Weiterhin ist eine Verdnderung der GroRe oder auch
Gestalt durch Wechselwirkungen mit dem anwesenden Detergenz maoglich. Angelagertes

DOC wirde den hydrodynamischen Radius vergroRern.

Unter diesen Bedingungen ist es kaum mdglich, die GréRe des zugrundeliegenden
Komplexes oder gar des potentiellen Bindeproteines zu bestimmen. Als Richtwert kann
fur eine Diffusionszeit von 200 ps ein hydrodynamischer Radius von 4,8 nm berechnet
werden, was nach GIl. 2.21 einem sphdrisch symmetrischen Molekil von 270 kDa
entspricht. Bei einer Molekiilmasse von ca. 50 kDa des Mt-CD14 ist die Differenz auch
unter den gegebenen Bedingungen groRR. Da kein gereinigtes Mt-CD14, sondern ein
Proteinextrakt untersucht wurde, der eine unbekannte aber erhebliche Anzahl weiterer
Proteine enthielt, besteht die Moglichkeit, dass eines oder mehrere dieser Proteine fir die
beschriebenen Reaktionen ursachlich sind. So wére zum Beispiel eine Interaktion durch
Lektine denkbar, welche eine Bindung der Kohlenhydratbestandteile des LPS eingehen

kdnnten.

In Anbetracht des hohen Hintergrundsignals der Fluoreszenzintensitat sind die hier
genannten Werte allerdings mit erheblicher Unsicherheit behaftet. Die bisherigen
Berechnungen der Fehler von FCS-Daten gehen von einem zu vernachlassigenden
Hintergrundsignal aus und sind daher hier nicht anwendbar. Es ist daher wiinschenswert,
dieses Signal durch geeignete Reinigungsschritte des LPS zu reduzieren und die

qualitativen Aussagen durch weitere Messungen zu prazisieren.
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4.3 Bindung von GTP-Atto an G-Proteine

Die Bindung von GTP-Atto wurde an zwei Proteinen untersucht, welche zu der Gruppe
der kleinen G-Proteine gehdren. Die Messungen mit dem kommerziell erhaltlichen
Protein Rab 3A sollen die prinzipielle Anwendbarkeit der Methode belegen und einen
Vergleich der gewonnenen Daten mit Literaturwerten ermoglichen. Dieses schafft die
Basis fir Untersuchungen des pflanzlichen Proteins Rac 1, dessen Charakterisierung die

Motivation dieses Versuchsteiles darstellt.

4.3.1 Reaktion mit Rab 3A

Wie die Untersuchungen des LPS in Abschnitt 4.2 zeigen, wird eine Interpretation der
Ergebnisse in einem sehr heterogenen System deutlich erschwert. Fir die
Charakterisierung der GTP-Bindung wurde daher in VVorversuchen mit dem kommerziell
erhaltlichen rekombinaten Protein Rab 3A gearbeitet, welches in aufgereinigter Form
vorliegt. Es ermoglicht eine Beurteilung geeigneter Versuchsbedingungen anhand der
gewonnenen Ergebnisse und erlaubt deren Einschdtzung durch Vergleiche mit
verOffentlichten Daten. So kann die Bewertung der fir Rac 1 erhaltenen Resultate auf

eine sicherere Basis gestellt werden.

Es wurden Messreihen einer Dauer von 70 — 190 Minuten aufgenommen, um den Anstieg
des Bindungsgrades von GTP-Atto an das Protein Rab 3A zu verfolgen. Dabei
représentiert ein Messpunkt den Mittelwert aus 10 Einzelmessungen einer Dauer von
jeweils 20 Sekunden. Nach jeder Messung folgte eine Unterbrechung des
Anregungsstrahls von 40 Sekunden, um der Probe eine Regeneration von eventuell durch
die Laserstrahlung entstandenen Schadigungen zu erlauben.
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Fur die Analyse wurde ein 2-Komponentenfit eingesetzt, bei dem die Diffusionszeit des
freien GTP-Atto auf 25 ps und die des Komplexes mit Rab 3A auf 130 ps fixiert wurden.
Der Wert des freien GTP-Atto ist durch den Mittelwert aus 10 Messungen ohne Zusatz
des Proteins gegeben. Die Diffusionszeit des Komplexes wurde durch ein 2-
Komponentenfit unter Fixierung der ersten Diffusionszeit gewonnen. Dazu wurden zwei
Messreinen mit der hochsten Proteinkonzentration und dem damit hochsten
Bindungsgrad Y herangezogen und der Mittelwert der Diffusionszeiten der zweiten

Komponente gebildet.

Fur die Vorversuche mit Rab 3A stand nur eine begrenzte Menge an Protein zur
Verfugung, so dass die Anzahl an Messungen limitiert war. Daher sind keine
Mehrfachmessungen unter identischen Bedingungen durchgefiihrt worden, was fir
statistisch sichere Ergebnisse notwendig ist. Die Messungen unterscheiden sich
hinsichtlich der Konzentrationen an GTP-Atto und Rab 3A, wobei die erzielten

Ergebnisse konsistent hinsichtlich dieser Veranderungen sind.

4.3.1.1 Einfluss des Puffers: Magnesium / EDTA

Aufgrund der drei Phosphatgruppen des GTP weist es unter physiologischen
Bedingungen eine hohe negative Ladung von —4 auf. Im Cytoplasma der Zelle gel6st
kommt es daher komplexiert durch Magnesium vor. Bei der Bindung an Proteine ist
ebenfalls eine Kompensation der Ladung notwendig, um repulsive Wechselwirkungen zu
minimieren. Im Falle der kleinen G-Proteine wird dieses wiederum durch Magnesium

