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Kurzfassung

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Messung der Bindungskonstanten der Oestrogenre-
zeptoren, deren Konzentrationen grofen Einfluss auf bestimmte Tumorproliferationsraten
haben. Die Bindungskonstanten (kp-Werte) der Oestrogenrezeptoren o und /3 werden mit
zwei unterschiedlichen Methoden bestimmt, dem molekularbiologischen 'Bandshift- Assay’
und der physikalischen Methode, der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie.

Ausgehend von der RNA-Isolierung wird die Expression der Oestrogenrezeptoren ER-
a und ER-3 bis zum aufgereinigten biologisch aktiven Rezeptor durchgefiihrt. Mittels
des 'Bandshift-Assay’ werden die Bindungskonstanten der Rezeptoren bestimmt. Aus der
Analyse ergibt sich fiir die Gleichgewichtskonstanten kp_, = 0.42£0.03 nM und kp_p =
0.33 = 0.028 nM.

In systematischen Untersuchungen der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS)
wird gezeigt, daft die statistischen Abweichungen der Messungen deutlich verringert wer-
den kénnen. Aus der Parametrisierung der fundamentale Autokorrelationsfunktion (AKF),
welche die komplette Information der Messung enthélt, wurden die Bindungskonstanten
bestimmt.

Die mit der FCS-Methode ermittelten Bindungskonstanten betragen kp_, = 0.62 +
0.015 nM und kp_g = 0.28 = 0.008 nM. Der Vergleich der beiden Methoden zeigt eine
deutliche Zunahme der Genauigkeit der FCS-Messungen.

Abstract

This thesis describes the measurement of equilibrium binding constants for the estrogen-
receptors by two methods, bandshift-assay and fluorescence correlation spectroscopy. The
complete procedure of the protein expression (pro- and eucaryont cells), for the estrogen-
receptor a and (3, is successfully accomplished.

To determine the constants the molecular-biological "bandshift-assay’ method is used.
Using this method the equilibrium constants are determined to kp_, = 0.42 4+ 0.03 nM
and kp_g = 0.33 £ 0.028 nM.

Substantial systematic studies of the fluorescence correlation spectroscopy (fcs) are per-
formed and a noticeable decrease of the statistical error of the measurements is achieved.
The binding constants are determined by parametrisation of the fundamental autocorre-
lationfunction (acf) which contains the complete information of the measurement.

The equilibrium binding constants for the estrogen receptors measured by the fcs-
method are: kp_, = 0.62 £0.015 nM and kp_g = 0.26 & 0.008 nM. Comparisons
of the results of these two methods show that the precision of the fcs measurements is
significantly improved.
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Kapitel 1

Einleitung

Eine Frage vorweg! Wie kommt ein Physiker, der sein Diplom in der Hochenergie Physik
am DESY in Hamburg abgelegt hat, eigentlich dazu sich von diesem spannenden Gebiet
abzuwenden und sich dem komplexen interdisziplindren Bereich zwischen Molekularbio-
logie und Physik zuzuwenden?

Die Entwicklungen der letzten Jahren in der molekularbiologischen Diagnostik haben
verdeutlicht, dafs diese zunehmend auf physikalische Methoden angewiesen ist. Ein grund-
legendes Problem der molekularbiologischen Diagnostik besteht bisher darin die Eigen-
schaften der einzelnen Molekiile und deren Eigenschaften zu bestimmen. Diese sind die
zentralen Elemente, die einen grundlegenden Einflufs auf den Stoffwechsel und somit auch
auf das Leben haben. Insofern ist es folgerichtig, die Eigenschaften der Molekiile nicht
nur in ihrem Umfeld zu erforschen, sondern die Eigenschaften der Molekiile selbst zu
bestimmen. Genau hier liegt das Potential der Einbeziehung physikalischer Methoden.

In dieser Arbeit wird man aber aufgrund der Interdisziplinaritdt des Themas immer
wieder hin und her geworfen zwischen den Begriffs- und Disziplin-Welten, und das ist gut
so. So wird sich der geneigte Leser ofters freuen, wenn er auf vertraute Begriffe trifft. Man
fithlt sich gleich besser.

Im Fokus dieser Arbeit steht die Optimierung der Erforschung einzelner Molekiile. Hier-
zu wird ein Vergleich einer molekularbiologischen mit einer physikalischen Methode vor-
genommen. Vor diesem Vergleich steht die Herstellung der untersuchten Molekiile mit
den Mittel der Molekularbiologie. Die Arbeit léfit sich somit in einen eher molekular-
biologischen- und einen physikalischen Abschnitt unterteilen.

Doch nun zuriick zur "harten’ Wissenschaft. Das fundamentale Dogma der Molekular-
biologie ist, dalt DNA in RNA {ibersetzt wird und daraus die biologisch "aktiven’ funk-
tionellen Einheiten, die Proteine, entstehen. Etwas abstrakter formuliert: bei diesem Pro-
zels wird eine eindimensionale einfache Information in eine dreidimensionale komplexe
Struktur iiberfithrt. Hierbei ist der zentrale Prozef die Transkription (DNA -> RNA)
[7]. Eine Fehliibersetzung kann dramatische Folgen nach sich ziehen bzw. den Ablauf der
Prozesse eines Lebewesens nachhaltig verandern. Diese Schliisselrolle, die der Transkrip-
tion zukommt macht sie zu einem attraktiven Kontrollelement der Expression von Genen
in Zellen. Es gibt noch viele weitere Kontrollelemente der Proteinexpression, wie RNA-
Splicing, die Lebensdauer der RNA, der Transport des Genprodukts ins Zytoplasma oder
die Translation von RNA in Proteine. Diese kénnen jedoch nicht aktiv werden wenn keine
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2 KAPITEL 1. EINLEITUNG

DNA-Sequenzen in RNA transkribiert werden. Neben der Aufdeckung der Steuermecha-
nismen der Proteinexpression wurde mit dem international bekannten Projekt! '"HUGO’
ein anderer Weg beschritten. Hier wurde das komplette Genom eines Menschen bestimmt,
um aus diesen Daten moglichst alle exprimierten Gene bestimmen zu konnen |[8].

Kennt man also die Steuermechanismen der Transkription fiir ein bestimmtes Gen, so
1éf5t sich die Expression des Genprodukts direkt beeinflussen. Dies ist letztlich das Ziel der
modernen Molekularbiologie bzw. der Gentechnik. Man ist damit in der Lage, Fehlsteue-
rungen des Stoffwechsels des Lebewesens zu korrigieren oder positiv im Sinne einer Heilung
zu beeinflussen. Ein Steuerungsmechanismus stellen die Promotorsequenzen (DNA) dar,
an die Koaktivatoren binden, so daf die Transkription initiiert werden kann [9, 10]. Bei
Proteinen die kontinuierlich im Stoffwechsel benotigt werden, werden die entsprechenden
Sequenzen permanent abgelesen, ohne dak es eines komplizierten Steuerungsmechanismus
bedarf. Bei Genprodukten, die nur in bestimmten Phasen der Entwicklung oder bei be-
stimmten dufteren Einfliilssen benotigt werden, tritt eine komplizierte Steuerung in Kraft.
Es wird zu Beginn der Transkription ein vielschichtiger Transkriptionsapparat benotigt
(vgl. Abb.(1.1). Ein Beispiel wéren hierfiir der Rezeptor PXR, der in der Pubertét eine
wichtige Rolle spielt oder Adrenalin, welches bei extremen Stresssituationen in kiirzester
Zeit ausgeschiittet wird. Hier wird die Transkription iiber Rezeptoren, die spezifisch an die
DNA binden und (teilweise) tiber eine Vielzahl weiterer Kofaktoren initiiert. In der Abbil-
dung 1.1 ist die Funktion des Oestrogenrezeptors fiir den Transkriptionsstart gezeigt. Der
Rezeptor bindet als Homodimer an der DNA. Durch eine weitere Bindung, des Hormons
Oestrogen, wird eine ganze Bindungs-Kaskade ausgelost bis schlieflich die Initiierung der
Transkription moglich ist [11].

Hn'rm m—Respn'nse-
Element

m-RNA N\ /N /NSNS
Translation der m-RNA / J

an den Ribosomen.
Hier entstehen die
Proteine.

Estradiol

Struktur des
Oestrogenrezeptors

Abbildung 1.1: Initiierung der Transkription durch die Bindung des Oestrogenrezeptors an die DNA-
Bindungsstelle (links). Durch diese erste Komplexbildung wird eine ganze Kaskade in Gang gesetzt. Die
Transkription ist somit mdglich und damit auch die Steuerung der Genexpression.

'THUGO — Human Genome Projekt. Im Rahmen diese Projekts wurde die komplette DNA-Sequenz
(Genom) eines Menschen bestimmt.



Ein Schliissel zum tieferen Verstdndnis der Wirkungsweise von transkriptionellen Re-
zeptoren ist die Aufklarung der Bindung zwischen dem Rezeptor und der DNA. Insbe-
sondere ist die Wirkung von Liganden auf dieses System von entscheidender Bedeutung.
Mit der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie ist man in der Lage, diese Fragen zum
Versténdnis der Rezeptor-DNA-Bindung zu beantworten. Mehr noch, man gewinnt weite-
re, zusatzliche Information gegeniiber den klassischen Methoden hinzu und das in einem
deutlich kiirzeren Zeitraum.

Dies ist wesentlich fiir diesen Forschungsbereich, in dem nicht einzelne Liganden unter-
sucht werden, sondern ganze ’Ligandenbibliotheken’. Das Ziel ist die Findung von phar-
makologischen bzw. stoffwechselaktiven Substanzen. Dies ist praktisch nur zu erreichen,
wenn man sich frithzeitig in dieser Suche auf Substanzen konzentrieren kann, die das
Potential haben, eine Wirkung zu erzeugen.

Ferner ist dieses Verfahren prinzipiell vollstdndig automatisierbar: von der Probenbe-
reitstellung iiber die Gewinnung und Verarbeitung der Daten bis hin zur kompletten
Analyse. Dies wird man mit den bisherigen gelgestiitzten Systemen nicht erreichen kon-
nen.

In dieser Arbeit soll der Fokus genau auf die Wechselwirkung bzw. die Bindung zwischen
DNA und Rezeptor-Proteinen gelegt werden. Insbesondere soll die Art und Weise sowie die
Bindungsstarke zwischen diesen vollig verschiedenen Molekiilen untersucht werden. Die
zentrale Methode ist hierbei die Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie, die es ermoglicht
einzelne Molekiile zu untersuchen, so dafs man in der Messung nicht ein Ensemble von
Molekiilen mifst, sondern den Ensemblewert einzelner Molekiile bilden kann. Dies ist ein
wesentlicher Vorteil gegeniiber den sonst iiblichen Verfahren. Die folgende Abbildung (1.2),
die den kompletten Transkriptionsapparat fiir den Oestrogenrezeptor zeigt, verdeutlicht
das komplexe Zusammenspiel der Initiation der Transkription.

Abbildung 1.2: Darstellung des Transkriptionsapparates fiir den Oestrogenrezeptor.

Nach dieser eher auf das Mefsystem bezogenen Einfiihrung wird anhand der Wech-
selwirkung des Oestrogenrezeptors ein Einblick in die Bedeutung der Rezeptorforschung
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gegeben [12].

Oestrogen spielt eine zentrale Rolle in der reproduktiven Physiologie. Der zelluldre Ef-
fekt von Oestrogen wird iiber die Bindung an den Nuklearen Rezeptor (ER) vermittelt,
welcher die Transkription von Genen aktiviert, die die zellulire Wachstumskontrolle be-
einflussen. Zwei dieser Rezeptoren, bezeichnet als ER-a und -3 vermitteln diesen Effekt
im Zusammenspiel mit weiteren Koaktivatoren. Diese Rezeptoren kénnen auch direkt mit
anderen Rezeptoren der Steroid-Rezeptor "Superfamilie” wechselwirken. Es besteht ferner
eine komplexe Wechselwirkung zwischen den Oestrogensignalwegen und Steuerungsereig-
nissen, die durch andere Wachstumsfaktoren, beispielsweise epidermale oder insulinarti-
ge, initiiert sind. Oestrogen beeinflufst eine Vielzahl von Krebskrankheiten, unter ande-
rem Brustkrebs und Endometriumkrebs. Antioestrogene, wie Tamoxifen, reduzieren die
Tumorgroke bei Brustkrebs, sowie das Risiko an Brustkrebs zu erkranken. Jedoch ver-
ursacht dieses Antioestrogen auch 'Nebenwirkungen’, wie Endometriumkarzinome bzw.
erhoht das Risiko von Thrombosen.

Mit dieser Darstellung der Bedeutung der Rezeptorforschung fiir das Wohl vieler Men-
schen soll die Einfilhrung in dieses Feld enden. Diese Arbeit wurde im Rahmen eines
Leitprojektes der Bundesanstalt fiir Forschung und Entwicklung unterstiitzt und durch-
gefiihrt.



Kapitel 2

Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie

Die Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) ist eine mittlerweile sehr vielseitige,
in der Biotechnologie eingesetzte Methode zur Untersuchung von Wechselwirkungen zwi-
schen Molekiilen. Dies ist auch in der lebenden Zelle [13] moglich. Die FCS beruht auf der
Analyse der gemessenen Fluoreszenzspektren bzw. deren Fluktuationen. Diese werden in
einem kleinen Volumenelement, welches durch einen Laser und dessen nachgeschalteter
Optik illuminiert aufgenommen.

Sample
Chamber
.
IF \
Objective Lens
1 G /DM lxdo NA1 2w
E.=IF =
i
| Digital Correlator]| d
<0 5w oo ALY 8000
I\
* P
Pin Hole (30um)

Abbildung 2.1: Der schematische Aufbau der FCS-Messanordnung.

In diesem Volumenelement, typischerweise in der Grofenordnung von wenigen femto
Liter (1 = 1um?), werden die mit Fluorophoren markierten Molekiile angeregt und
geben Fluoreszenzlicht ab. Aufgrund des extrem kleinen Volumens kann, bei geeigneter
Konzentration der Molekiile, eine Einzelmolekiil-Detektion (Single Molecule Detection
SMD) durchgefiihrt werden. Dies gilt nur im Rahmen der Statistik und nicht in dem Sinne,
daf mit diesem Verfahren einzelne, individuelle Molekiile iiber die Mefkdauer verfolgt
werden.
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In Abbildung (2.1) ist der komplette FCS-Mefaufbau schematisch dargestellt. Entschei-
dend bei diesem Verfahren ist dabei die Tatsache, dak die Messung hier an einem ’offenen’
System stattfindet, sprich das Detektionsvolumen ist nicht abgeschlossen, sondern stellt
vielmehr einen Teil eines Gesamtvolumens von typischerweise 10ul dar. Ein weiterer sehr
wesentlicher Vorteil dieser Methode ist, daf die Messungen, also in diesem Fall die Bestim-
mung der Bindung zwischen einem DNA-Oligomer und einem Protein, in einer homogenen
Phase durchgefiihrt werden kann und somit ndher an der physiologischen Situation ist.
Dies ist bei dem sogenannten Gelshiftassay nicht moglich, da hier die Messung nicht in
einem thermodynamischen Gleichgewicht ablaufen kann.

Abbildung 2.2: Die Darstellung zeigt den realen Aufbau der FCS-Messanordnung mit den Komponenten
Laser und Mikroskopeinheit.

Dies ist auch nicht bei einer Messung mit einem BiaCore® Gerdt mdoglich, da ein
Bindungspartner immer immobilisiert werden mufs, um die Messung durchfiihren zu kon-
nen. Diese Immobilisierung wird auf einer Avidin-beschichteten Goldschicht (wenige nm
dick), die sich auf einem Glastriger befindet, vorgenommen. Hier bedient man sich, von
der Stéarke der Bindung her gesehen, einer fast kovalenten Bindung zwischen Avidin und
Biotin (10 nM). Somit ist man sicher, daf sich der Bindungspartner nicht von der Detek-
tionsschicht 16st. Ein derart préaparierter 'Chip’ ist durch diesen Immoblisierungsschritt
fiir viele weitere Experimente nutzbar, wobei er die gleichen Bedingungen bietet wie zu
Beginn der Messung.

!BiaCore® ist ein MeRverfahren, welche sich auf den physikalischen Vorgang der Oberflichen
Plasmonen-Resonanz (surface-plasmon-resonance SPR) stiitzt.



In der Abbildung (2.2) ist die reale FCS-Messanordnung zu sehen. Sie zeigt das FCS-
Gerét von Zeiss-Evotec, wie es fiir diese Arbeit benutzt wurden.

Anhand der Abbildung 2.3 soll nun der Lichtweg des ConforCor beschrieben werden.
Mit dem Laser wird das Anregungslicht erzeugt und tiber einen Lichtleiter (Glasfaser) in
das ConfoCor eingekoppelt. Nach einigen Filtern, Linsen und einem Strahlaufweiter trifft
das Laserlicht auf das Objektiv. Dieses fokussiert das Licht auf einen festen Punkt in der
Probe (vgl. Ausschnitt in der Abbildung 2.3). Markierte Molekiile, die an diesem Punkt

ConfoCor®

objective

flter/
dichroic
mirror |
laser exciting
light beam
emitted ,
light |
e NS ‘ J
A\ o
W evorec V[~ detector I

pinhole correlator

Abbildung 2.3: Strahlengang des ConfoCorl mit allen wesentlichen Elementen sowie den Datenerfassungs-
komponenten.

angeregt werden, emittieren Licht in jede Raumrichtung. Der Teil des Emissionslichtes, der
von diesem Punkt auf das Objektiv féllt, kann detektiert werden. Hierfiir mufs das Licht
tiber einen Strahlteiler, ein System aus Linsen, Spiegel und einer Lochblende (pinhole) auf
die Detektoreinheit (Photodiode) geleitet werden. Mit der Photodiode werden die emit-
tierten Photonen in ein Fluoreszenz-Signal (F(t)) umgewandelt. Die Analyse des Signals
(F(t)) ist die Grundlage der Autokorrelationsfunktion. Diese wird mit einem "Hardwa-
re’ Korrelator berechnet. Die Parametrisierung der Autokorrelationsfunktion liefert die
relevanten (Mess)-Grofen.



Kapitel 3

Grundlagen

In diesem Kapitel werden die wesentlichen Methoden und Konzepte bereitgestellt, die in
dieser Arbeit angewandt wurden. Der erste Teil beschéaftigt sich mit den Prinzipien der
Einzelmolekiil-Spektroskopie sowie der technischen Umsetzung. Insbesondere werden die
Signalentstehung, die Signaldetektion sowie deren Auswertung beleuchtet. Hierbei wurde
der Entwicklung der mathematisch-physikalischen Beschreibung viel Platz eingerdumt,
um den Mefs-Auswerte-Vorgang komplett darstellen zu kénnen. Ferner werden die Kern-
bauteile des Mefaufbaus vorgestellt.

Im zweiten Teil werden die Charakteristika verschiedener Molekiile — DNA, Proteine,
Hormone — und die Verfahren ihrer Nachweisbarkeit ausfiihrlich besprochen. Anschliefsend
werden die Vorgehensweisen der Proteine-Herstellung beschrieben. Dieser Teil schliefst mit
der Beschreibung der Bindungskinetik, wie sie fiir die Auswertung der biologischen Daten
benétigt wird.

3.1 Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie

Im folgenden Abschnitt wird die fiir die Auswertung der Messung fundamentale Autokor-
relationsfunktion (AKF) hergeleitet. Um der besonderen Mefssituation Rechnung zu tra-
gen bzw. die intrinsischen Eigenschaften der Fluorophore nicht zu vernachlissigen, werden
die entsprechenden Korrekturterme zur AKF, entwickelt. Die Korrekturterme beschreiben
jeweils eine spezielle physikalische Situation, die je nach Planung des Experiments, je nach
dem, welche Objekte (z.b. Zellen, Proteine oder DNA-Oligomere) untersucht werden, ins
Kalkiil der Auswertung gezogen werden miissen.

Die Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) Messung basiert auf der statisti-
schen Analyse des zeitlich aufgelosten Fluoreszenzsignals. Hierbei ist die zeitliche Ab-
folge der gemessenen Fluoreszenzwerte gemeint, welche mittels einer Avalanchediode bis
in den fs-Bereich aufgezeichnet werden konnen. Als mathematisches Mittel zur Analyse
der Werte wird die Autokorrelationsfunktion herangezogen. Hierbei werden die Fluores-
zenzwerte mit sich selbst korreliert und iiber die Verschiebungszeit 7 aufgetragen. Aus der
Anpassung einer Funktion an die Korrelationswerte konnen die Kenngrofsen der Messung
bestimmt werden. Diese eher abstrakte Beschreibung lafst sich im folgenden durch den
realen Mefsvorgang anschaulicher darstellen. Die grundlegende Idee zur Entwicklung der
Modellfunktion ist die mathematische Beschreibung der freien Diffusion von Teilchen.

Die Basis fiir die Diffusion von Teilchen stellt das Modell des 'random-walk’ dar: Man
geht davon aus, dafs sich die beobachtbaren Teilchen statistisch unabhéngig in einem

8



3.1. FLUORESZENZ-KORRELATIONS-SPEKTROSKOPIE 9

vorgegebenen Volumen bewegen. Dieser 'random-walk’ bzw. die Trajektorie der Teilchen
wird nicht als Ortskurve erfafst, sondern es wird eine Signalfunktion generiert, die propor-
tional zur aktuellen Teilchenzahl ist. Die Diffusion verursacht eine Variation des Mittel-
werts der Teilchen im Volumen. Mit der Bewertung dieser Variation des Einzelereignisses
gegeniiber dem Mittelwert ist damit eine Moglichkeit geschaffen, die mittlere Teilchen-
zahl im Volumen zu bestimmen. Ein weiterer Aspekt der Signalfunktion ist die mittlere
Aufenthaltsdauer. Unter der gemachten Annahme, dafs die Teilchen im Volumen frei dif-
fundieren konnen, nehmen diese, bei gentigend langer Beobachtungszeit, jeden Punkt im
Volumen gleich héufig an. Bei definierter Volumengeometrie kann aus der Signalfunkti-
on die mittlere Aufenthaltsdauer der Teilchen bestimmt werden welche direkt von der
Diffusionskonstante abhéngt.

Im folgenden wird auf die Auswertung der gemessenen Fluoreszenzen (Signalfunktion)
eingegangen sowie die Autokorrelationsfunktion néher untersucht. Die Fluoreszenz F'(t)
wird als Zeitreihe registriert. Der Mittelwert (F(¢)) der Fluoreszenz F(t) ist im thermo-
dynamischen Gleichgewicht konstant. Die Fluktuation um den Mittelwert lafst sich also
wie folgt darstellen:

SE(t) = F(t) — (F(1)) (3.1)

Die Schreibweisen F und (F(t)) sind identisch. Allgemein ist der Mittelwert durch folgen-
des Integral definiert.

T
(F(t)) := —/ F(t)dt (3.2)
T Jo
Ferner gilt fiir den zeitlichen Mittelwert der Fluktuationen §F'(t) folgende Identitét.
(0F(t)) =0

Die Autokorrelationsfunktion G(7) erhalt man, indem man die gemessene Fluoreszenz
F(t) mit sich selbst korreliert, sprich die Funktion um eine Zeit 7 verschiebt und die Werte
zur gleichen Zeit ¢ miteinander multipliziert und normiert. Die normierte Autokorrelati-
onsfunktion laft sich wie folgt definieren und mit Hilfe der Gleichungen (3.1 und 3.2)
umschreiben:

Gy = FOFE+T) (F())* + (GF@OF(t+7)) _ | (GF(OIF(t+7))

(F(1))? (F(1))? (F(1))?

(3.3)

Man erhélt die allgemeine AKF. Sie enthélt noch keine Korrekturterme, ist jedoch der
mathematische Ausgangspunkt fiir die Entwicklung der speziellen AKF.
(OF(t)0F(t + 7))
G(r)—1= (3.4)
(F(t))?
Als néchster Schritt folgt nun die Beschreibung der gemessenen Fluoreszenzfunktion F(t),

wie sie fiir die Auswertung der AKF notig ist. Das gemessene Fluoreszenzsignal setzt sich
aus drei Teilen zusammen:

e der Konzentration der fluoreszierenden Molekiile C'(7") bzw. deren Quantenausbeute,

e der Geréteparameterfunktion S(7),
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e sowie der Intensitét I(7°), der einfallenden Laserstrahlung.

Flt) = / / / S)I)Clr ) Prat (3.5)

Hinter der Geréteparameterfunktion S(7) verbirgt sich die Beschreibung, wieviel des emit-
tierten Fluoreszenzlichtes den Detektor erreicht und wieviel davon wahrgenommen wird.
Diese Funktion wird auch als ’Signalentstehungsfunktion’ (CEF) bezeichnet. Die Glei-
chung (3.5) beschreibt die Molekiilnachweiseffizienz (molecule detection efficiency (MDE))
in Abhéngigkeit der Konzentration C(r,t’).

MDE =W () = S@)I(F) = CEF - I(7)

Das effektive Detektionsvolumen wird durch eine zweidimensionale Gauftfunktion be-
schrieben, wobei der Laserstrahlradius r? = 22+y? senkrecht zur optischen Achse derjenige
ist, bei der die Intensitit des Laserstrahls auf 1/e? (13.5%) abgefallen ist. Er wird allge-
mein mit wy bezeichnet und hat die Form wy = /22 + y2 mit der Bedingung, daf die
Intensitit des Lasers I(wg) = 1/e2-I(r)auf 1/e? abgefallen ist. Entlang der z-Achse ist der
Laserstrahl lorentzformig, im Fokus des Objektives [14, 15] gaufsférmig. Diese Betrachtung
fithrt, wie in [16] ausfiihrlich hergeleitet, zu folgendem Ansatz.

2 | 2 2
W(r) = exp (_21’ ;y ) exp (—2%) (3.6)

0 0

Diese Annahmen werden im realen System durch einen fokussierten gaufsférmigen Laser-
strahl in der (z,y)-Ebene und fiir die z-Richtung durch die konfokale Geometrie erfiillt.

Fiihrt man nun den Fluktuationsterm 9(?,?/, 7) der Teilchen ein, der die physikalische
Situation der Messung beschreibt [17], die im wesentlichen durch die Schwankung der
Konzentration der fluoreszierenden Teilchen gegeben ist, so kann dieser Term durch die
Gleichung (3.7) beschrieben werden.

OF, 7 ,7) = (6C(F,1),0C (T, t + 7)) (3.7)

Sie beschreibt die Verschiebung von Teilchen von 7 nach 7' in dem Zeitintervall 7, und
damit die Konzentrationschwankung, die sie verursachen.

Setzt man diese Ergebnisse (Gleichung 3.5 und 3.6) in Gleichung (3.4) ein, so ergibt sich
die spezielle AKF (Gleichung (3.8)), die es zu 16sen gilt. Ein ausfiihrliche Losung der der
Messung angepafsten speziellen AKF, wird im Abschnitt 3.1.2 vorgestellt. Nachfolgend
wird knapp der Losungsweg skizziert und das Ergebnis gezeigt.

JI W @EWEHeE 7, r)dird
G(r) = 1= ; (3.8)

[{g W@)dr| (C)?

Der erste Teil des Nenners der Gleichung (3.8) 14t sich mit dem fundamentalen Integral

[ exp(—az®)dx = /T [18] umformen und man erhélt folgenden Ausdruck.

[ et = [[few (250 e (2 ) ar= i 69
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Nach der Ersetzung 745 = % sowie einer quadratischen Ergénzung im Exponent kann
auch die Integration des Zéhlers durchgefiihrt werden. Dies fiihrt auf folgende AKF, ohne

die weiteren Korrekturterme.

1 1

Gp(r)—1=G 3.10

ol7) T4 7/ 7airs T+ kT [ Taisy 210

Mit den folgenden Ersetzungen:
2 2
w; w; 4 1 4
Taiff = —, k=—, V=zmwiz, N=(C)V, Gy=—=+ —==0751/N
F=1D 22 3770 N 37

3.1.1 Gaufische Optik

Wie auch hier wird bei den meisten FCS-Experimentanordnungen ein Gaufs-formiger La-
serstrahl als Anregungslichtquelle benutzt. Im folgenden Abschnitt soll eine kurze Ablei-
tung der Propagation, sowie der Fokussierung des Laserstrahls gegeben werden, soweit sie
fiir die weitere Darstellung der Mefimethode notwendig ist.

In der skalaren Naherung ist die elektrische Feldamplitude F, eines Gauf-schen Laser-
strahls gegeben durch die Uberlagerung von ebenen Wellen:

[dk, [ dk 2
E,=C / o 2—;’ exp | thyx +ikyy +1 | «/k? — k2 — k:g} z | exp {—%(k}i + k;)}
—00 —00 Z

(3.11)
x und y sind die kartesischen Koordinaten transversal zur Ausbreitungsrichtung — z-
Koordinate — des Lasers, C' ist eine noch zu bestimmende Konstante. wq ist der Strahl-
durchmesser im Fokus, k& = 27/ beschreibt die Wellenzahl mit der Wellenldnge A und
ko bzw. k, sind die entsprechenden Komponenten von k. Im Fall (k7 4 k2) < k? gilt die
Néaherung:

[dk, [ dk AR\ u
E — T —y . . . _ . T y _ _0 2 2 .12
0o=C / o | o &P <zkx:1: +ikyy +ik.z — i oF z) 1 (k2+K2) (312

— 00 —00

Die Abschétzung, die auf Gl. (3.12) fiihrte, ist erfiillt wenn gilt: k., k, < k. Das Integral
kann mit der Sattelpunkt-Methode approximiert werden. Hierbei wird die komplexe Ebene
der Integrationsvariablen auf eine Kontur konstanter Phase untersucht. Substituiert man

¢z y€'™ mit reellen Werten fiir ¢, , und « fiir k, ,, so ist die Bedingung fiir eine konstante
Phase:

2 2
Im|(1+ z—;k) exp 22’04] = 0; k= 2" a = —1/2arctan(z/zg)
Wy
mit der Rayleigh-Lénge 2z = kw2 /2 = 7w? /A und e** = %
—(iz/ig
Geht man nun zuriick zur Darstellung des elektrischen Feldes mit ebenen Wellen und
fithrt die Integration iiber k,, entlang der Kurve konstanter Phase aus, erhalt man:

C 2 2
Ey = exp {—T—Q +i(kz + =T arctan i) (3.13)
TWwW w ZR W 2R
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wobel w = w(z) = woy/1 + (2/2r)? und r = /a2 + y2 ist. Der Abstand zur Laserstrahl-
achse wird durch w beschrieben. In Abbildung (3.1) ist eine Oberfléche eines Lasers mit
gaulsformigem Strahlprofil mit konstanter Intensitit dargestellt. Die Laserintensitatsver-

Laserstrahl

fluoreszentes

Molekdl A
B
%
AL Laser
richtung

Fokusvolumen

Fluoreszenz Signal
Ft] , it e J
T*alw{wﬁ'!ﬂfm-“h.'xf'hmw#m‘L
[t]

Abbildung 3.1: Hier ist das effektive Detektionsvolumen sowie die spezielle Laserisoenergiefliche (1,40 =
13.8%) gezeigt (entnommen aus [1] und modifiziert).

teilung Iy(r, z) ist gegeben durch das Betragsquadrat der elektrischen Feldamplitude Ej
multipliziert mit dem Faktor ¢/8,

C? 2
B0l = gz o | v (3.14)

8m3wiw? w

C

I —
0 8

so dafs tatséchlich ein Gaufiches Intenstitétsprofil vorhanden ist, an der Stelle z = 0 mit
einem Strahlradius w, wie es in Gl. (3.6) angenommen wurde.