vermittelt, welches auch fiir die GTPase Aktivitat von Bedeutung ist.®

Um die Auswirkungen von Magnesium im Reaktionspuffer zu untersuchen, wurden
Messungen mit verschiedenen Konzentrationen an Magnesium durchgefuhrt. Der
iiblicherweise eingesetzte Puffer HBSMD? enthalt eine Konzentration von 5 mM MgCls,
wahrend HBS-D kein zugesetztes Magnesium und HBS-D/EDTA anstelle des
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Magnesiums 10 mM EDTA enthalten. Das GTP-Atto wurde in diesen Puffersystemen
gelost, Rab 3A wurde in HBSMD gel6st zugesetzt, da in den anderen Systeme bei
langerer Lagerungszeit eine Destabilisierung des Proteins mdéglich ist. Damit ist in der
mit HBS-D bezeichenten Probemischung eine geringe Magnesiumkonzentration (0,6 —
1,0 mM) enthalten, in HBS-D/EDTA wird dieses jedoch durch den Uberschuss des
Komplexbildners EDTA gebunden.
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Abb. 4.12. Auswirkung des Puffers auf den Bindungsgrad von GTP-Atto an Rab 3A. In magnesiumhaltigen
Puffern (HBS-D, HBSMD) steigt Y auf 18,9 bzw. 22,8 % an, im magnesiumfreien Puffer (HBS-D/EDTA)
erreicht Y ca. 10%. Exponentieller Fit: durchgezogene Linie = HBS-D, unterbrochene Linie = HBSMD.
(Messungen parallel auf Kulturplatte durchgefiihrt, GTP-Atto 9 nM, Rab 3A 12 nM).

Die Ergebnisse zeigen fur magnesiumhaltige Puffer eine zeitabhéngige Zunahme des

Bindungsgrades, die durch eine Exponentialfunktion angenéhert werden kann (Gl.4.2).

t

Y =1-|yp+A-e Fchem [4.2]
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Hier ist yo der Anteil an freiem GTP-Atto und A der Anteil angebundenem GTP-Atto im
Gleichgewicht (t = o). Die Relaxationszeit zpem ISt die charakteristische Zeit der

Bindungsreaktion (4.3.1.2). Ein solcher Verlauf ist bei einer 1:1-Bindung zu erwarten.

Damit berechnet sich ein Maximum von Y = 22,8 % fir HBSMD und Y = 18,9 % fir
HBS-D. Wahrend der maximale Bindungsgrad zwischen einzelnen Messreihen schwankt,
kann in allen vier durchgefiihrten Messreihen eine kiirzere Relaxationszeit tchem (Gl. 4.4)
bei Reaktionen in HBS-D verglichen mit HBSMD verzeichnet werden. Sie liegt fur
HBS-D im Bereich 18,4 — 30,1 min und fur HBSMD zwischen 40,1 und 58,2 min.

In Pufferlésungen, in dem Magnesium durch EDTA komplexiert vorliegt (HBS-
D/EDTA), tritt ein anderer Bindungsverlauf auf. Der Bindungsgrad weist nach der
Proteinzugabe bereits vergleichsweise hohe Werte auf, die wéahrend der Messdauer von
160 Minuten geringfugig ansteigen. Die Werte parallel gemessener Reaktionen mit
magnesiumhaltigem Puffer und gleicher Konzentration der Reaktionspartner werden in
keinem Fall erreicht. Der fir eine 1:1-Bindung erwartete Anstieg des Bindungsgrades Y

ist in EDTA-haltigen Systemen nicht erkennbar.

Die Konzentration an Magnesium ist fur die Bindungsgeschwindigkeit von grofer
Bedeutung. Bei einem niedrigen Magnesiumgehalt (HBS-D) findet die Bindung von
GTP-Atto schneller statt, als in 5 mM (HBSMD), was durch die Kkirzeren
Relaxationszeiten angezeigt wird. Eine modgliche Erklarung dafir ist, dass Rab 3A wie
auch andere kleine G-Proteine in nativem Zustand ein Guaninnukleotid (in der Regel
GDP) gebunden haben. Da dieses die Stabilitat der nativen Proteinkonformation erhoht,
wird es wéhrend der Praparation zumeist nicht entfernt. Durch Magnesium wird wie
erwéhnt die Bindung sowohl von GTP wie auch von GDP an Rab 3A unterstutzt. Eine
Reduzierung der Magnesiumkonzentration erleichtert damit die Dissoziation des
gebundenen GDP. Da dieser Reaktionsschritt vor der GTP-Bindung stattfindet, steigt die
Konzentration an freiem Protein, das fur die Bindung von GTP-Atto zur Verfiugung steht.
Es ist anzunehmen, dass die Affinitit des GTP fir Rab 3A bei niedriger
Magnesiumkonzentration ebenfalls sinkt und die Bindung langsamer verlduft. Da dieses
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nicht erkennbar ist, kann davon ausgegangen werden, dass die groRRere Konzentration an

GDP-freiem Rab 3A bei niedriger Magnesiumkonzentration diesen Einfluss tberwiegt.

Weiterhin sollte der Bindungsgrad von GTP-Atto im Gleichgewicht bei niedriger
Magnesiumkonzentration sinken.*® Dieses kann bei Vergleich der Ergebnisse mehrerer
Messreihen fir HBS-D und HBSMD nicht mit festgestellt werden, ist jedoch bei Zusatz
von EDTA klar erkennbar.

Da die gemachten Aussagen auf einer relativ geringen Datenbasis beruhen, sind weitere
Messungen notwendig, um den Einfluss des Reaktionspuffers genauer zu
charakterisieren. Die im Folgenden dargestellten Messungen wurden, um reproduzierbare

Bedingungen zu schaffen, in HBSMD-Puffer durchgefiihrt.

4.3.1.2 Bindungskinetik

Der zeitliche Verlauf des Bindungsgrades von GTP-Atto und Rab 3A wurde fr
verschiedene Konzentrationen beider Bindungspartner bestimmt. Zur Analyse wurde der
fur Relaxationsverfahren entwickelte Ansatz gewéhlt (Gl. 4.2). Bei dessen Herleitung
geht man von einer Stérung eines im Gleichgewicht befindlichen Systems durch dufere
Einflisse aus. Das System strebt daraufhin dem neuen Gleichgewichtszustand, der in
diesem Fall durch einen anderen Bindungsgrad gekennzeichnet ist zu. Der zeitliche
Verlauf der Konzentrationsveranderungen und demzufolge des Bindungsgrades Y folgt

dabei einer Exponentialfunktion, die durch die Relaxationszeit tchem Charakterisiert ist.