Berechnet man nun die Gesamtleistung des Lasers F,, so kann die Konstante C be-
stimmt werden.

[e.9]

C? | P
PO =27 /d’l"'f’[g = m => C = 47T'll)0 ?0 (315)
0

0

Die vollstandige Abhéngigkeit der Intensitiat von der Zeit fithrt, wie in [16] ausfiihrlich
gezeigt, auf die Form.

I(t) = I exp (—M) - exp (—222) L Wy = wo (3.16)

Way W,

Mit dieser Darstellung ermoglicht man die Berechnung der Flache konstanter Intensitét
eines Gaufschen Laserstrahls nahe des Fokus. Man erhélt dadurch das mathematische
Instrumentarium, um die Propagation des Strahls bis zur Probe zu beschreiben.
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3.1.2 Diffusion von Teilchen

Die Diffusion von Teilchen ist der zentrale Vorgang, der via FCS zur Bestimmung des Dif-
fusionskoeffizienten D fiihrt. In der Folge soll die freie Diffusion von Teilchen beschrieben
werden. Das einfachste System hierzu besteht aus zwei Komponenten, einem Losungs-
mittel (meist Wasser) und einem nicht 16slichen Molekiil. Das zweite Fick’sche Gesetz
Gl. (3.17) beschreibt allgemein die rdumliche und zeitliche Anderung der Konzentrati-
on des Molekiils C;(r,t), d.h. der Auswirkung der Diffusion. Der Index i bezeichnet die
verschiedenen Komponenten des betrachteten Systems.

% — DV2Cy(r, t) (3.17)

Die Gleichung ist jedoch nur fiir geringe Konzentrationen erfiillt [19]. Der Grund liegt in
der Abhéngigkeit von D von Reibungseigenschaften (siche Gl. (3.34)), die wiederum von
den Komponentkonzentrationen abhangen.

+00

A

t=0 O<t<ow t=o

Abbildung 3.2: Freie Diffusion: Darstellung des Diffusionverlaufs.

Zur Losung der Gl. (3.17) miissen Randbedingungen festgelegt werden. Zur Vereinfa-
chung der Darstellung soll die Diffusion eines Teilchens in einer Raumrichtung betrach-
tet werden. In der Abbildung 3.2 ist die Situtation des Diffusionsverlaufs schematisch
dargestellt. Fiir den Fall der freien Diffusion gilt dann C(z,0) = Cy V z < 0 und
C(x,0) =0 ¥z > 0. Dies entspricht einer Heavyside-Funktion zum Zeitpunkt (t=0). Die
Gleichung soll in Einheiten von D, deren physikalische Einheit Fliche pro Zeit ([um?/s])
ist, gelost werden. Die Diffusionskonstante D gibt anschaulich die Anzahl der Teilchen
an die pro Zeiteinheit ¢ das Flachenelement passieren. Es liegt also nahe, dak C' eine
Funktion von 2%/t ist. Mit einer Variablentransformation der Art (y? = z*/t) erhilt man
aus dem zweiten Fick’schen Gesetz eine gewohnliche Differentialgleichung 2.0rdnung in
y. Man hat es also nicht mehr mit einer partiellen Differentialgleichung erster Ordnung in
der Zeit und zweiter Ordnung im Raum zu tun.

y oC 0*C
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Die erste Integration liefert

dcC —y?
— =1/K — 3.19
=Ko (75) (3.19)
wobei k' die Integrationskonstante darstellt. Die Riicktransformation liefert
oC; —x?
v 1 141/2 v 9
. (1/K'tY%) exp 1D (3.20)
Diese Gleichung kann von z = —oo bis x = 400 integriert werden unter der Annahme,

daf die obigen Randbedingungen erfiillt sind ( C(—o00,0) = Cy und C(+00,t) = 0).

e}

0 1 —x? Viar Dt

47D
&
Nun kann diese Gleichung (3.20) unter Beachtung der Randbedingungen erneut von x = 0
bis x integriert werden. Mit der Variablen v? = 2%/4Dt erhilt man folgende Losung.

1/2
Die Intergrationskonstante l&ft sich durch die Integration zu k' = ( ) bestimmen.

C(z,t) = %

x/V4Dt
1- (2/\/7?)/ exp —dev] Ve >0,t>0 (3.22)
0

Fiir den dreidimensionalen Fall kann mit den entsprechenden Rand- sowie Anfangsbedin-
gungen folgende Losung bestimmt werden [20].

CO —7’2

Mit dieser Gleichung ist man nun in der Lage die Konzentrationsfluktuation §C' in Abhén-
gigkeit von D zu bestimmen. Die Beziehung zwischen dem Diffusionskoeffizienten und der
Fluktuation der Konzentration der Teilchen laft sich nun durch Einsetzen der Gl. (3.23)
in den rechten Teil von Gl. (3.24) leicht nachrechnen. In [17] findet man eine ausfiihrliche
Darstellung.

’
—}7’—7’

(6C(r,t)6C (1, t + 7)) = (C) (4n D7)~/ exp (W) (3.24)

Im néchsten Schritt geht es darum, die Relation zwischen dem gemessenen Signal F(t)
und den Konzentrationsianderungen 0C' zu motivieren und abzuleiten. Anschaulich ist die
Sache klar. Die fluoreszierenden Molekiile bewegen sich aufgrund der Diffusion durch den
Objektivfokus, wodurch ein Signal entsteht. Dieses Signal, das sich in alle Raumrichtungen
gleich ausbreitet, wird jedoch nur zu einem geringen Teil aufgrund der Gerateigenschaften
auf den Detektor abgebildet. Die Signalreduktion kann mit einem Faktor x2 beschrieben
werden. Die Signalstérke selbst ist von der Intensitidt I des Lasers abhéngig.

Nun fehlt nur noch die Detektoreigenschaft, die mit dem Faktor Q? Eingang findet, um
das Problem komplett zu beschreiben. Mathematisch lafst sich diese Relation zwischen
(0C(r,t)dc(r,t + 7)) und (0F (r,t)0F (r,t + 7)) wie folgt fassen [17]:
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(6F(r, t)0F (r,t + 7)) = K2Q* / dr / dr' I (r, t)I2(r 1) <5C’(r, t)ao(r’,t+7)> (3.25)

Die Vorfaktoren Q?, k? konnen durch die Auswertung der Funktion S(r) (vgl. Gleichung
3.5) bestimmt werden.

Nun kann die Auswertung der in Abschnitt (3.1) gemachten AKF vorgenommen werden.
Es ist also folgende Gleichung zu 16sen.

NI wEw@E)eE v, r)dird*

G(r)—1=1 1 (3.26)

2

(€)?

[ggf W (r)d3r

Der Nenner ist bereits gelost. Der Zéhler kann durch eine Separation der Variablen (x, y, 2)
aufgespalten werden. Durch die Definition von 74, = w3/4D 1Rt sich das Ergebnis ver-
einfachen. Mit einer quadratischen Ergdnzung im Exponenten kann die erste Integration
durchgefiihrt werden. Unter Verwendung von uneigentlichen Gaufintergralen kann auch
die Integration iiber da’ erfolgen.

//WxW;dxdxl = [ [exp (;—gx/Q) exp (;—gﬁ) exp <_(igf/)2> (3.27)

—00—00

—00—00

1 2T 9
2T/Td7,ff+ {o ( |:_(2T/Tdiff+1) + (Tdiff + 1)] T > (328)
= 5\/4D7w0w% (3.29)
Tdif f

Fiihrt man nun diesen Schritt noch fiir y und z aus und setzt die Ergebnisse in die AKF
ein, so erhdlt man die normierte Korrelationsfunktion in einem gaufférmigen Volumen.

3 2
() (5\/4D> {w ! } z L
(raD7)3/% \ 2 T 0\/1+T/Tdiff 0\/1+ wd def
zO Tdi
Glr)—1 = STy (3.30)
C ( 5 wozo)

1 1 1
7\3/2
(@i (5)Y (1+:2) 1+ 4

(3.31)

ZO 7'dlff

Zur Auswertbarkeit und Lesbarkeit der Formel werden folgende Ersetzungen vorgenom-
men.
Wo W0y A N (CW, Gperd 075 (3.32)
Tdi = T = "o = 5;TWy2o, = ) ~5 =~ AT .
I 4D 2 3" o™ ENG
Mit diesen léfst sich die fundamentale Gleichung fiir die Diffusionsmessung fluoreszie-
render Teilchen in einem gauhférmigen Detektionsvolumen aufschreiben (vgl. [21]).
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1 1 1
Gp(t)=1+—= — (3.33)
N1+Td¢ff 1+k:Tdef

Die Diftusionszeit 74 ¢ beschreibt, wie schnell das Molekiil das Volumen V wieder verlasst.
Sie ist nur iiber den Volumenradius wy (in der Fokusebene z = 0) mit der Diffusionskon-
stante D verkniipft. Der Faktor k beschreibt das Radienverhéltnis des Detektionsvolu-
mens, welches einen Rotationsellipsoid darstellt. Die Spezialfille, £ = 1 gleiche Radien
(Kugelvolumen) und k£ — 0 (zweidimensionaler Zylinder in z-Richtung), geben einen Ein-
druck, wie sich der Parameter auf die Volumenform auswirkt. Ein typischer Wert wére
k = 0.027, er stellt einen sechsfach groferen z-Radius zy = k’%wo = 6wy dar. Unter der
Annahme von kugelférmigen Teilchen ist der Diffusionskoeffizient D durch die Stokes-
Einstein Beziechung gegeben,

= ijiT, (3.34)

67TnRStokes

wobei Rgiores den Radius des Teilchens, i die Viskositéat der Probenfliissigkeit, 7" die Tem-
peratur und kp die Boltzmannkonstante beschreibt. Mit dieser Gleichung kann sodann
der Radius des untersuchten Molekiils bestimmt werden.

3.1.3 Reaktion von Teilchen

Die Konzentrationsfluktuation im Detektionsvolumen kann nicht nur durch die Diffusion
der Molekiile verursacht werden, sondern auch durch Reaktion bzw. Wechselwirkungen
zwischen den Teilchen. Hierunter versteht man allgemein chemische Verdnderung, Bin-
dung anderer Teilchen oder auch Wechselwirkungen mit Donatormolekiilen, so dafs es zu
keiner detektierbaren Fluoreszenz der markierten Molekiile kommt.

Die Ursachen von Fluoreszenzfluktuationen, die durch Reaktionen hervorgerufen wer-
den, sind die Anderungen der Fluoreszenzeigenschaften der reagierenden Teilchen. Im
Falle einer Gleichgewichtsreaktion fiihren die Fluktuationen um den Mittelwert zu einer
Anderung der Teilchenzahl. Die Reaktion léft sich wie folgt darstellen.

A=1B

Dabei ist die Assoziationsrate k,ss symbolisiert durch — und die Dissoziationsrate kg;ss
durch .

Der allgemeine Ansatz der Diffusionsgleichung mit einem Reaktionsterm wird durch
folgende Gleichung beschrieben,

doc; (7, t)

= D;V6¢;(F ) + > Tinbex(F 1) (3.35)
k=1

wobei T}, die Matrix der Reaktionsraten bzw. der Reaktiongeschwindigkeiten beschreibt.
Die Losung der Gleichung kann in Analogie zum Abschnitt (3.1.2) abgeleitet werden.
Unter der Annahme, daf die Teilchen A und B den gleichen Diffusionskoeffizienten haben,
ergibt sich folgende Formel [17, 22, 23|. Diese Annahme ist zuléssig, da hier unter Reaktion
ein Umbau des Molekiils zu verstehen ist. Das Molekulargewicht des Molekiil bleibt also
gleich, womit sich auch die gleiche Diffusionskonstante fiir Molekiil A und B ergibt.

Gr(1) = Gp(T)[(1 — B) + Bexp(—Riny.7)] (3.36)
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Abbildung 3.3: Die Abbildung zeigt das komplette Termschema der Fluorophoranregung.

Dabei ist Gp(7) die Autokorrelationsfunktion fiir die Diffusion ist (siehe Gl. 3.33). Ferner
sind die noch folgende Ersetzungen eingefiihrt worden.

_@ kass o K(l_Q2)
o " b=

 Kgiss (k+1)(1+ KQ?)’
Der Parameter @) beschreibt den Anteil der Teilchen im Zustand A. Allgemein kann @
durch Q; = oaps; ®;g; ausgedriickt werden. K ist die Gleichgewichtskonstante der Reaktion
und R;,,. steht fiir die inverse Zeitkonstante des reaktionsbedingten Abfalls der Autokor-
relationsfunktion. Der Faktor B beschreibt anschaulich den Teil der AKF, der aufgrund
der Reaktion der Teilchen abgezogen werden muss, da er nicht mehr detektierbar ist. Dies
wird in der néchsten Darstellung der Gl. (3.36) deutlich.

Rirw. = kass + kdiss

Q

Ggr(T) =Gp(1) — Gp(T)B + Gp(T)Bexp(—Riny.T) (3.37)

Der letzte Summand beschreibt also eine Abklingfunktion der AKF aufgrund der Reaktion
der Molekiile.

3.1.4 Anregungsschema der Fluorophore

In diesem Abschnitt werden die grundlegenden Prozesse, die durch das Anregen der Fluo-
rophore mittels Laserstrahl der geeigneten Wellenlédnge A auftreten, dargestellt. Das Sche-
ma der verschiedenen angenommenen Zusténde, die durch das Einstrahlen der Energie
E = hw erzeugt werden, wird im Jablonski-Diagramm (Abb. 3.3) dargestellt. Die folgenden
photophysikalischen Prozesse sind hierbei die fiihrenden:

1. Anregung vom Grundzustand S, auf den ersten angeregten Zustand S; mit einer
Anregungsrate von kis.

2. der Ubergang von S; — Sp mit der Rate k9 der als Fluoreszenz bezeichnet wird.

3. der strahlungslose Ubergang! (durch Phononen vermittelt) von S; — T} zum Tri-
plettzustand T mit der Rate k3.

Dieser Ubergang wird in der Literatur meist als ’intersystem crossing’ bezeichnet.
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4. der als Phosphoreszenz bezeichnete Ubergang vom Ty — S, mit einer Rate ks; die
etwa 200-1000mal kleiner ist als S; — Tj.

5. der Prozek, bei dem das Fluorophor aufgrund von Prozessen hoherer Ordnung nicht
mehr fluoresziert, auch 'photobleaching’ genannt (vgl. Abschnitt (3.1.5)).

Diese Ubergangsraten kénnen anschaulich in einem linearen Differentialgleichungssystem
Gl. (3.38) mit zeitabhénigen Besetzungszahlen ausgedriickt werden.

d So(t) —Fk19 ko ks So(t)
p Si(t) | = ki —(kos+kor) O S1(t) (3.38)
Ty (t) 0 kas —k31 Ti(t)

Vom Schwingungsgrundzustand eines angeregten Zustands fillt das Elektron in beliebi-
ge Schwingungszustdnde des Grundzustands zuriick. Dies entspricht dem unter 2. be-
schriebenen Sachverhalt. Der Elektronenspin bleibt dabei erhalten. Die Energiedifferenz
OF = |Ey — Ey| = hw wird als Licht S; — Sy + Aiw emittiert, welches als Fluoreszenz be-
zeichnet wird. Die charakteristische Zeitkonstante, die Zeitspanne, gemessen ab der An-
regung des Elektrons in den Zustand S;, bis Fluoreszenz beobachtet wird, liegt bei
7 = 1071 bis 107% s [24]. Geht man von einem angeregten Triplett-Zustand aus, fallt
das Elektron unter Spinumkehr 77 — Sy + hw mit einer Zeitkonstante von 7 = 10~*s
[24] unter Abgabe von Licht in den Grundzustand zuriick. Die Ursache fiir die um eini-
ge Grokenordnungen ldngere Zeitkonstante ist in der Spinumkehr der Elektronen dieses
Ubergangs begriindet. Mit einem Ausflug in die Quantenmechanik, beispielsweise in [25]
liefse sich diese Behauptung beweisen. Hier ist jedoch wichtig festzuhalten, daf ein Molekiil
welches sich in einem Triplett-Zustand befindet fiir ldngere Zeit nicht fiir die Fluoreszenz
zur Verfligung steht. Molekiile in diesem Zustand tragen somit nicht mehr zum Fluores-
zenzsignal bei, verringern also die Konzentration der anregbaren und damit ’sichtbaren’
Molekiile. Die Auswirkungen der Triplettzustiande auf die Autokorrelationsfunktion sind
beachtlich und miissen daher berticksichtigt werden (siche Abschnitt 4.5.1). In Abb. (3.4)
sind die Auswirkungen der Laserleistung auf den Anteil der markierten Molekiile, die sich
in Triplettzustéinden befinden, gezeigt.

Die Besetzungswahrscheinlichkeit k19 fiir die Anregung in den Zustand S; ist propor-
tional zur Laserleistung Py und des Anregungsquerschnittes o.,. bzw. der Wechselwir-
kungswahrscheinlichkeit, daf ein Fluorophor in den ersten angeregten Zustand iibergeht.
® beschreibt Anregungsintensitdt und A... die ensprechende Wellenléange.

e:EcP )\61'0
Teac” 0 eae (3.39)

k12 = 0eee® = 2
Twghe

Mit der Annahme, da der Ubergang der Fluoreszenz S; — Sy deutlich schneller ablauft
als der Triplettiibergang S; — 17 — So(k21 > (kos, k31) kann die Besetzungswahrschein-
lichkeit des T}-Niveaus wie folgt dargestellt werden [26].

T(t) = T (1 - (
Bestimmt man die Eigenwerte der Gleichung (3.38) mit den Randbedingungen

So(t) 1
ko1 > (kas, k31); p Sit) |=10 t = 0 : Laser wird angeschaltet
Ti(t) 0

)) ,  mit Ty : Triplettanteil 7, : Triplettzeit  (3.40)

Terd
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Abbildung 3.4: a) zeigt das Termschema der Fluorophore. b)+ ¢) zeigen die Abhéngigkeit der AKF von
der Laserleistung [2].

ergibt sich fiir T},; folgende Beziehung zwischen den Ubergangswahrscheinlichkeiten.

kaskio ks
Tpi = — B3 3.41
! k1o(kos + k31) + ks1kor k31 ted ( )

Die Ubergangswahrscheinlichkeiten der Singulett-Zustéinde kénnen zu

k1o ka1 ks

Steq = —S0eq; Soeq =
ted ko Ocd 0cd k1o(kas + ks1) + ko1ks

bestimmt werden. Die zweite Randbedingung beriicksichtigt, dafs sich alle Fluorophore
zum Zeitpunkt ¢t = 0 im Grundzustand befinden. Die hier dargestellten Ubergangswahr-
scheinlichkeiten beschreiben den Fall des Fliefsgleichgewichts der Zusténde (f — 0o) und
werden mit dem Index (eq) bezeichnet. Unter Beriicksichtigung des Triplettanteils Tj,.;
der Anregung der Fluorophore erhélt man die modifizierte Autokorrelationsfunktion der
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Form [26].
Gpr(t) = 1+ T](\:) 1 +17d;f — ;Td:ff (3.42)
— T(r) (ﬁ 4+ Gp(r) — 1) (3.43)

1— Erz(l - eXp(_T/Ttri))
(1 - Teq)

mit T(r) =

Mit dieser Gleichung ist man nun in der Lage den Einflul der Triplettzustinde zu kalku-
lieren. Die Gleichung beschreibt die Diffusion im Detektionsvolumen unter der Annahme,
dak kein Verlust von detektierbaren Teilchen durch Photobleichung eintritt. Diesem Phé-
nomen widmet sich der nédchste Abschnitt. Doch zuvor soll noch eine Zusammenstellung
der benutzten Fluorophore, sowie deren wichtigster Eigenschaften in Tabelle (3.1) gezeigt
werden.

| Farbstoff | Aaps.[nm] | Apn[nm] | QA | 7p10ur [n8] |

Ethidiumbromid (in DNA u. RNA) | 510 — 518 595 0,01 1

SYBRgreenII® (an DNA w. RNA) | 476 — 495 | 521 | kA.| 3.5
Rhodamin 6G 532 560 k.A. 0,5
Fluoreszein 490 — 496 | 514 — 520 | 0,95 3,6
Cy3 550 565 | kA | KA.
Cyb 650 670 | KA. | KA.
SY BERorange® 540 560 k.A. 5,5
SY BE Ryellow® 490 515 k.A. 7,3

Tabelle 3.1: Einige ausgewahlte Fluorophore und deren wichtigste Eigenschaften: Absorptionswellenlénge
Aabs., Emissionswellenldnge Ag,,., Quantenausbeute @A, Fluoreszenzlebensdauer 7fjoy,.. Alle Angaben
aus [5].

3.1.5 Photobleichung

Ein weiterer Prozes, der bei einer Fluoreszenzmessung auftritt, ist die Photobleichung?.
Dieser Prozefs verdandert den fluoreszierenden Farbstoff so, dak er fiir einige Minuten oder
auch fiir immer nicht mehr in der Lage ist, den die Fluoreszenz verursachenden Prozefs
zu durchlaufen. Die Anregung des Molekiils findet zwar statt, aber die aufgenommene
Energie wird nicht in Form von Photonen, sondern in Form von Phononen in bestimmte
Schwingungs-Zustéinde abgegeben (innere Konversion). Der Ubergang erfolgt somit strah-
lungslos. Ein weiterer Effekt, der zur Photobleichung fiihrt, ist die Komplexbildung oder
das Abgeben der aufgenommenen Energie durch Stéfe mit anderen Molekiilen. Ferner
sind auch andere Mechanismen diskutiert, die fiir das Verschwinden der Fluoreszenz ver-
antwortlich gemacht werden. In [27| wird das Problem ausfiihrlicher beschrieben.

?In der englischsprachigen Literatur wird dieser Prozeff 'photobleaching’ genannt.
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Die lokale Konzentration der fluoreszierenden Molekiile wird also durch Photobleichung
reduziert. Durch die freie Bewegung der Molekiile in der Probenfliissigkeit wird dieser Ver-
lust zum Teil ausgeglichen. Die Photobleichung kann also als ein Pseudo-Gleichgewichts-
prozef erster Ordnug aufgefakit werden mit einer Bleichrate kj, [28, 29]. Die Bleichrate ist
im allgemeinen eine Funktion der Intensitit des Lasers und somit auch eine Funktion des
Ortes. Eine analytische Losung zur Bestimmung der Bleichrate gibt es noch nicht. Ferner
ist diese auch eine fluorophor-spezifische Eigenschaft. Theoretisch kann jeder Singulett-
oder Triplettzustand Ausgangspunkt der photoinduzierten Bleichreaktion sein. Aber es
wird allgemein angenommen, dafs aufgrund der langeren Lebensdauer der Triplettzustéin-
de (typischerweise 107%s) diese Ausgangszustinde fiir photochemische Prozesse sind, da
dadurch die Wahrscheinlichkeit mit anderen Molekiilen zu reagieren sehr hoch ist. Mit
diesen Annahmen und ausgehend von der Autokorrelationsfunktion fiir frei diffundieren-
de Molekiile, bei der der Triplettanteil beriicksichtigt wurde, siehe Gl. (3.42) sowie Gl.
(3.10), 1aft sich eine Autokorrelations-Bleichfunktion aufschreiben mit der Variablen B.
Sie beschreibt den Teil der Molekiile, die sich nicht verédndern.

Gpre(t) = Gp(7)[1 — B(1 — T1i)[1 + exp(—kpT)] — Teg(1 — exp(—7/Teri))] (3.44)

Hierbei ist jedoch noch von einer gleichméRigen Anregung von einem Teil B der angereg-
ten Molekiile sowie einer konstanten Bleichwahrscheinlichkeit Bp; im Detektionvolumen
auszugehen [30].

3.1.6 Untergrundfluoreszenz

Nachdem in den vorangegangenen Abschnitten, die Detektion sowie die Entstehung der
Fluoreszenz beschrieben wurde, sollen nun die Effekte aufgezeigt werden, die zur Unter-
grundfluoreszenz fithren. Darunter ist der Teil der 'Fluoreszenz’ zu verstehen, den man
mifst, wenn in dem Probenvolumen keine Fluorophore eingebracht wurden. Die Unter-
grundstrahlung wird im wesentlichen durch gestreutes Laserlicht verursacht. Die Quellen
der Streuung (Streuzentren) sind dabei meist die Molekiile der Pufferlosung®, aber auch
die Grenzflachen des Probenhalters, in dem die Anregung stattfindet.

Die Steuprozesse lassen sich allgemein in elastische und unelastische Streuung auftei-
len. Der Untergrund der elastischen Rayleigh-Streuung von Photonen an Molekiilen oder
Atomen kann weitgehend durch optische Filter unterdriickt werden, da das Fluoreszenz-
Spektrum meist stark genug durch den Stokes-Effekt gegeniiber der Laserwellenldnge Aj,
verschoben ist. Bei der unelastischen Raman-Streuung wird das Molekiil durch Absorpti-
on eines Photons in einen angeregten Zustand gebracht [31]. Das Raman-gestreute Licht
ist im Gegensatz zur Rayleigh-Streuung mit dem Primaérlicht nicht kohérent, d.h.das
Ramanspektrum ist dem Anregungslicht iiberlagert und somit nicht so einfach durch ge-
eignete Filter zu diskriminieren. Dieses Problem 1a#t sich jedoch durch ein relativ kleines
Detektionsvolumen und die damit erreichte Reduzierung der Streuzentren sowie eine end-
liche Mefzeit in Grenzen halten. Zur Reduktion des Streulichtes an den Grenzflichen des
Probegefifses ist das Detektionsvolumen ausreichend weit entfernt von der Oberflache zu
justieren (vgl. experimenteller Teil (5.1)). Ein weitere Reduktion des Untergrundes lésst

3Unter Pufferldsung versteht man eine spezielle Losung, in der die zu untersuchenden Molekiile biolo-
gisch aktiv bleiben.
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Abbildung 3.5: (links) Zihlraten von Wasser (Fp,0 = 0.64 kHz) und Puffer (Fp = 0.64 kHz). (rechts)
Zihlrate eine Fluorophors (Frar = 668441 kHz). Bei der Betrachtung der y-Achsenwerte wird deutlich,
wie stark sich das Signal vom Untergrund abhebt. Hier kann ein Signal/Rausch-Verhéltnis von n,,0ise &
600 angegeben werden.

sich durch die Verringerung des Pinholedurchmessers erreichen. Jedoch hat diese Ver-
ringerung auch Einflufs auf die gemessene Diffusionszeit. Im Abschnitt (5.1) wird diese
Untersuchung vorgestellt.

Um die meist in geringer Konzentrationen vorhandenen fluoreszierenden ’Verunreini-
gungen’ der Pufferlosung zu deaktivieren kann der im vorangegangenen Abschnitt be-
schriebene Prozefs, der Photobleichung, ausgenutzt werden. Dies geschieht, indem der
Puffer fiir einige Zeit einer hohen Lichtintensitéat ausgesetzt wird, um so die freien Fluoro-
phorzentren zu zerstoren. Ferner ist die Untergrundfluoreszenz nicht korreliert und erzeugt
deutlich geringere Pulshohen als das eigentliche Signal, so dafs sie durch die Auswertung
des Fluoreszenzsignals mittels einer Autokorrelationsfunktion [32] praktisch kaum Einflufs
auf das Ergebnisse hat, bzw. prézise kalkuliert (vgl. Gl. (3.45)) werden kann.

Die Abbildung (3.6) zeigt die Auswirkungen einer hohen bzw. niedrigen Fluktuation
der Teilchen auf die Diffusionszeit. In den beiden Abbildungen (3.5) sind exemplarisch
Mefsignale der Untergrundfluoreszenz (links) und des eigentlichen Signals (rechts) darge-
stellt. Jedoch muf diese Beeinflussung bei neuen Messungen bzw. neuer Grundeinstellung
des Gerétes erneut iiberpriift werden, da die Bedingungen fiir die Vernachlassigung nicht
zwangslaufig erfiillt sind. Aber dennoch 14t sich eine Autokorrelationsfunktion, welche
die Untergrundfluoreszenz (Bg(t)) mit beriicksichtigt, angeben.

(F()+Bg][F(t+7)+ Byt +7)))  (F)* (FOF(t+7))’
(F(t) + Bg(1))? (F(t)+ Bg(t))>  (F(1))?
(3.45)
Diese Gleichung kann jedoch nur angewandt werden, wenn die Untergrundfluoreszenz
nicht mit dem Fluoreszenzsignal F'(¢) und natiirlich auch nicht mit sich selbst korreliert
[33, 34, 35|. Die Amplitude der Autokorrelationsfunktion nimmt mit dem Ansteigen der
Untergrundfluoreszenz zu. Dies liefert eine scheinbar hohere Teilchenzahl im Detektions-

volumen, welche von den zusétzlich fluoreszierenden Teilchen Np, stammen [32]:

Gpy(T) =

Nr@
(Nr@) + Npg)?

Gpg(r=0)=1+ (3.46)
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Abbildung 3.6: In der Abbildung ist exemplarisch die Auswirkung der Fluktuationsrate auf die Autokor-
relationskurve gezeigt.

Mit dieser Gleichung kann abgeschitzt werden, dafs bei einem Signal-zu-Untergrund Ver-
héltnis von 1:50 der Beitrag des Untergrunds zur Autokorrelationsamplitude schon unter
einem Prozent liegt. Ein solches Verhéltnis ist bei nahezu allen Messungen mit geniigend
kleinem Detektionsvolumen erfiillt.