Fur eine reversible Bindungsreaktion nach GI. 4.3 (bimolekulare Hinreaktion,
monomolekulare  Rickreaktion) wird die Relaxationszeit 7tcem durch die
Geschwindigkeitskonstante der Hinreaktion kass multipliziert mit der Summe der
Konzentrationen der freien Bindungspartner L (Ligand) und R (Rezeptor), sowie der
Geschwindigkeitskonstante der Rickreaktion kgiss gegeben (Gl. 4.4).
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LtR—= IR [4.3]
Kdiss
1
= Kass '([L]+ [R])"‘ Kdiss [4.4]
Tchem

Ist die Konzentration eines Partners (fur FCS-Messungen die des unmarkierten
Rezeptors) deutlich gréRer als die des anderen Partners (mehr als 10fach), sinkt sie
wéhrend der Reaktion infolge der Bindung relativ wenig und kann daher als Konstante in
die Geschwindigkeitskonstante kass einbezogen werden. Unter diesen Bedingungen wird
die Reaktion als pseudo-erster Ordnung bezeichnet. Wegen der vereinfachten
Datenanalyse werden in der Regel diese Bedingungen eingestellt. Fur die hier
durchgefuhrten Messungen wurde aufgrund der begrenzten verfligbaren Proteinmenge
eine niedrigere Konzentration beziglich des Rab 3A gewdhlt, so dass diese Naherung nur

bedingt gultig ist.

Im Folgenden sind die Bindungskurven dreier Messreihen dargestellt. Sie unterscheiden
sich hinsichtlich der Konzentrationen der Reaktanden und deren Verhéltnis. Bei einer
grolReren Gesamtkonzentration von GTP-Atto und Rab 3A ist ein steilerer Anstieg des
Bindungsgrades erkennbar, was nach GI. 4.4 einer kirzeren Relaxationszeit entspricht
(Tab. 4.1).

[GTP]/ [Rab3A]/ |[GTP]+[Rab |[[RabA]/ | Ymax/% | Tenem/ min
nM nM 3A]/nM [GTP]

10 50 60 5,0 465+12 |30,1+2,6
9 28 37 31 39,1+11 |469+4.2
9 12 21 1,3 228406 |54,6+47

Tab. 4.1. Maximaler Bindungsgrad und Relaxationszeit fiir verschiedene Konzentrationen von Rab 3A und
GTP-Atto.
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Abb. 4.13. Bindungskinetik von GTP-Atto und Rab 3A. Mit Anstieg der Gesamtkonzentration der
Reaktionspartner nimmt die Geschwindigkeit der Reaktion zu. Fir ein groReres Verhdltnis der

Konzentrationen [Rab 3A] / [GTP-Atto] (in Klammern angegeben) steigt der maximale Bindungsgrad.

Weiterhin steigt der maximale Bindungsgrad von GTP-Atto mit zunehmender
Konzentration des Proteins Rab 3A. Die Differenzen der Konzentration an GTP-Atto sind
vergleichsweise gering (9 bzw. 10 nM), wahrend sich die Konzentrationen von Rab 3A
um einen Faktor von 4,1 unterscheiden. GemalR Gl. 4.5 ist der Bindungsgrad Y bei
konstanter Konzentration des Liganden L (GTP-Atto) abhéngig von der Konzentration
des Rezeptors R (Rab 3A) und der Dissoziationskonstante Kp, die das

Konzentrationsverhéaltnis der freien Bindungspartner L und R zu dem des Komplexes LR

darstellt.
__ Rl
Y= Kp +[R] 14.5]

Der Wert von Kp kann mittels eines Scatchard-Plots (Gl. 4.6) berechnet werden. Dieser
besitzt gegenuber Gl. 4.5 den Vorteil, ein lineare Form aufzuweisen, was die Analyse
erleichtert.
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—:K—(l—Y) [4.6]

Eine Auftragung von Y/[R] gegen Y ergibt damit eine Gerade mit der Steigung —1/Kp. In
Anbetracht der geringen Anzahl an Messungen der gleichen oder &hnlichen
Konzentration an GTP-Atto ist die Aussagekraft dieser Analyse sehr begrenzt. Zum einen
sind drei Punkte kaum ausreichend, die Qualitdt der Regressionsgerade zu beurteilen.
Weiterhin basieren sie auf einzelnen Messreihen, deren Ergebnisse nicht durch

Wiederholungen bestatigt sind.
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Abb. 4.14. Scatchard-Plot zur Bestimmung der Dissoziationskonstante Kp. Daten aus Tab. 4.1.

Man erhalt damit fur Kp den Wert (25,9 + 4,8) nM, was im Bereich der publizierten
Werte von 46 nM* und (15 + 3) nM* liegt. Das deutet darauf hin, dass trotz der geringen
Datenbasis die erreichten Resultate in Ubereinstimmung mit zu erwartenden Ergebnissen
liegen. Dabei ist zu beruicksichtigen, dass wahrscheinlich durch das zugesetzte Rab 3A
eine nicht bekannte Menge an GDP in der Reaktionslésung anwesend ist, das als

kompetitiver Inhibitor | der Bindungsreaktion von GTP-Atto fungiert. Die
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Dissoziationskonstante flir GDP ist mit K; = 63 nM hoher, jedoch im Bereich derjenigen
des GTP,* so dass eine merkliche Bindung von GDP an Rab 3A erfolgen kann. Dieses
wirde zu einer Reduzierung der Konzentration an freiem Rab 3A fiihren, was sich
sowohl in einer verlangsamten Bindungsgeschwindigkeit als auch in einem reduzierten
Bindungsgrad  duBern  sollte.  Unter der Annahme einer  dquimolaren
Ausgangskonzentration bezogen auf Rab 3A ([I]o = [R]o) wirde dieses nach Gl. 4.7 zu
einer Abnahme der Konzentration an freiem Protein um etwa X = 14 % ([Rab 3A] = 12
nM) bis maximal X = 34 % ([Rab 3A] = 50 nM) flhren.