3.1.7 Das Viel-Teilchen System

In den bisher dargestellten Uberlegungen wurden davon ausgegangen, daf sich im Pro-
benvolumen nur eine Art von fluoreszierenden Molekiilen befindet. Diese Reduktion ist
jedoch nur ein Spezialfall, wie er bei der Justage der FCS-Anlage auftritt oder bei speziel-
len systematischen Studien. Bei der Betrachtung der Diffusionsbewegung unterschiedlicher
voneinander unabhéngiger Teilchensorten iiberlagern sich die einzelnen Korrelationsfunk-
tionen. Die Autokorrelationsfunktion ist also die Summe der Einzelkorrelationsfunktionen.
Betrachtet man ein System mit m unterscheidbaren Teilchen werden die Komponenten
durch ihre Anteile R;, gewichtet. Bei dieser Erweiterung der AKF (3.33) muf im allge-
meinen auch eine unterschiedliche Quantenausbeute @); fiir die unterscheidbaren Teilchen
angenommen werden. Dies geschieht mit dem Faktor o?

Zil Q?G3di (T)

G(T)m = >+ Goo (3.47)
| o (M)

mit
N S\ 2
a; = Qi/Q1, Gaq,(7) = (1 + —) (1 + k’—) , Go = lim Gp(r) — 1
TDi TDi T—00

Um die Gesamtpartikelzahl korrekt bestimmen zu kénnen muf die Randbedingung
1= le\il R; erfiillt werden. Mit dieser Gleichung ist man nun in der Lage Mehr-Teilchen-



24 KAPITEL 3. GRUNDLAGEN

Systeme zu analysieren, die verschiedene Diffusionszeiten aufweisen [36]. Der Term G
wird im allgemeinen gleich Eins gesetzt, in [36] wird jedoch gezeigt wann dies nicht zuléssig
ist. Die hier vorgestellten Ergebnisse erfiillen jedoch die Bedingungen fiir die Ersetzung

Goo = 1.

3.1.8 Konfokalen Mikroskopie

In diesem Abschnitt sollen die Grundlagen der konfokalen Mikroskopie dargestellt werden,
sofern sie fiir das Verstdndnis der Mefimethode gebraucht werden. In erste Linie geht es
hier um die Beschreibung der speziellen Abbildungseigenschaften der konfokalen Optik.
Diese ist fiir die Ableitung beziehungsweise fiir die Entwicklung der Photonensammlungs-
Funktion CEF entscheidend. Der Funktion selbst mufs bei dieser Betrachtung ein entspre-
chend grofser Platz eingerdumt werden, da sie die Anzahl der Photonen beschreibt, die
wirklich nachgewiesen werden. Sie beschreibt also die 'Erzeugung’ des Fluoreszenz-Signals
wie es letztlich mit der Avalanche-Diode gemessen wird. Die Herleitung dieser Funktionen
ist ein wesentlicher Aspekt in der Entwicklung der AKF fiir die konfokale Mikroskopie.
Um nochmal die Bedingungen der Messung klar zu machen, sei auf die Abbildung (3.7)
verwiesen.

Ein weitere wichtige Eigenschaft der konfokalen Mikroskopie bzw. der FCS wird durch
die Lochblendenoffnung bestimmt. Sie bestimmt {iber die Grofe des Durchmessers wesent-
lich die Grofse des Detektionsvolumen. Ein ausfiihrliche Darstellung, wie dies geschieht,
soll jedoch hier nicht gegeben werden. Eine solche findet sich in [16].

a Linse . Dichrotischer
) ' Linse Spiegeiﬁ
— — Probe
< }3‘ } ***** | ="~ Objektiv —— A== -
Lochblende
Korrelator T
Laser-  Fokus
licht kae| § 7777777 —
Detektionswinkel \o
oy 2a
f winkels
2a Obiektiv (2(1 0 m
Detektionswinkel o

Abbildung 3.7: a) Das Diagramm zeigt die optischen Verhéltnisse der konfokalen FCS-Messung. b) Sche-
matische Darstellung eines idealisierten Objektivs. Das auf die Eintrittspupille mit dem Radius a treffende
Licht wird durch das Objektiv auf ein virtuelles Kugelsegment mit Radius f, entsprechende der Brenn-
weite projiziert. Der maximale Offnungswinkel o (Detektionswinkel) bestimmt bei gegebenem Proben-
Brechungsindex n die numerische Apertur N.A. = n - sin a.
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In der Abbildung (3.7) sind die beide, im allgemeinen verschiedenen Winkel, der Fo-
kuswinkel ¢ sowie der Detektionswinkel a/2, dargestellt. Ziel der Darstellung ist die ex-
akte Beschreibung des illuminierten und des detektierbaren Bereichs in der Probe. Das
wesentliche Bauteil des konfokalen Mikroskops ist das spezielle Objektiv. Fiir dessen Ver-
stédndnis sollen hier die Objektivparameter und ihre Zusammenhénge erldutert werden.
Die Hauptkenngrofen eines Objektivs stellen die Vergroferung M, die numerische Aper-
tur N.A. sowie die Tubusbrennweite f4,, dar. Weitere Grofen sind der mikroskopseitige
Aperturradius a (Eintrittspupille), der probenseitige maximale Offnungswinkel o und der
Probenbrechungsindex n (N.A. = nsin ). Die nominale Brennweite f = fypus/M ergibt
sich bei einem konfokalen Objektiv aus der Tubusbrennweite und der Vergrofserung. Illu-
miniert man die Eintrittspupille des Objektivs mit einem Laserstrahl, der eine gauftférmige
Intensitétsverteilung aufweist, so ergibt sich in der Fokusebene (z = 0) ein Intensitéts-
profil (I(r, z)) welches lorentzformig in z-Richtung und gaufformig in radialer Richtung
ist.

2P0 2’/‘2
I = — —_ 3.48
()= 2 exp (- 25 ) (3.48)
mit )
Az
2 2
(o) = i+ (25)

Der Strahltaillenradius wq des Laserstrahls in der Fokusebene wird durch eine ideale Linse
vom Strahltaillenradius vor der Linse mitbestimmt w’ [14].

Tw'

(3.49)

Wo
Angemerkt sei hier, daf im allgemeinen w’ < a/2 gilt. Bei der Betrachtung einer realen
Linse 1aft sich folgende Abschitzung fiir wy finden [14].

fA A
~ 5 ~ TN A (3.50)

In der Tabelle 3.1.8 sind die Kenngrofen fiir das Objektiv, C-APOCHROMAT 1.2W, von
Zeiss zusammengefafst.

Wo

Vergroferung N.A. a [nm] Tubusbrennweite fi,p,s[mm] Brennweite f [mm)]
40X 1.2 9.5 164.4 4.11
60X 1.2 6.0 156.6 2.61

Tabelle 3.2: Parameter des verwendeten Objektivs.

Mit diesen Angaben und der Anregungswellenlinge A = 543 nm, sowie der Abschét-
zung (Gl. 3.50) ergibt sich wy = 226.5 nm. Die Gleichung (3.48) beschreibt mit welcher
Intensitdt ein fluoreszierendes Molekiil in der Probe am Ort (r, z) angeregt werden kann.

Nach dieser Betrachtung soll nun die Detektierbarkeit der emittierten Photonen am Ort
(r, z) dargestellt werden. Dies geschieht in Anlehnung an [37, 38|. Hierfiir muss zunéchst
die Punktausbreitungsfunktion® PSF(r’,r, 2) definiert werden.

, B circ (TR_(;))
PSF(T,T,Z) —W (351)

4'point spread funktion’
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Sie beschreibt die radiale Intensitdtsverteilung des emittierten Lichts in der Bildebene 7/,
das von einer Punktquelle vom Ort (r, z) herriihrt. Die Scheibenflachenfunktion circ(r’,r)
ist abschnittsweise definiert:

r—r 1 fir|r—1+|<1 )
circ = - R%(2) = R? + ? tan®
(R(Z)) 0 fir|r—7r]>1 (2) 0

r = (x,y) : radiale Koordinate der Punktquelle
! : radiale Koordinate in der Bildebene
a - halber Offnungswinkel des Objektivs (N.A. = nsina)

|
| optische(z)-Achse

Abbildung 3.8: Geometrische Verhéltnisse des Detektionsvolumens. Zy und wq sind die Radien, die den
Rotationsellipsoid beschreiben. Ferner ist der Ortsvektor r und sein Koordinatensystem eingezeichnet.
Desweiteren ist eine Scheibe zu sehen, die eine mogliche Fliche darstellt, von der Fluoreszenz ausgeht.
Uber diese Scheiben wird integriert, um das 'komplette’ Fluoreszenzsignal zu erhalten.

Eine leuchtende Quelle am Ort (77, z) wird in der Fokusebene (z = 0) als kleine Scheibe
einer Grofe, entsprechend dem optischen Auflssungsvermogen® Ry abgebildet. Fiir Punkte
aukerhalb der Fokusebene wird diese Scheibe aufgrund der Lorentzfunktion® R?(z) =

Ro = 0.61\/N.A. ist das Auflésungsvermdgen des Objektivs, welches als der Radius des ersten
dunklen Ringes des Airy Beugungsbildes definiert ist.
6R(z) beschreibt den Radius des Bildpunktes einer Punktquelle im Abstand z von der Fokusebene.
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Wellenldnge[nm| Laserart wgnm| k  zgnm]  Volumen [fl] Molekiileanzahl
043 (HeNe) 226.25 6.5 1470.625 0.3153 0.1899
514 (Ar) 214.16 6.5 1392.04 0.2675 0.1611
488 (Ar) 203.3 6.5 1321.645 0.2289 0.1379

Tabelle 3.3: Detektionsvolumina in Abhéngigkeit der Wellenlénge.

RZ + 2? tan? a vergroRert. Diese Funktion beriicksichtigt somit die Unschérfe, die durch
die Abbildung des Punktes auf die Fokusebene entsteht.

Nun haben wir mathematisch gesehen das Objektiv hinter uns gelassen und bewegen
uns mit den Photonen auf die Lochblende” zu.

Um die Wirkung der Lochblende zu beschreiben, mufs eine weitere Funktion 7'(r) defi-
niert werden. Mit der konfokalen Geometrie kann die Lochblende mit dem Radius Ry via
Vergroferungsfaktor M auf eine verkleinerte Scheibe mit dem Radius 70 = Rpore/M pro-
jiziert werden. Diese Ubertragung wird durch die Transmissionsfunktion 7'(r) beschrieben

(3.52). (1 s
(r) -—cwc( )—{ (3.52)

Thole 0 sonst

Der Effekt der Lochblende in der Bildebene kann durch die Sammeleffizienzfunktion
CEF(r,z) (’collection efficiency function’) beschrieben werden. Diese Funktion ordnet
jedem Punkt r im Probenvolumen eine integrierte Detektionseffizienz zu. Ein am Punkt
r emittiertes Photon passiert mit einer zur C'E'F' proportionalen Wahrscheinlichkeit das

Objektiv und die Lochblende.

T(r)PSF(r',r, z)dr
Jg PSF(r',r, z)dr!

CEF(r,z) = Je (3.53)

Die Hauptwirkung der Lochblende ist die Begrenzung des Detektionsvolumen entlang der
optischen Achse. Eine ausfiihrlichere Darstellung der Wirkung der Lochblende auf die
CEF findet sich in [16].

Kombiniert man nun die Anregbarkeit mit der Detektierbarkeit eines bestimmten Pro-
benpunktes, definiert sich daraus die 'Molecule Detection Efficiency’ MDE [39].

MDE(r,z) = CEF(r,z) - I(r,2) (3.54)

Mit dieser Kombination wird erst, bei geeigneter Wahl von Pinhole und Laseranregungs-
radius, eine idealisierte Intensitatsfunktion moglich, die eine Vereinfachung des Systems
zulaft

, r? 22
MDE(r,z) = W(T )idear = Lo exp <—2—2) exp (—2—)
w

p)
0 Wy

und erlaubt das Fokusvolumen durch eine dreidimensionale Gauflifunktion zu nahern.

"Die Lochblende wird meist auch als “pinhole’ bezeichnet. Sie reduziert die emittierte Fluoreszenz, die
nicht ihren Ursprung in der Fokusebene hat.
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3.2 Aufbau des Einzelmolekiil-Spektroskops

Die Grundlage des Mefsystems stellt das kompakte Gerit Namens Con foCor® dar, das
in Zusammenarbeit von Zeiss® und Evotec® Mitte der neunziger Jahre entwickelt wurde.
Alle in dieser Arbeit dargestellten FCS-Messungen wurden mit diesem System durchge-
fiihrt. Das System besteht aus zwei Lasern der Mikroskopeinheit, womit der z-y-Tisch, die
optischen Filter und das Objektiv gemeint sind. Ferner aus einer Detektionseinheit, der
Avalanchephotodiode, die in diesem Abschnitt noch genauer beschrieben wird, und einer
Computerkarte, die die Photopulse registriert und weiterleitet. Um die Anlage zu steuern
sowie die Daten aufnehmen und auswerten zu konnen, steht eine weitere Steuereinheit
und ein Computer zur Verfiigung. Die aufgenommenen Rohdaten werden in Echtzeit pro-
zessiert, so dafs die Messungen direkt verfolgt und grob bewertet werden koénnen. Die
Rohdaten sind die Fluoreszenzwerte, aus denen die Korrelationswerte generiert werden.

Der Abschnitt zeichnet den Weg der detektierten Photonen nach und beschreibt die
einzelnen Komponenten.

3.2.1 Halbleiterdiode

Eine Photodiode (Halbleiterdiode bzw. p-n-Diode) entsteht durch den Kontakt eines p-
Halbleiters mit einem n-Halbleiter. Die Produktion von Halbleitern geschieht jedoch nicht
durch das Zusammenfiigen von zwei unterschiedlichen Halbleitern, sondern durch das Do-
tieren von Halbleiterkristallen. Unter Dotierung versteht man das Einbringen von Fremd-
atomen durch Diffusion in die Oberfliche (Plasmaverfahren) oder durch Implantation
mittels eines Ionenstrahls.

® -
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Abbildung 3.9: Optische Absorption fiir verschiedene Photonenenergien: a) hv = Eg , b) hv > Eg, ¢)
und d) hv < Eg. Im Fall b) wird die iiberschiissige Energie Eq — hv als Warme (Phononschwingungen)
an das Kristallgitter abgegeben. Die Uberginge c) und d) sind méglich, da sie von einem Donatorniveau
Ep bzw. von einem Akzeptorniveau F 4 erfolgen.

Durch das Vorhandensein von Fremdatomen und anderen Storstellen ist die Fermi-
Energie Er des p-Halbleiters zum Valenzband und die des n-Halbleiters zum Leitungsband
verschoben. Mit den beiden Forderungen (Randbedingungen), daf die Fermi-Energie eines
p-n-Ubergangs im thermodynamischen Gleichgewicht fiir beide Zonen gleich sein muf und

8Hersteller fiir optische Geriite
9Biotechnologiefirma in Hamburg
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daf der Verlauf der Energieniveaus iiber beide Halbleiter kontinuierlich sein muf, ergibt
sich eine Bandstruktur. In Abbildung (3.9) sind diese Energiebénder dargestellt.
Aufgrund des Konzentrationsunterschiedes an freien Ladungstrdgern an den Kontakt-
stellen bildet sich ein Driftstrom und ein Diffusionstrom aus. Durch diese Strome bildet
sich eine Raumladungszone, die keine freien Ladungstriager mehr enthélt. Wird nun eine
positive Spannung an der Kathode (n-Seite) gegeniiber der Anode (p-Seite) angelegt, so
breitet sich diese Zone (Depletionsbereich) tiber die ganze Diode aus (siehe Abb. 3.10).