Ky +[Rlo+[1lo (K, +[Rlo+1)o 2 4l -[1]

s 211

[4.7]

Daraus folgt ein Anstieg des Dissoziationskonstante um 2,7 Punkte auf 28,6 nM, was
hoher ist, als ohne Inhibition berechnet. Dieses Ergebnis ist nicht zu erwarten, da ein
gleicher gemessener Bindungsgrad bei geringerer effektiver Konzentration von Rab 3A
fir eine hohere Affinitat und damit niedrigere Dissoziationskonstante sprechen sollte.
Eine Erklarung ist daher in der geringen Anzahl an Messpunkten zu suchen, deren

Analyse demnach nur einen Richtwert ergeben kann.

Weiterhin ist zu kléaren, ob durch den Fluoreszenzfarbstoff Atto die
Bindungseigenschaften des GTP beeinflusst werden. So ist eine Verringerung der
Affinitat durch eine sterische Hinderung denkbar. Zudem ist eine unspezifische Bindung
aullerhalb der Bindetasche durch weitere Messungen auszuschlielen. Beide Ziele sind
durch Messungen in Gegenwart bekannter Konzentrationen an unmodifiziertem GTP als
Kompetitor erreichbar. Diese Untersuchungen wurden wegen der geringen Menge an Rab
3A nicht durchgefiihrt. Aufgrund von Untersuchungen mit an der gleichen Position
markierten GTP-Molekilen ist jedoch nicht wvon einer verringerten Affinitat

auszugehen.®
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Die molekulare Helligkeit des Farbstoffs Atto488 betrug zwischen 8 und 12 kHz bei 50%
der maximalen Ausgangsleistung des Argonionenlasers. Dieser niedrige Wert ist durch
eine unprazise Einstellung einiger Spiegel des Lasermoduls zu erklaren, aufgrund derer
ein groler Anteil der emittierten Strahlung die Probe nicht erreichte. Nach einer
Neueinstellung durch den Hersteller wurde eine molekulare Helligkeit von ca. 80 kHz bei
0,4 % der maximalen Ausgangsleistung erreicht. Die geschilderten Eigenschaften der
Farbstoffe Rh6G und GTP-Atto wurden unter den korrigierten Bedingungen ermittelt. Da
wéhrend der Bindungsmessungen die Strahlungsintensitat in der Probe deutlich niedriger
lag, ist eine Schadigung der Farbstoffe durch ein Ausbleichen weiter reduziert. Aufgrund
der geringen verbleibenden Zeit fir die Fertigstellung diese Arbeit konnten jedoch keine
Bindungsmessungen nach der Korrektur vorgenommen werden. Da das Signal-Rausch-
Verhaltnis von der molekularen Helligkeit anhangig ist, besteht damit ein deutliches

Verbesserungspotential hinsichtlich der Qualitét der erzielten Ergebnisse.

4.3.2 Reaktion mit Rac 1

Die Messungen der Bindung von GTP-Atto an Rac 1 wurden wie fur Rab 3A beschrieben
durchgefuhrt. Wegen der niedrigen molekularen Helligkeit des Farbstoffs unter den
geschilderten Bedingungen wurde die Laserleistung von 50 % auf 80 % der maximalen
Ausgangsleistung erhéht. Es wurde so eine molekulare Helligkeit von ca. 15 kHz
erreicht. Dieses hat keine Verénderung der Diffusionszeit des freien GTP-Atto zur Folge,
da die absoluten Anderungen der Strahlungsintensitat niedrig sind. Der Wert der
Diffusionszeit fir GTP-Atto wurde daher bei 2-Komponentenfits wie fur die Messungen

mit Rab 3A auf 25 pus fixiert.

Das rekombinant erzeugte Protein Rac 1 liegt fusioniert mit einem Flag-Tag® vor,
welches gentechnisch angefiigt wurde. Daher kann es affinitdtschromatographisch
aufgereinigt werden. Der Proteingehalt der so erhaltenen und ohne weitere Behandlung

fir diese Messungen eingesetzten Eluate E2 und E3 betrug 0,514 mg/ml bzw. 0,768
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mg/ml, was bei einem Molekulargewicht von 22 kDa einer Konzentration von 22,4 bzw.
34,9 uM entspricht. Da fiir die Elution des Proteins von der Trennsaule ein Uberschuss
des Flag-Peptids eingesetzt wurde, und dieses die Bestimmung des Proteingehaltes mit
erfasst wird, ist die Konzentration des Proteins Rac 1 deutlich geringer, als die genannten
Werte. Im Folgenden werden Konzentrationsangaben dennoch auf diese Werte bezogen,
um eine Vergleichbarkeit zu ermdglichen. Eine  Auswertung hinsichtlich

thermodynamischer Grélien wie der Dissoziationskonstante Kp ist damit nicht moglich.

4.3.2.1 Diffusionszeit des GTP- Protein-Komplexes: Gré3e und
Schwankungen

Die Analyse der Bindung von GTP-Atto und Rac 1 erfordert wie fir Rab 3A einen 2-
Komponentenfit unter Fixierung der Diffusionszeiten des freien und von Rac 1
gebundenen GTP-Atto. Die Diffusionszeit des Komplexes zeigt deutliche Schwankungen
bei verschiedenen Messungen, wie auch Verdnderungen innerhalb der Dauer einer
Messreine (Abb. 4.15). Die fur verschiedene Messungen erhaltenen Werte liegen
zwischen 130 und 400 ps. Innerhalb einer Messreihe sind die Diffusionszeiten entweder
konstant (im Bereich von 150 us) oder abnehmend, wobei ein anndhernd linearer Abfall
von bis zu 50 ps Uber eine Messdauer von ca. 80 Minuten zu verzeichnen ist. Wurde die
Losung des Rac 1 vor der Zugabe im Verhaltnis 1: 10 in HBSMD verdunnt, betrug die

Diffusionszeit 2 maximal 150 ps.