Ub=0V Upo>0V
—0
D n o—t= o—t—=
p _I, N P_ n
EL o o @ Driftg_ . Diffusion
77777777777777777777777777 Er T S e e ~ .
Er. EF —— EFO —
E T omw o T~
o OO0 Diffusion O Drift
O Elektronen @ Locher

Abbildung 3.10: Energetische Verhéltnisse im Halbleiter bei verschiedenen Betriebsarten unter Bertick-
sichtigung der Randbedingungen.

Das Photosignal in einem solchen Halbleiter entsteht nun indem ein Photon in dem
Depletionsbereich freie Ladungstrager entstehen 1t (Absorption), die aufgrund der an-
gelegten Spannung zu den Elektroden wandern und somit einen Photostrom [, induzieren.
Ein wichtiges Mafs dieser Halbleiterdioden ist die Quanteneffizienz QF, definiert in Glei-
chung (3.55). Darunter versteht man das Verhéltnis von generierten freien Ladungstrégern
ne (Elektron-Loch-Paare) und einfallenden Photonen n,,:

I,/e n
E[%] = 100—=2—— = 100—
Q [ ] Popt/hy Npn
mit der Einheitsladung e, der applizierten optischen Leistung F,, und der Photonen-
energie hv. Die typische Quanteneffizienz einer Photodiode betriagt etwa 70% bei einer
Wellenldnge von A = 530nm [40].

(3.55)

3.2.2 Avalanchephotodiode

Fiir den Nachweis von optischen Photonen!® sind zwei Arten von Dioden von Bedeutung.
Beide Dioden sind p-n-Dioden, wie sie oben beschrieben wurden, jedoch erhalten die-
se durch Verédnderung ihrer Dotierungszonen spezielle Eigenschaften. Zum einen gibt es
PIN-Dioden bzw. Avalanche-Dioden (APD). Im folgenden wird nur der Avalanchetyp

10Unter optischen Photonen versteht man Photonen, deren Wellenlinge im sichtbaren Bereich liegt.

HAPD steht fiir Avalanche Photo Diode. Diese Diodenart ist die gingigste Bauweise, die in der
Einzelmolekiil-Spektroskopie verwandt wird. In ihr wird ein Photon lawinenartig verstarkt, so dafs ein
mefibarer Strom entsteht.
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Abbildung 3.11: a) der reale Aufbau einer p-n-Photodiode, b) Raumladungsdichteverteilung p(z) in der
depletierten Phododiode, ¢) Verlauf der elektrischen Feldstérke E(x)

beschrieben, wie er in der Einzelmolekiil-Spektroskopie Anwendung findet. In der Abbil-
dung (3.11) ist der prinzipielle Photodiodenaufbau gezeigt. Der Aufbau einer Avalanche-
diode laft sich in einen Absorptionsbereich und in einen Verstarkungsbereich einteilen.
Wie bei einer normalen Diode werden im Absorptionsbereich die photonen-generierten
Elektron-Loch-Paare separiert und durch das Driftfeld zu den Elektroden hin beschleu-
nigt. Treten nun die Elektronen in den Verstarkungsbereich ein, werden sie durch das dort
extrem hohe elektrische Feld so stark beschleunigt, dafs ihre kinetische Energie ausreicht
durch Stofionisation weitere Elektron-Loch-Paare zu erzeugen, welche ebenfalls sehr stark
beschleunigt werden und weitere Elektron-Loch-Paare bilden. Dieser Prozeft wiederholt
sich in dieser Schicht immer wieder, so daf eine Elektronenlawine ausgelost wird. Die-
se erzeugt ein mefkbares verstarktes Signal. Durch das Auftreffen eines einzigen Photons
auf die Diode kann somit ein mefsbares Strom-Signal nachgewiesen werden. Die obere
Grenze der linearen Verstirkung von typisch 10® wird durch die Durchbruchspannung be-
stimmt. Ab der Durchbruchspannung arbeitet die Diode im sogenannten Geiger-Modus.
Das Ausgangssignal ist dann unabhéngig von der Anzahl der generierten Photonen. In
dieser Betriebsart erreicht man eine Verstirkung von 10° — 10°. Dieser Modus ermoglicht
die Detektion einzelner Photonen und zeichnet sich durch eine sehr gute Zeitauflosung
aus. Die QE erreicht Werte von etwa 70 — 95% [41]. Diese Eigenschaften machen die
Avalanche-Dioden zum idealen Instrument fiir den Nachweis von Einzelphotonen, wie sie
in der Fluoreszenzspektroskopie meist gebraucht werden.

3.2.3 Laser als Lichtquelle

Die Fluorophore werden mit einem Laser angeregt. Bei dem hier verwendeten Aufbau
stehen mittels eines Strahlteilers zwei Laser zur Verfiigung, jedoch nicht gleichzeitig. Eine
sogenannte Kreuzkorrelationsmessung kann mit diesem Aufbau nicht durchgefiihrt wer-
den. Es kann also nur mit einer Anregungswellenldnge gearbeitet werden. Der HeNe-Laser
emittiert bei einer Wellenlénge von A = 543.5 nm. Der Ar-Ionen-Laser hat nicht nur eine
diskrete Emissionswellenldnge wie der HeNe-Laser, sondern emittiert bei zwei Wellenlén-
gen \; = 488 nm und Ay = 514.5 nm, wobei 70% der Energie auf die 488 nm-Linie fallen
bei einer Gesamtleistung von etwa P = 200 mW. Mindestens 95% des Lichts werden im
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TE Mgy,'? Mode abgestrahlt. Auch der HeNe-Laser emittiert im T E My, Mode bei einer
Leistung von P = 0.4 mW mit einem Strahldurchmesser von d = 0.48 mm einer Divergenz
von etwa g4, = 1.3 mrad.

Der HeNe-Laser wird fiir Experimente eingesetzt, die Rhodamin G6 bzw. Thetrame-
thylrhodamin als Fluorophore benutzen, da hier die Wellenldnge des Lasers dem Maximum
der Absorptionskurve am néchsten kommt. Direkt nach dem Strahlaustritt passiert das
Laserlicht den Abschwéchungsbereich. Hier kann mit verschiedenen Abschwéchgliasern die
benétigte Lichtleistung reduziert werden. Dies mufs vor der Einkopplung des Lichts in den
Lichtleiter geschehen, da diese Abschwichung Einflufs auf die Strahllage hat. Die Ein-
kopplung des Lichts in den Lichtleiter wird mit einem Koppler (KINEFLEX) der Firma
POINT-SOURCE® durchgefiihrt, der eine Effizienz von iiber 65% erreicht. Die optima-
le Einkopplung des Lichts ist fiir das Experiment von entscheidender Bedeutung, da sie
signifikanten Einfluf auf die Strahlqualitiat und die Strahlleistung am Ort der Messung
hat.

3.2.4 Filtercharakterisierung

Zur Auswahl der entsprechenden Wellenldnge werden Filterschieber verwendet. Diese sind
mit verschiedenen Filtern bestiickt, die entsprechend der Stellung des Schiebers, bestimm-
te Messungsmodi zulassen. Die Wahl des Filterschiebers hingt von dem verwendeten
Fluorophore und vom verwendeten Laser, der fiir das Experiment benutzt wird, ab.

Kennlinien fiir den Filterschieber 543nm
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Abbildung 3.12: Wellenldngenabhéngige Auftragung der Transmission in [%)] fiir den verwendeten Rho-
daminfilter. Der dichroitische Strahlteiler wurden fiir die Transmissionsmessung unter dem realen Winkel
(45°) vermessen.

12TEM steht fiir Transverse Electromagnetic Modes. Diese bezeichnet die Form des Laserdurchmessers.
Der Index 00 beschreibt eine kreisrunde Strahlform.
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In dieser Arbeit wurde hauptséchlich der Filterschieber fiir Rhodamin R6 verwandt. Dieser
Filtersatz besteht aus:

e cinem Anregungsfilter,

e cinem Strahlteiler, der optimiert ist auf die Trennung der HeNe-Linie von der Emis-
sionslinie von Rhodamine R6 (A = 560 nm),

e und einem Sperrfilter.

In der Abbildung (3.12) ist Transmission in [%] iiber die Wellenlénge, fiir die ver-
schiedenen Filterschieber, aufgetragen. Der benétigte Filter wird iiber die Position des
Filterschiebers bestimmt.

3.2.5 Objektive

Das ConfoCor wurde mit einem Objektiv hoher numerischer Apertur (N.A.) ausgestattet.
Das Objektiv ist eines der wesentlichen Bauteile des Mikroskops und stellt somit auch
einen der zentralen Bauteile fiir die in dieser Arbeit vorgestellten FCS-Messungen dar.

In dem hier beschriebenen Aufbau wurde das Objektiv, C-APOCHROMAT 40X/1.2
W Korr 00/0.14-0.18 der Firma ZEISS®, benutzt.

Abbildung 3.13: Hier ist links das Objektiv und rechts der Leistungsmesser gezeigt.

Die hohe numerische Apertur (N.A. = 1.2) ermoglicht die Korrektur der Probenhalter-
dicke, die in einem Bereich von d = 0.14—0.18 mm variiert werden kann. Durch die Mefan-
ordnung kann die Probenhalterdicke mit dem Mikroskop mit einer Genauigkeit von einem
pm bestimmt werden und durch das Objektiv korrigiert werden. In der Abbildung (3.13)
ist das obige Objektiv sowie der Leistungsmesser gezeigt. Die Leistungsmessung wird vor
jeder Messung durchgefiihrt, um zum einen den Laser auf seine Funktion bzw. auf seine
maximale Leistung zu iiberpriifen. Dies liefert Daten iiber den Zustand des Lasers, womit
Fehlmessungen, die auf den Laserzustand zuriickzufiithren sind, vermieden werden. Die
Kenntnis der Laserleistung ist jedoch auch entscheidend fiir die anschliefenden Messun-
gen, um beispielsweise Abschitzungen iiber das zu erwartende Signal machen zu kénnen
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sowie den Triplettanteil des verwendeten Fluorophors zu kalkulieren. Ein weiterer Punkt
bei der die aktuelle Laserleistung von Bedeutung ist, ist die Wahl der Abschécher, die
eventuell bendtigt werden.

3.2.6 x-y-Probentisch

Um mit diesem Aufbau auch mehrere Proben automatisiert messen zu kénnen, wurde ein
x-y-Tisch iiber dem Objektiv angeordnet, der den Probenhalter positioniert. Hier hat man
sich fiir das Bewegen der Proben entschieden und nicht fiir das Bewegen von optischen
Komponenten. Dieser Ansatz wurde gewahlt, da ein starrer optischer Aufbau die Qualitat
der Messungen deutlich steigert. Eine hochgenaue Positionierung der Proben ist hier nicht
von Néten, da die Proben im allgemeinen eine Ausdehnung im mm-Bereich haben.

Abbildung 3.14: Der Probentisch des Mefhaufbaus. Mit den seitlich angebrachten Schrittmotoren, ist er
pm-genau zu positionieren. In der Mitte sind die quadratischen Probenkammern zu sehen.

Der Probentisch (siche Abbildung 3.14) wird mit Schrittmotoren bewegt, die eine
Schrittweite von einem pum bei einem maximalen Weg von 25 mm ermdglichen. Die Steue-
rung der Motoren wird iiber eine PC-Karte MCU-6000 der Firma Rdsché Walter'3 vor-
genommen. Uber diese Karte konnen 96 Positionen angesteuert und die dort befindli-
chen Proben in einer festgelegten Reihenfolge gemessen werden. Diese Teilautomation der
Messungen ist nicht nur wichtig fiir eine Weiterentwicklung zu einer vollstdndig automati-
sierten Anordnung, sondern trigt auch dazu bei, die dueren Mefbedingungen, soweit es
moglich ist, konstant zu halten. Insbesondere stellen Erschiitterungen, wie das Betreten

13Weitere Details zu dieser Karte findet man unter www.rw-gmbh.de.
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des Mefsraums oder Temperaturschwankungen von wenigen °C eine Stérung der Messung
dar.

3.2.7 Datenerfassung und Auswertung

Die von der Avalanchediode erzeugten Pulse werden wéhrend der Messung mit der digi-
talen Korrelatorkarte ALV-5000E der Firma ALV GmbH registriert und dargestellt. Diese
Computersteckkarte berechnet die normierte Korrelationsfunktion der registrierten Inten-
sitatssignale und ebenso die Zéhlrate, ’online’ wahrend der Messung. Die Karte verfiigt
iiber 288 Kanile, die als 'Multiple-Tau-Digital-Korrelator’ eine quasilogaritmische Zeit-
verteilung aufweisen. Der Registerbereich ist in mehrere lineare Zeitbereiche eingeteilt und
verfiigt iber einen der moglichen Zahl der Ereignisse angepaften Speicherbereich von 8
Bit fiir die kleinen Kanalzeiten ab ¢t = 125 ns bis 32 Bit fiir Zeiten ab t = 409 us. Die
maximale Mefzeit, die der Hardware-Korrelator bearbeiten kann, kann einige Stunden
umfassen. Bei den hier beschriebenen Messungen wird diese Mefszeit nicht erreicht. Als
Standardeinstellung fiir die Mefaufzeichnung wird die Karte in einen SINGLE-AUTO-
MODE versetzt.

Ferner kann der Korrelator vor jeder Messung einer automatischen Skalierung unter-
zogen werden. Diese Einstellung wird jedoch nur fiir recht hohe Farbstoffkonzentrationen
(> pM) eingesetzt. Hier wird die Karte mit einer festen Einstellung von von f = 4.98 MHz
betrieben. Die typische Mefzeit liegt zwischen 10 — 100 Sekunden, da bei den verwendeten
Farbstoffkonzentrationen von einem Partikel pro Mefvolumen eine Vielzahl von Fokus-
durchtritten erfolgen wiirde und die Korrelationskurve daher nicht mehr weiter verbessert
wiirde.

Mit der beigefiigten Software lassen sich die Diffusions- und Triplettzeiten sowie deren
Schwankungen berechnen und darstellen. Jedoch ist diese Software (Version: ALV-5000/E
V2.0orp; Version 1.0.12 20/09/1996) fiir eine wirkliche Auswertung unbrauchbar, da nur
einzelne Messungen analysiert werden konnen. Fiir eine praktikable Meftdatenanalyse wur-
de verschiedene eigene Programme entwickelt.
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3.3 DNA, Proteine und ihre Wechselwirkungen

Dieses Kapitel beschreibt die Eigenschaften der DNA und die hier untersuchten Proteine.
Desweiteren wird die Bedeutung dieser Molekiilklassen in der Molekularbiologie sowie in
der Medizin dargestellt. Dies ist einer der Griinde dafiir, daf die Forschung, gerade in den
letzten Jahren, auf diesem Gebiet sehr stark zunahm. Denn ohne das reibungslose und
funktionelle Zusammenspiel dieser immens variablen Molekiile ist ein geregelter Ablauf
des Stoffwechsels in Lebewesen nicht mdéglich. Die Forschung in diesem Bereich verbindet
immer mehr verschiedene Methoden und auch Mefprinzipien aus anderen Naturwissen-
schaften, insbesondere der Physik, um diesem enormen Anstieg der Fragestellungen aus
den Biowissenschaften Rechnung zu tragen.