Das deutet darauf hin, dass das Protein Rac 1 Aggregate bilden kann, deren Gréie in
verdinnter Lésung abnimmt. Dieses kann auch das Absinken der Diffusionszeit nach
Zugabe des Proteins in die Messlosung erklaren, wodurch ebenfalls eine Verdiinnung
bewirkt wird. Da das Protein in der Zelle mit Membranen assoziiert vorliegen kann, ist
eine Interaktion mit weiteren Rac 1-Molekdlen tber lipophile Bereiche denkbar. Da die
molekulare Helligkeit der Fluorophore wéhrend der Zunahme des Bindungsgrades keinen
Anstieg zeigt, ist davon auszugehen, dass pro Molekil des Komplexes nur ein Molekill
GTP-Atto gebunden ist. Dieses ist bei der zu erwartenden hohen Anzahl an

Proteinmolekiilen in den Aggregaten relativ unwahrscheinlich. Es kann jedoch darauf
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Diffusionszeit 2 7, / us

hindeuten, dass ein groRer Anteil der in den Aggregaten vorhandenen Molekiile seine
Fahigkeit zur GTP-Bindung verloren hat. Eine weitere mogliche Erklarung ist eine
bestehende Bindung von GDP, das wie bereits fir Rab 3A geschildert, durch die
Aufreinigung nicht oder unvollstandig dissoziiert ist. Zudem ist denkbar, dass eventuell
vorhandene Verunreinigungen in der Losung an die Proteine binden und deren

Diffusionseigenschaften verandern.

Die zeitabhéngige Zunahme des Bindungsgrades bis auf ein Plateau deutet auf eine
Sattigung der GTP-Bindung hin und tritt unabhé&ngig der Grolie der Diffusionszeit 2 auf
(Abb. 4.15). Eine Vergleichbarkeit der einzelnen Messreihen ist jedoch unter diesen
Umstanden kaum gegeben. Das schrankt die Anzahl der flr eine Auswertung zur
Verfligung stehenden Untersuchungen deutlich ein. Im Folgenden werden daher nur
Messungen beschrieben, die eine Diffusionszeit des Komplexes im Bereich von 150 us

aufweisen, so dass fir alle dieser Wert fixiert werden kann.

500

400

300

200

100

60

50

30

20

10

T T T T T 50 220 T T T T T T T
J (o)
"a L 200
180
160
© g i
3~ 140
c PD g
@ = 120
< ﬁ 00 ]
=2 100 4
&8 5 ]
o X g s0-
(=] = B
S [a n
— X 40 m  Diffusionszeit 2
L u D_|ffu5|onsze|t 2 | ] O Bindungsgrad Y
. O Bindungsgrad Y e

gsg 20 4

T T T T T T T T T 0 T T T T T T T T T

-20 0 20 40 60 80 -20 0 20 40 60 80

Reaktionsdauer / min Reaktionsdauer t / min

Abb. 4.15. Unterschiede der Diffusionszeit des Komplexes GTP-Atto + Rac 1 zwischen einzelnen
Messreihen und innerhalb einer Messreihe. Die Diffusionszeit nimmt wahrend einer Reaktionsdauer von 80

min etwa linear ab. Links [GTP] = 9,1 nM, [Rac 1] = 2,8 uM; rechts [GTP] = 6,7 nM, [Rac 1] = 11,6 uM.
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4.3.2.2 Bindungskinetik

Analog zum fiir Rab 3A beschriebenen Vorgehen wurden fir Messreihen mit Rac 1 der
erhaltene zeitliche Verlauf des Bindungsgrades durch eine Exponentialfunktion (Gl. 4.2)
angepasst und die resultierenden Ergebnisse verglichen. Fir drei exemplarische
Messungen, die nach Zugabe von jeweils 5 ul einer in HBSMD verdlnnten Losung des
Rac 1 zu 10 ul einer 10 nM Ldsung von GTP-Atto erhalten wurden, sind die Ergebnisse
eines 2-Komponentenfits (tp; = 25 us, tpz = 150 us) dargestellt (Tab. 4.2, Abb. 4.16).

[GTPI/  |[Racl]/pM|[RabA]/ |Yma/% | Tcrem/min
nM [GTP]

6,7 11,6 1731 39,8+£0,67 | 7,909

6,7 9,3 1388 3124084 |126+14

6,7 7.0 1045 2254063 |116+15

Tab. 4.2. Maximaler Bindungsgrad Ymax und Relaxationszeit zchem fiir verschiedene Konzentrationen von
Rac 1 und GTP-Atto.

Es ist klar erkennbar, dass der maximale Bindungsgrad Ynax mit steigender Konzentration
an Rac 1 von 22,5 auf 39,8 % zunimmt. Die angegebenen Konzentrationen beruhen auf
der Proteingehaltsbestimmung und sind aus den genannten Griinden wahrscheinlich zu
hoch berechnet. Die Messergebnisse unterstiitzen diese Annahme, da geméal3 Gl. 4.5 ein
Bindungsgrad wvon 50 % Dbei einer Proteinkonzentration [R] gleich der
Dissoziationskonstante Kp auftreten sollte. Diese miisste demnach deutlich tber der
héchsten gemessenen Konzentration von 11,6 uM liegen. Fir das humane Rac 1 wurde
die Dissoziationskonstante des GTP mit 240 nM bestimmt,*®® was um einen Faktor von
mindestens 10 unter dem flr das pflanzliche Rac 1 anzunehmenden liegt. Unter
Verwendung dieses Wertes berechnet sich ein maximaler Bindungsgrad von mindestens
90 % (GI. 4.7) fur alle gemessenen Konzentrationen an Rac 1, selbst unter der Annahme

einer aquimolaren Konzentration an inhibierenden GDP (Kp(GDP) = 620 nM).*
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Abb. 4.16. Bindungsgrad Y als Funktion der Reaktionsdauer fir verschiedene Konzentrationen an Rac 1.
[GTP-Atto] = 6,7 nM. Reaktionsmedium HBSMD. Zugabe des Proteins zum Zeitpunkt t = 0.

Nimmt man an, dass die Dissoziationskonstanten des humanen und pflanzlichen Rac 1 in
einer vergleichbaren GroRenordnung liegen, ist die Konzentration an aktivem Rac 1 um
ca. 1 — 2 Zehnerpotenzen niedriger als angegeben. Es ist daher vorstellbar, dass die
teilweise erhohte Diffusionszeit des gebundenen GTP-Atto durch Anlagerung inaktiver
Proteine hervorgerufen wird. Hier wird die generelle Problematik der FCS-Messungen
deutlich, Bindungsaussagen hinsichtlich des markierten kleineren Liganden zu machen
und kaum Hinweise auf die Aktivitat des groReren Interaktionspartners zu geben. Dessen
Konzentration in biologisch aktiver Form muss bekannt sein, um thermodynamische

GroRen aus den Messergebnissen zu berechnen.

Eine umgekehrte Herangehensweise wird beispielsweise in Filterbindungstest mit
radioaktiv markierten Liganden genutzt. Ein Uberschuss des kleineren Bindungspartners
ermoglicht dort, die Konzentration des Rezeptors in aktiver Form bei einem
Bindungsgrad von 100 % zu ermitteln. Fir FCS-Messungen wére denkbar, durch
unterschiedliche Markierung beider Interaktionspartner und Kreuzkorrelationsanalyse
diesen Nachteil zu kompensieren. Unter diesen Bedingungen konnte der kleinere Ligand

(hier GTP-Atto) in hoherer Konzentration eingesetzt werden, als der Bindungspartner
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(hier Rac 1) und so gegebenenfalls eine vollstdndige Bindung bezogen auf den aktiven
Anteil des grolReren Partners ermdglichen. Dessen Konzentration kann durch die

Kreuzkorrelationsanalyse ermittelt werden.

Die Relaxationszeiten der Bindung von Rac 1 (Tab. 4.2) liegen zwischen 7,9 und 12,6
min und damit um einen Faktor von 3 — 4 unter den fur Rab 3A bestimmten Werten. Das
kann nach Gl. 4.4 durch héhere Geschwindigkeitskonstanten und oder oder durch eine
hohere Konzentration der Reaktionspartner erklart werden. Ein Vergleich publizierter

Daten von Rab 3A und des humanen Rac 1 ist in Tabelle 4.3 dargestellt.

Rab 3A% Rac 1 human®
Kp /nM 46 240
Kaiss / min™t 0,024 0,031
Kass / (uM*min)™ 0,52 0,129

Tab. 4.3. Publizierte thermodynamische und kinetische Daten von Rab 3A und humanem Rac 1.

Unter Verwendung dieser Daten ist nach Gl. 4.5 anzunehmen, dass die Konzentration an
Rac 1 groRer als die des Rab 3A sein muss, um die kirzeren Relaxationszeiten zu
erreichen. Damit kann eine untere Grenze der Konzentration an aktivem Rac 1 von 50
nM (maximale Konzentration an Rab 3A) genannt werden, wahrscheinlicher ist ein Wert
im Bereich von 107 M in der Messlésung, was in Ubereinstimmung mit dem gemessenen
maximalen Bindungsgrad unter der Beriicksichtigung der Dissoziationskonstante des

humanen Rac 1 ist.
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Bindungsgrad Y / %

104

4.3.2.3 Kompetition und Verdrangung

Um die Spezifitdit der Bindung von GTP-Atto und Rac 1 zu untersuchen, wurden
Kompetitionsstudien mit unmarkiertem GTP durchgefuhrt. Dieses sollte in einem
Uberschuss eingesetzt ein spezifisch gebundenes GTP-Atto verdriangen beziehungsweise

dessen Bindung verhindern.
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Abb. 4.17. Kompetition durch unmarkiertes GTP. A: [GTP-Atto] = 5 nM, [Rac 1] = 1,7uM, zusatzlich in
Messreihe o [GTP] = 5 uM. B: [GTP-Atto] = 10 nM, [Rac 1] = 34 uM, Messvolumen 10 pl, bei t =0 in
Messreihe B dazugegeben: 1 ul (Mischung [GTP] =450 uM + [EDTA] = 45 mM).

In Gegenwart eines 1000fachen Uberschusses unmarkierten GTPs bezogen auf GTP-Atto
ist ein deutlich geringerer Anstieg des Bindungsgrades Y zu verzeichnen, als ohne
Zugabe dieses Kompetitors (Abb. 4.17 A). Der zeitabhéngige Verlauf ist in diesem Fall
linear, was darauf schlieBen lasst, dass der Vorgang nicht zu einer Sattigung flhrt. Das
deutet darauf hin, dass es sich um eine unspezifische Bindung von GTP-Atto handelt. Fir
eine Auswertung der Messungen ist der auf eine unspezifische Bindung zurlickgehende

Anteil des Bindungsgrades unter den jeweiligen Bedingungen zu bestimmen und von
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dem Gesamtbindungsgrad abzuziehen. Das wurde bei dieser Auswertung nicht getan, da
die geringe Anzahl an Messungen keine prézise Angabe des entsprechenden Wertes
erlaubte. Qualitativ ist davon auszugehen, dass ein reduzierter Bindungsgrad zu einer

groleren Dissoziationskonstante fuhrt.