3.3.1 DNA

Die DNA (Desoxyribonucleinacid) ist ein Polymer aus Desoxyribonukleotiden. Ein Nu-
kleotid besteht aus einer stickstoffhaltigen Base, einem Zucker (Desoxyribose) und einer
Phosphatgruppe. Die genetische Information ist durch die Abfolge der Basen des Poly-
mers gegeben. Der Zucker sowie die Phosphatgruppe erfiillen im wesentlichen strukturelle
Aufgaben.

NH, NH ﬁ ﬁ
2O EEAS: B
NH ™= ~NH 0 NH NN, NH =0
Adenin Cytosin (zuanin Tyrmidin

Abbildung 3.15: Die vier Grundbausteine der DNA.

Die Basen lassen sich in Purine — bestehend aus einem fiinf und einem sechs Kohlen-
stoffring — Adenin (A) und Guanin (G) und in Pyrimidine (einem sechs Kohlenstoffring),
Thymin (T) und Cytosin (C) unterteilen. Die komplementéren Basen A und T bzw. C
und G konnen sich via 2 bzw. 3 Wasserstoftbriickenbindungen paaren und bilden so die
Grundlagen fiir doppelstrangige DNA.

Die Aneinanderreihung von Basenpaaren (siehe Abbildung 3.16) ist aus sterischen Griin-
den nur in Form einer entgegenlaufenden Doppelhelix moglich, welche in Abbildung (3.17)
dargestellt ist. Die dreidimensionale Struktur der DNA wurde im Jahre 1953 von Watson
und Crick aus Rontgenstrukturdaten abgeleitet. Mittlerweile kennt man drei verschie-
dene DNA Arten, deren Eigenschaften in der folgenden Tabelle (3.4) zusammengefaft
sind. Das sich immer wiederholende Elemente des DNA-Molekiils, die Desoxyriboseein-
heit bildet das ’Riickgrat’ der Struktur. Die Verbindung dieser Elemente wird iiber die
3’-Hydroxylgruppe des Zuckers mit der 5’-Hydroxylgruppe des nichsten Zuckers iiber eine
Phosphordiesterbriicke hergestellt. Diese Eigenschaften machen es moglich, daf ein einzel-
nes Molekiil leicht mehrere Millionen Basenpaare enthalten kann. Die DNA Doppelhelix
ist jedoch keine starre Struktur, vielmehr fiihren Neigungsdnderungen oder Verdrehungen
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Abbildung 3.16: Basenpaarung der Purine und Abbildune 3.17: DNA-Helix
Pyrimidine. &2l '
DNA-Helixtyp
A B C (bzw. Z)
Héndigkeit rechts rechts links
Ganghohe [nm] 2.46 3.32 4.56
Durchmesser [nm]  2.37 2.37 2.37
Drehung [°/bp] 33.6 35.9+4.2 -60
# bp pro Drehung 11 10.4 12

Tabelle 3.4: Alle Angaben aus [6].

zwischen den Basenpaaren zu sequenzabhéngigen lokalen Verdnderungen ihrer Symme-
trie. Diese Symmetriednderungen dienen sequenzerkennenden Proteinen zur Erkennung
ihre Zielsequenz. Ferner héngen derartige Konformationsdnderungen auch vom Hydra-
tionsgrad, dem pH-Wert der Umgebung sowie dem Kondensationsgrad der DNA und
weiteren Faktoren ab.

3.3.2 Proteine

Wie schon in den einleitenden Worten des Kapitels angesprochen spielen die Proteine
in nahezu allen biologischen Prozessen eine entscheidende Rolle. Die Bereiche ihrer Ak-
tivitdt reichen von der enzymatischen Katalyse der meisten Reaktionen in biologischen
Organismen iiber Transport- und Steuerprozesse, koordinierte Bewegungen, mechanische
Stiitzfunktion, Immunabwehr, Erzeugung und Ubertragung von Nervenimpulsen bis zur
Kontrolle von Wachstum und Differenzierung von Zellen. Wie ist eine derartige Diver-
sitdt verstehbar? Der Schliissel liegt in der Abfolge der einzelnen Bausteine sowie der
Moglichkeiten der rdumlichen Anordnung dieser Abfolge.

Proteine sind Ketten von Aminoséuren (20 verschiedene, vgl. Anhang A.4), die einzel-
nen Aminosduren sind durch eine Carbonsdureamid-Bindung zwischen den a-Carboxy-
und a-Amino-Gruppen, einer sogenannte Peptidbindung (kurz CO-NH), miteinander ver-
kniipft (siche Abb. (3.18)).
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Abbildung 3.18: Oben ist die Aminosdurengrundstuktur (a) zu sehen. Die mit R gekennzeichnete Kreise
symbolisieren den Rest der AS, wodurch sie ihre Diversitéit erhalten. Unten ist die Verbindung zweier AS
— die Peptidbindungsenstehung (b) — unter Abgabe eines Wassermolekiils gezeigt.

Diese so erhaltene linearen Ketten bildet mittels Wasserstoftbriickenbindungen einen
weiteren Grad der Organisation: die Sekundérstrukturen. Es werden vier Strukturen un-
terschieden, die rechts- bzw. linkshdndige a-Helix, das g-Faltblatt sowie die (3-Schleife.
Diese Strukturen ordnen sich aufgrund der elektromagnetischen Wechselwirkungen bzw.
durch Ausbildung von Disulfidbriickenbindungen zwischen den Aminiosduren ,weiter an.
Sie bilden komplexe dreidimensionale Untereinheiten von hoherstrukturierten Proteinen
oder stellen schon fertige Proteine dar.

Hier nun einige Beispiele. Die Histone zéhlen zu den Strukturproteinen sie setzen sich
aus fiinf gleichen Untereinheiten zusammen und sind ein wesentlicher Bestandteil bei der
Organisation der DNA im Chromatin. Ein weiteres lebensnotwendige Protein ist das Hé-
moglobin der Erythrocyten!?, das fiir den Transport von Sauerstoff und Kohlendioxid
zwischen Lunge und dem Gewebe verantwortlich ist, welches sich aus vier (hier glei-
chen) Untereinheiten zusammensetzt. Aber neben diesen bekannteren Proteinen stellt die
Molekiil-Klasse der Hormone zum Teil Proteine dar. Hormone werden auf unterschied-
lichen Zeitskalen der Entwicklung eines Lebewesens verschieden stark exprimiert, sind
somit in unterschiedlichen Konzentration im Kérper préasent. Dieser Wechsel der Konzen-
trationen von Hormonen beeinflufst so, wesentlich die Entwicklung von Lebewesen bzw.

4Das rote Blutkdrperchen (Erythrocytus, Erythrocyt) ist eine Zelle, die ihre Organellen komplett
verloren hat. Sie hat die Form einer bikonkaven Scheibe mit einem maximalen Durchmesser von 7.2 pym
bis 7.8 pm. Im Zentrum der Scheibe betragt die Dicke eines roten Blutkérperchens ca. 0.8 pm, am Rand
etwa 2.6 um. Die Oberfliiche eines Erythrocyten betrigt ca. 135 pm?; das Volumen (‘mean corpuscular
volume’ = MCV) 82 bis 96 ym?® (Femtoliter).
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Abbildung 3.19: (links) a-Helix, (rechts) antiparallene g-Faltblattstruktur. Die Wasserstoffbindungen sind
gestrichelt, die Peptidbindung durchgezogen dargestellt.

bestimmt den augenblicklichen Zustand dieser.

Viele der Hormone sind klassische Steuer- und Regelungsmolekiile. Aufgrund der grofsen
Bedeutung, die sie fiir die Entwicklung spielen und des grofen Einflusses auf eine Vielzahl
von Krankheiten, insbesondere Krebs, riickt deren Funktionalitdt immer weiter in den
Fokus der Forschung.

In dieser Arbeit wird der Oestrogenrezeptor untersucht bzw. seine Bindungseigenschaf-
ten zur DNA mit den schon nédher beschriebenen Methoden der FCS und EMSA (vgl.
Abschnitt 3.3.4). Der Vergleich der ermittelten Bindungsdaten soll zeigen, daf man mit
beiden Systemen zu den gleichen Ergebnissen kommt und diese auch durch Literaturwer-
te Bestatigung finden. Jedoch kénnen die mit der FCS Technologie erzielten Ergebnis-
se deutlich schneller und automatisierter gewonnen werden als mit dem herkémmlichen
EMSA-System. Somit kann diese deutlich sensitivere und proteinschonendere Methode fiir
weitere Untersuchungen dieser wichtigen Molekiilklasse neue Impulse fiir die funktionelle
Erforschung der Proteine liefern. Ferner wird einmal mehr gezeigt wie wichtig es ist, dafs
die Wissenschaften sich weiter anndhern damit man das Potential, das gerade sogenannte
'fachfremde’ Forschungsbereiche, bieten nutzen kann, um neue Sichtweisen zu entwickeln.

In der Abbildung 3.20 ist die Bindung zwischen der DNA und dem Oestrogenrezeptor
gezeigt. Diese Visualisierung wurde aufgrund von Kristallstrukturdaten méglich. Diese
Bindung des Rezeptors ist eine wichtige Bedingung fiir die Regulation des eigentlichen
Gens. In der néchsten Abbildung 3.21 ist nun der volle Verlauf der Aktivierung der Tran-
skription des Gens gezeigt. Dies verdeutlicht nocheinmal die Komplexitit in der man sich
befindet. Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit dem oberen Bild (Abb. 3.20), al-
so den DNA-Bindungseigenschaften des Rezeptors. Eine vollstdndige Beschreibung der
Bindungszustdnde zwischen den einzelnen Molekiilen des Transkriptionsapparates (Abb.
3.21) sowie die Bindung zur DNA wiirden den Rahmen hier bei weitem sprengen.
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DNA-bind domain of the Oesirogen Receptor

Two protein chains

| A j| Twao DNA strands

Abbildung 3.20: DNA-Strang mit den gebundenen Oestrogenrezeptoren. In Abbildung 3.21 ist dieser
Teilaspekt schematisch gezeigt.
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Abbildung 3.21: Ubersicht des Einflusses der Hormon-DNA-Bindung auf den kompletten Transkriptions-
apparat.
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3.3.3 Hormone

Eine weitere wichtige Klasse von Molekiilen stellen Hormone dar. Hormone sind organische
Verbindungen, die die Regulation und Koordination des Stoffwechselgeschehens bewirken.
Sie wirken dabei - in &uflerst niedriger Konzentration - als chemische Signalstoffe und
nehmen als solche an den Reaktionen, die sie anregen, selbst nicht teil. Hormone werden
jedoch auch wie folgt definiert: Hormone sind chemische Signalstoffe (Botenstoffe), die in
Driisen gebildet, vom Blutstrom im Korper verteilt, von Zielzellen mit Rezeptoren erkannt
werden, die sie zu spezifischen Reaktionen veranlassen. Hormone sind nicht artspezifisch,
aber wirkungsspezifisch.

Bildungs- und Wirkort konnen weit voneinander entfernt liegen'®. Bei physiologischem
Bedarf werden sie in dafiir spezialisierten Zellen bzw. Driisen synthetisiert und in freier
Form oder an ein Tragerprotein gebunden meist im Blut, aber auch in Lymphe oder inter-
zelluldrer Fliissigkeit zu ihren Zielorganen transportiert. In den dortigen Zellen erfolgt die
Bindung an ein hormonspezifisches Rezeptorprotein. Um eine Uberschiittung des Orga-
nismus mit Hormonen zu verhindern, werden sie nach relativ kurzer Zeit aus der Blutbahn
entfernt und durch Abbau inaktiviert. Der gesamte Hormonstoffwechsel unterliegt einer
gut abgestimmten Regulation, wobei durch entsprechende Riickkopplungsmechanismen
hormonale Regelkreise entstehen.

HO HO on
HazC
o e | oH HO 3
HzC H3C
CHg
0 ]
cortisol dexamethasone
(a glucocorticoid) (a cortisone analogue)
e M
HsC ]
NN
0 i e e
testosterone

(an androgen)

Abbildung 3.22: Verschiedene Steroidhormone. Durch den Vergleich der verschiedenen Steroidhormone
tritt die gemeinsame Grundstruktur deutlich hervor.

5Hormonen werden auch noch nach ihrem Wirk- und Entstehungsort unterteilt. Endokrine Hormone
werden in ganz bestimmten Driisen produziert und iiber den Blutkreislauf verteilt. Parakrine Hormone
werden iiber kurze Distanzen und normalerweise iiber einen genau definierten Weg - z.B. vom Hypothala-
mus zur Hypophyse - ausgeschiittet. Autokrine Hormone wirken durch Sekretion der Zellen untereinander.
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Die Steroidhormone bilden eine umfangreiche Gruppe von Hormonen, die nur im tieri-
schen (und menschlichen) Organismus vorkommen. Hierzu gehoren neben den Kortikoiden
auch die Sexualhormone. Bildungsort der Steroidhormone sind vor allem die Nebennie-
renrinde (hauptséchlich Kortikoide) und die Keimdriisen (Sexualhormone). Die Biosyn-
these erfolgt aus Cholesterin. Kiinstlich strukturmodifizierte Steroidhormone haben als
Ovulationshemmer ('Pille’) und als Anabolika sowie als entziindungshemmende oder an-
tiallergische Arzneimittel (Kortikoide) pharmakologische Bedeutung.

Kortikoide, auch Kortikosteroide oder Nebennierenrindenhormone genannt, sind lebens-
wichtige Steroidhormone mit Wirkung auf den Kohlenhydrat- und Mineralstoffwechsel.
Von den etwa 50 bekannten Kortikoiden sind beim Menschen Kortisol, Kortikosteron und
Kortison sowie Aldosteron und Kortexon die wichtigsten Vertreter. Je nach Uberwiegen
der biologischen Hauptwirkung unterscheidet man Gluco- von Mineralokortikoiden. Struk-
turmodifizierte Kortikoide wie Prednisolon, Prednison, und Dexamethason werden wegen
ihrer hohen entziindungshemmenden und antiallergischen Wirkung bei Rheuma, Asthma,
Allergien, Entziindungen u.d. als Arzneimittel eingesetzt.

Die Sexualhormone gehoren nach ihrer Struktur zur Gruppe der Steroidhormone. Bil-
dungsort sind hauptséchlich die Keimdriisen. Primér steuern sie die Entwicklung und
Funktion der Sexualorgane. Allerdings werden beim Menschen auch einige nicht geschlechts-
spezifische Organe bzw. Korperfunktionen durch Sexualhormone beeinfluft. Man unter-
scheidet Androgene, Oestrogene und Gestagene. Den vorgestellten fiinf Hauptklassen der
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Abbildung 3.23: Vergleich verschiedener Steroidrezeptor. Die Zahlen geben den Grad der Homologie
der unterschiedlichen Bereiche (Domain) in Prozent an. Hier ist eine zum Teil sehr hohe Homologie zu
erkennen. Jeder Eckpunkt reprisentiert ein Kohlenstoffatom.