Weiterhin wurde der Einfluss von unmarkiertem GTP in Kombination mit EDTA auf die
Bindung von GTP-Atto untersucht. Dazu wurde beide Stoffe einer bei Raumtemperatur
90 min vorinkubierten Mischung von GTP-Atto und Rac 1 zugesetzt und der Verlauf des
Bindungsgrades verfolgt (Abb. 4.17 B). Man erkennt, dass vor Zugabe von GTP und
EDTA ein Bindungsgrad von ca. 45 % vorlag, der in der parallel durchgefuhrten
Vergleichsmessung ohne Zugabe von GTP und EDTA konstant bleibt. Direkt nach der
Zugabe von GTP und EDTA ist ein starkes Absinken und darauf ein Anstieg des
Bindungsgrades auf ber 65 % zu verzeichnen. Dieses tritt in einer weiteren Messung
ebenfalls auf, wobei der genaue Verlauf nur schlecht zu beschreiben ist, da durch die
parallele Durchfihrung mehrerer Messreihen der zeitliche Abstand der einzelnen
Messpunkte ansteigt. Von dem ca. 20 Minuten nach der Zugabe erreichten Maximum des
Bindungsgrades erfolgt eine Abnahme bis auf 11 %, welche durch die
Exponentialfunktion erster Ordnung beschrieben werden kann. Ein solcher Verlauf ist fir
einer Dissoziationsreaktion erster Ordnung zu erwarten, jedoch ist der Beginn mit 20
Minuten nach Zugabe von GTP und EDTA sehr spét. Es ist daher denkbar, dass der
schnelle Abfall des Bindungsgrades direkt nach der Zugabe auf eine Verdrangung des
gebundenen GTP-Atto durch unmarkiertes GTP zuriickgeht. Durch das anwesende
EDTA sollte eine rasche Entfernung des Magnesiums aus Komplexen von Rac 1 und
GTP-Atto moglich sein und die Dissoziation damit schneller ablaufen. Weitere
Messungen in kirzeren Zeitintervallen sollten den zweifachen Abfall des Bindungsgrades

genauer beschreiben und damit eine bessere Grundlage einer Analyse liefern.

In beiden Féllen tritt jedoch ein minimaler Bindungsgrad von etwa 11 % auf, der bei
langerer Reaktionsdauer konstant bleibt. Das spricht wiederum fur eine unspezifische
Bindung, da unter diesen Bedingungen ein mehr als 1000facher Uberschuss an

unmarkiertem GTP vorliegt. Der verbleibende Bindungsgrad betragt 23 % des
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Ausgangswertes und ist damit relativ hoch. Da unter den Versuchsbedingungen die
Diffusionszeit des Komplexes bei 180 — 200 us lag, ist es moglich, dass die unspezifisch
Bindung von GTP-Atto aufgrund einer Interaktion mit Aggregaten stattfand und bei

nativem Rac 1 nicht oder in verminderter Weise auftritt.

Die hier gezeigten Ergebnisse zeigen, dass GTP-Atto spezifisch an Rac 1 bindet, da es
durch unmarkiertes GTP kompetitiv zu verdrédngen ist. Eine gleichzeitig auftretende
unspezifische Bindung ist wahrscheinlich. Aufgrund der teilweise auftretenden
Aggregation des Bindeproteins bleibt offen, ob diese unspezifische Interaktion mit den
nativen Protein ebenfalls auftritt, oder durch gegebenenfalls angelagerte Bestandteile der
Losung hervorgerufen wird. Dieses zu klaren und gegebenenfalls das Ausmald der

Interaktion zu ermitteln, erfordert weitere Untersuchungen.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse zeigen die Anwendbarkeit der
Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie zur Untersuchung verschiedener physikalisch-
chemischer sowie biologischer Fragestellungen. Beginnend mit der Charakterisierung
photophysikalischer Merkmale von Fluoreszenzfarbstoffen werden deren Photostabilitét
und Tripleteigenschaften sowohl in Abhdngigkeit der Intensitit der Anregungsstrahlung
beschrieben, als auch Reaktionen auf Verénderungen der chemischen Umgebung
aufgezeigt. Damit erschlief3t sich eine weitere Informationsquelle neben der durch FCS-
Messungen erhéltlichen Diffusionszeit des Fluorophors. So konnte die Interaktion
lipophiler Fluorophore mit Detergenzmicellen und Lipidvesikeln anhand eines Anstiegs
der Diffusionszeit sowie des Tripletanteils gezeigt und die GroRe der Partikel durch den
hydrodynamischen Radius dieser Komplexe bestimmt werden. Es sollte daher mdglich
sein, eine Veranderung der GroRe von Lipidaggregaten infolge einer unterschiedlichen
Zusammensetzung auf Einzelmolekilebene zu beschreiben. Bei geeigneter Markierung
der Bestandteile konnte eine Kreuzkorrelationsanalyse deren Anteile in einem solchen
Aggregat bestimmen. Dieses kann in Hinblick auf die Anwendung von Lipidvesikeln als

Shuttle von pharmazeutischen Wirkstoffen von Bedeutung sein.

Nach einer Charakterisierung der Fluorophore als Voraussetzung fiir deren Einsatz in
weiteren Messungen wurden drei biologische Systeme untersucht. Die analysierten
Bindungsreaktionen sind in der zellularen Signaltransduktion von Bedeutung, wobei die
Interaktionen von LPS und Mt-CD14 sowie GTP und Rac 1 zeitlich gestaffelt im

Zusammenhang der Immunabwehr auftreten.

Das in wassriger Lésung hochmolekulare Aggregate bildende LPS wurde durch das
Detergenz Natriumdeoxycholat zu einer weitgehenden Reduktion deren GréRRe gebracht,
was durch das Fluoreszenzsignal der markierten LPS-Molekule erkennbar war. Unter
diesen Bedingungen konnte anhand der Verdnderung verschiedener Parameter wie der
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Diffusionszeit, des Bindungsgrades und der Gesamtteilchenanzahl der Fluorophore eine
Interaktion mit dem Mt-CD14 enthaltenden Proteinextrakt gezeigt werden. Da dieses
Extrakt neben Mt-CD14 weitere Proteine beinhaltet, kann die Bindung von LPS an Mt-

CD14 als alleinige Ursache nicht mit Sicherheit genannt werden.

Aus dem Grund sind weitere Messungen mit dem aufgereinigten Protein sinnvoll. In
diesem Zusammenhang ist es angeraten, die Fluoreszenzmarkierung des LPS mit einem
anderen Farbstoff durchzufuhren, da der ungebundene Anteil des hier verwandten
Farbstoffs RITC wahrscheinlich aufgrund seiner hydrophoben Eigenschaften nicht
vollstandig entfernt werden konnte. Ebenfalls ist es sinnvoll, die Dispersion der LPS-
Aggregate zu verbessern, um die Bindung von LPS-Monomeren an Mt-CD14 zu
verfolgen. Messungen zeigen, dass dieses durch eine gesteigerte Konzentration des
Detergenz moglich sein sollte, wobei gleichzeitig eine Solubilisierung von an
Oberflachen adsorbierter LPS-Molekiile erfolgt. Die Reaktionsbedingungen haben jedoch
auch der Stabilitat des Proteins Rechnung zutragen, so dass eine Optimierung hinsichtlich
verschiedener Parameter erfolgen muss. Eine Alternative stellt auch hier die
Kreuzkorrelationsanalyse dar, durch die bei gleichzeitiger Markierung von LPS und Mt-

CD14 auch eine Bindung von Mt-CD14 an LPS-Aggregate zu detektieren waére.

Die Bindung von GTP-Atto an Enzyme aus der Gruppe der kleinen G-Proteine wurde an
zwei Proteinen untersucht. Messungen mit dem in reiner Form vorliegenden Rab 3A
zeigen einen konzentrationsabhangigen Anstieg des maximalen Bindungsgrades, dem
zufolge eine Dissoziationskonstante von (25,9 + 4,8) nM berechnet werden kann. Diese
ist in guter Ubereinstimmung mit publizierten Werten, die bei (15 + 3) nM
beziehungsweise 46 nM liegen. Ein mdglicherweise von Rab 3A gebundenes GDP-
Molekul wurde hier nicht berlcksichtigt, wirde jedoch einen geringeren Wert der
Dissoziationskonstante bewirken. Fir eine Anwesenheit von GDP spricht der schnellere
Reaktionsverlauf bei reduzierter Magnesiumkonzentration. Diese sollte eine Dissoziation
des GDP erleichtern und damit den Anteil an freiem Rab 3A erhéhen. In Gegenwart eines
Uberschusses EDTA wird ein geringerer maximaler Bindungsgrad erreicht, was mit der
héheren Dissoziationskonstante unter diesen Bedingungen erklart werden kann. Die
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Ergebnisse sind in Ubereinstimmung mit Erwartungen aufgrund von Publikationen
betreffend des untersuchten Proteins Rab 3A und zeigen damit die Anwendbarkeit des
Verfahrens auf die Bindung von GTP an G-Proteine. Darauf aufbauend wurde das

pflanzliche Protein Rac 1 in gleicher Weise untersucht.

Die Untersuchung der GTP-Bindung bei Rac 1 ergab wie bei Rab 3A einen Anstieg des
maximalen Bindungsgrades mit steigender Konzentration des Proteins. Aufgrund des
vergleichsweise niedrigen Bindungsgrades und der teilweise hohen Diffusionszeiten der
Komplexe ist anzunehmen, dass ein grolRer Anteil des Proteins in inaktiver Form und
wahrscheinlich mit GTP-bindenden Rac 1 aggregiert vorliegt. Die GroRe dieser
Aggregate ist schwankend, nach einer Verdlinnung der Proteinlésung liegt die
Diffusionszeit jedoch in einem fir monomeres Rac 1 zu erwartenden Bereich.
Thermodynamische Groflen waren unter diesen Bedingungen nicht zu erhalten.
Untersuchungen durch Kompetition mit einem unmarkierten GTP zeigten eindeutig eine
Spezifitdt der Bindung zwischen GTP-Atto und Rac 1, es ist jedoch von einer
Kombination aus spezifischer und unspezifischer Bindung auszugehen. Inwieweit die
unspezifische Bindung auf eine Interaktion mit den Proteinaggregaten zurlickgeht, bleibt

zu klaren.

Die Untersuchungen von Rab 3A und Rac 1 zeigen, dass die Fluoreszenzkorrelations-
spektroskopie geeignet ist, die Bindung von GTP an Proteine dieser Klasse zu
beschreiben. Nach einer weitergehenden Analyse der Bindungsspezifitdt und
gegebenenfalls einer rechnerischen Kompensation sollten prazisere Daten hinsichtlich
kinetischer und thermodynamischer GroRen zu erhalten sein. Dafiir ist entscheidend, das
Protein in der apo-Form (ohne gebundenes GDP) zu untersuchen. Von Interesse ist
weiterhin die Interaktion von Rac 1 mit GDIs. Diese verhindert die Dissoziation eines
gebundenen GDP, wodurch die Bindung von GTP-Atto unterbleibt oder einen
niedrigeren Bindungsgrad erreicht. Gegenuber anderen Messmethoden ist der fiir FCS-

Messungen geringe Bedarf an Untersuchungsmaterial sicherlich von Vorteil.
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Wurde ein System in vitro hinreichend charakterisiert, ist eine Messung in vivo denkbar.
Die Anwendung der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie auf dieses Gebiet ist nach
einer Anpassung des mathematischen Modells der Diffusion mdglich. Hier spielen neben
chemisch synthetisierten Fluorophoren Farbstoffe biologischen Ursprungs wie GFP und

seine modifizierten Varianten eine Rolle.

Weitere und komplementdre Informationen sind durch die Analyse des
Fluoreszenzsignals mittels der PCH-Technik zu erhalten. Da die entsprechenden
Rohdaten durch das ConfoCor 2 zur Verfligung gestellt werden, ist hierzu lediglich eine
Analysesoftware erforderlich. In einer Kombination mit Laser-Scanning Techniken ist
eine bildliche Darstellung sowie physikalische Interpretation dynamischer Prozesse
innerhalb lebender Zellen mdglich. Eine interdisziplindre Vorgehensweise wie in dieser

Form sollte das Verstandnis biologischer Vorgéange in Zukunft deutlich voranbringen.
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