Steroidhormone, Gluco-, Mineralokortikoide sowie Gestagen, Oestrogen und Androgene
ist ihr chemisches Grundgeriist gemeinsam. Es besteht aus drei sechser Kohlenstoffringen
und einem fiinfer Kohlenstoffring, wie in Abbildung 3.22 gezeigt. Die einzelnen Steroidhor-
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mone entstehen durch die Modifikation von Cholesterin in dem bestimmte Seitenketten
an das Grundgeriist synthetisiert werden bzw. das Gertist selbst leicht verdndert wird.

Die Wirkung der Hormone wird iiber ihre hochspezifischen Rezeptoren vermittelt. Diese
wiederum binden, teilweise direkt oder im Komplex mit anderen Molekiilen, an die DNA.
Ein solcher DNA-bindender Komplex wird auch als Transkriptionsapparat bezeichnet.
Die Konzentrationen von Hormonen wie seiner Rezeptoren nehmen direkt Einflufs auf die
Transkription der DNA, da sie den Effekt der DNA-Bindung mitbestimmen.

Das grofse Interesse an den Bindungsbedingungen, Bindungssequenzen sowie an den
Eigenschaften der Bindung von Steroidrezeptoren an ihren Zielmolekiilen, spiegelt nicht
zuletzt die immense Bedeutung dieser Molekiile fiir den Menschen wieder.

In der Abbildung (3.23) ist ein Vergleich der verschiedenen (wichtigsten) Steroidre-
zeptoren auf Aminosidure-Ebene gezeigt [42]. Auffallend ist der hohe Homologiegrad im
DNA-Bindungs-Bereich (DBD). Doch neben diesen wichtigen vergleichenden Studien, die
im Bereich der Bioinformatik anzusiedeln sind, sind auch direkte Studien am Rezeptor,
sprich am Molekiil entscheidend, um den komplexen Wirkmechanismus zu verstehen. Die
Abbildung (3.24) zeigt den komplexen Mechanismus der Rezeptoraktivierung.

Aktivierung von Steroid Rezeptoren)

—_—

Diffusion
in die Zelle

Steroid
rezeptor Transformation-
oderAktivierung

DBD DBD

Abbildung 3.24: Ablaufschema der Aktivierung des Oestrogen-Rezeptors. Die Abkiirzungen haben fol-
gende Bedeutung: HBD Hormonbindungsdoméne, HSP-Komplex Heat Shock Protein Komplex, NTD
N-Terminale Doméne, DBD DNA Bindung Doméne, HRE (hormone response element) Hormonrezeptor
Bindungsmotiv.

Wie schon angedeutet ist das Interesse an der Aufklarung dieser Prozesse von Krank-
heitsbildern bestimmt, die eine grofse Zahl von Menschen betrifft. Zwei der bekanntesten
Erscheinungsbilder sind das Mammakarzinom und das Prostatakarzinom, die mit dem Oe-
strogenrezeptor bzw. mit dem Androgenrezeptor assoziiert sind. Studien zeigen, daf etwa
10% alle Frauen und etwa 40% aller Méanner tiber 65 Jahren die angegeben Krankheiten
ausbilden. Die beiden angegeben Krebsarten zdhlen mit zu den héufigsten Krebsarten bei
Frauen und Méanner insgesamt. Bei Mannern macht Prostatakrebs etwa 18% bei Frauen
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macht der Brustkrebs etwa 25% der Krebsarte insgesamt aus. Die Zahlen wurden vom
Robert Koch Institut (Hamburg) im Januar 2003 veroffentlicht [43]. Mit diesen Zahlen
im Hintergrund wird auch das grofe Interesse an der Wechselwirkung von DNA und
Molekiilen deutlich.

3.3.4 Nachweismethoden von DN A und Proteinen

Nachdem die DNA sowie Proteine und ihre Eigenschaften behandelt wurden, werden

jetzt die Methoden beschrieben. Zuerst wird das géngige Nachweisverfahren fiir DNA-

Sequenzen dargestellt. Es wird hauptséchlich zum Nachweis von langeren DNA-Fragmenten
benutzt, die bei Klonierungsschritten zur deren Evaluierung entstehen. Daran anschlie-

fsend werden die Protein-Nachweismethoden beleuchtet. Man braucht sie, um die via Klo-

nierung und Expression erzeugten Proteine zu untersuchen. Ferner kann mit einer weiteren

"Protein-Methode’ gepriift werden, um welche es sich handelt. Ebenso kann die biologisch

funktionelle Aktivitdt und ihre Bindungstarke charakterisiert werden. Letztlich wird noch

der Weg von der DNA-Sequenz zum fertigen Protein dargestellt werden. Dieser wird so-

wohl mit Bakterien sowie mit Zellen beschritten.

DNA-Nachweis

Mit Nachweis ist hier nicht der prinzipielle Nachweis gemeint, sondern man méchte die
Linge'® der DNA-Sequenz bestimmen. Geladene Molekiile lassen sich mit Hilfe der Gel-
elektrophorese trennen. Dieses Verfahren nutzt die unterschiedlichen Mobilitdten eines
geladenen Molekiils im elektrischen Feld, die im allgemeinen von Grofe und Gesamtla-
dung des Molekiils abhéngen. Die Vernetzungsdichte und die chemischen Eigenschaften
des Gels bestimmen im wesentlichen den Trennbereich.

DNA ist ein Molekiil dessen Monomereinheiten je eine Ladungseinheit tragt. Die Ge-
samtladung eines DNA-Molekiils ist also proportional zur Lange der DNA. Aufgrund des
Zusammenhangs, daf die relative Mobilitat linear vom Logarithmus des Molekulargewicht
abhéngt, konnen Nukleinsiauren gut nach ihrem Molekulargewicht getrennt werden [44].
Diese Trennung fiihrt man mit Agarosegelen'” durch. Die Agarosegel-Elektrophorese [45]
ist die einfachste Methode, DNA-Fragmente von 0.5 kb — 30kb Lénge voneinander zu
trennen und ihre Lénge zu bestimmen. Fir ringformige DNA (Plasmide) sowie superhe-
likale DNA gilt der einfache Zusammenhang zwischen Mobilitdt und Molekulargewicht
nicht, da hier die Konformation der DNA noch einen entscheidenden Einflufs auf die Mo-
bilitdt nimmt.

Vorgehensweise: Man 16st die Agarose in Elektrophoresepuffer durch Erhitzen, giefit die
heifse Fliissigkeit in einer sogenannte Gelkammer. Durch das Hinzufiigen eines Kamms er-
hélt man nach dem Erkalten ein Gel mit Kammern. Diese Kammern bzw. Taschen — wie sie
auch genannt werden — nehmen die DNA-Proben auf. Nun kann eine elektrische Spannung
zwischen Gelanfang und Gelende angelegt werden. Das entstehende elektische Feld sorgt
fiir das Einwandern der Proben in das Gel. Ferner gibt man dem DNA-Léngenstandard
noch Bromphenol sowie Xylencyanol bei, um den Gellauf zu kontrollieren. Diese Verbin-

16Dje Lange von DNA-Molekiilen wird iiber die Anzahl der Basen angegeben. Man findet folgende
Bezeichnungen: bp (basepair) fiir 1 — 1000 Basen, kb(kilobasen)usw. .

17 Agarose, ein Polysaccharid aus Meeresalgen, ist ein lineares Polymer aus alternierend 1,3-verkniipften
(-D-Galactopyranose- und 1.4-verkniipften 3.6-Anhydro-a-L-Galactopyranose-Resten.
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| Agarosekonzentration 105% | 0.7% | 1.0% | 1.2% | 1.5% | 2.0% |
Bromphenolblau [bp] | 1000 | 700 300 200 120 <100
Xylencyanol [kb] | 10 6 3 1.5 1 0.8
Trennbereich [kb] | 1-30 | 0.8-12 | 0.5-7.0 | 0.4-6.0 | 0.2-3.0 | 0.1-2.0

Tabelle 3.5: Agarosekonzentrationen und die jeweiligen Fragmentlangen-Trennbereiche. Ferner sind die
sichtbaren Farbstoffe Bromphenol und Xylencyanol mit ihren bp-Aquivalenten aufgefiihrt.

dungen erzeugen jeweils eine blaue Bande, die einer bestimmten DNA-Lénge entsprechen
(vgl. Tabelle (3.5) ). In der Tabelle (3.5) sind die DNA-Trennbereiche und Agarosegelkon-
zentrationen einander zugeordnet. Nach einer typischen Laufdauer von einer halben Stun-
de kann das Gel gefarbt werden, um die DNA-Fragmente sichtbar zu machen. Das Féarben
der DNA kann sehr effizient mit dem DNA-interkalierendem Ethidiumbromid (Achtung:
mutagen und toxisch!!) gemacht werden oder mit ungiftigeren Fluoreszenzfarbstoffen, wie
SYBERGOLD. Mit einem UV-Licht Tisch kénnen nun die angefarbten DNA-Banden sicht-
bar gemacht werden. Eine ausfiihrlichere Darstellung, dieser Vorgehensweise findet sich
in [46, 47].

Abbildung 3.25: Nachweis von DNA Fragmenten, die via PCR erzeugt wurden. Die Banden der Proben
(1-7) zeigen das Ergebnis einer Optimierungs-PCR. Die Probe 7 zeigt die stirkste Bande.

Zur Trennung sehr kurzen DNA-Fragmente (Oligomere 1 — 100 bp) verwendet man Poly-
acrylamidgele, deren Vernetzungsdichte deutlich hoher als bei Agarosegelen ist und somit
ein grofere Trennkapazitit im unteren Molekulargewichtsbereich hat. Polyacrylamidgele
werden nachfolgend besprochen.

Protein-Nachweis (SDS-PAGE)

Zum Nachweis von Proteinen existieren eine Vielzahl von unterschiedlichen Methoden.
Im folgenden soll jedoch nur die eindimensionale Trennung via Gel-Elektrophorese be-
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handelt werden. Fiir die Analyse von Proteinen verwendetet man Gele, bestehend aus
polymerisiertem und vernetztem Acrylamid. Die Grofe, der sich wihrend der Polyme-
risation bildenden Poren, hingt von der Konzentration des monomeren Acrylamid und
dem Quervernetzer N,N’-Methylen-Bis-Acrylamid, ab. Die Grundeinheiten (Aminioséu-
ren) von Proteinen sind im Gegensatz zu denen der DNA-Molekiile nicht einheitlich ge-
laden, so daf die Trennung im elektrischen Feld sowohl nach der Ladung als auch nach
der Groke erfolgt (native Polyacrylamidgele). Um Proteine nur nach ihrer Lénge tren-
nen zu konnen werden dies denaturiert, so dafs sie als lineare Kette ihrer Grundeinheiten
vorliegen. Die Trennung wird mit denaturierenden Polyacrylamidgele durchgefiihrt. Im
folgenden, wird die Denaturierung sowie die Trennung der Proteinen, beschrieben.

Die Proteine werden unter Zugabe von (3-Mercaptoethanol und Natrium-Dodecylsulfat
(SDS) auf 95°C (5 min.) erhitzt. Wobei die vorhandenen Disulfidbriicken zwischen den
Cysteinen'® reduziert werden und mittels des anionischen Detergenz SDS alle Wechselwir-
kungen, die zu hoheren Strukturen des Protein fithren, aufgehoben werden. Das Protein
wird also komplett entfaltet und von einer SDS-Mizelle eingeschlossen. Die Lénge und die
Ladung der Mizelle ist proportional zur Lange des Proteins und damit zum Molekularge-
wicht. Nach dieser Prozedur kénnen die Proteine nach ihrer Lénge in einem Gel analysiert
werden. Durch die Zugabe eines Grofenstandards (vgl. A.4.2) zum Gellauf, kann das Mo-
lekulargewicht des zu untersuchenden Proteins bestimmt werden. In Abbildung (3.26) ist
der Ablauf der Trennung eines Proteingemischs mit der Lammli-Methode gezeigt.

Im allgemeinen verwendet man, das diskontinuierliche Lammli-System [48, 49|, welches
aus einem Sammelgel und einem Trenngel besteht. Ein Gel nach Lammli besteht aus

Trenngel Sammelgel
Komponente 8% ‘ 10% ‘ 12%
dest. Wasser 46 ml | 40ml | 3.3 ml 2.1 ml
Acrylamid 30% 2.7ml | 3.3 ml | 4.0 ml 0.5 ml
1.5 M Tris(pH=8.8) | 2.5 ml | 2.5 ml | 2.5 ml | 0.38 1.0M Tris(pH=6.8)
SDS(10%) 100pd | 100pd | 10041 30ul
APS 100pd | 10041 | 10041 30ul
TEMED?® 61 4pl 4pl 3ul

| Trennbereich [kDa] | 40-200 | 20-180 | 13-150 |

Tabelle 3.6: Die Mengenangaben in der Tabelle beziehen sich auf einen 10ml Ansatz beim Trenngel,
dieser reicht fiir ein Gel und einen 3 ml Ansatz fiir ein Sammelgel, was fiir drei Gele reicht. SDS steht
fiir Natrium-Dodecylsulfat und APS fiir Ammoniumpersulfat.

dem etwa 1 cm langen Sammelgel und dem etwa 5.5 cm langen Trenngel, die Breite be-
tragt 10 cm. In dieser Arbeit werden nur Protein-Gele nach Lammli benutzt, die sich je
nach Proteingrofsennachweisbereich aus anderen Mischungsverhéltnissen der Komponen-
ten zusammensetzen. Die Tabelle (3.6) faft die Komponentenverhéltnisse fiir diese Gele
zusamien.

Um die Proteine sichtbar zu machen wird das Gel nacch dem Gellauf, in einer Coomassie-
Blau-Losung etwa 10 min inkubiert. Der Farbstoff (Coomassie) bindet unspezifisch an die
Proteine im Gel [50]. Nach einem anschliefenden Waschschritt, der den iiberschiissigen

18Cystein, ist eine der 20 Aminosiuren aus denen Proteine aufgebaut sind.
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Abbildung 3.26: Zeitlicher Verlauf der Proteinwanderung bei der diskontinuierlichen Gelelektrophorese.
Die Abbildung ist aus [3, 4] und wurde modifiziert.

Farbstoff wieder entfernt, werden die Proteine als blaue Banden sichtbar. Somit ist eine
Grofenbestimmung moglich. Es sei an dieser Stelle erwdhnt, dafs die Empfindlichkeit (un-
tere Grenze 200-400 ng pro Bande) dieser Methode eher méfig ist, jedoch meist fiir eine
erste Abschitzung reicht.

Nach der Elektrophorese gibt es prinzipiell zwei weitere Vorgehensweisen, deren Wahl
davon abhéngt welche Frage man an das Experiment stellt. Zum eine die Sichtbarmachung
aller getrennten Proteine, wie zu vor beschrieben. Zu anderen den Nachwies bestimmter
Proteine mit dem Westernblot-Verfahren. Um spezifisch ein Protein nachzuweisen, miissen
die Proteine des Gels mittels Westernblot [51] auf ein Nitrozellulose-Membran tibertragen
werden, um anschliefsend mit einem entsprechenden Antikérper markiert zu werden. Tragt
der Antikorper ein Fluorophore, so kann das Protein mit einem Laser-Scanner direkt de-
tektiert werden. Wird ein peroxidase konjugierter Antikérper benutzt wird das spezielle
photographische Verfahren, ECL?, zur Sichtbarmachung der Protein-Antikérperbanden
benutzt. Ein weiteres Proteindetektionsverfahren stellt die Silberfirbung?' dar. Details zu
Protein-Nachweis-Verfahren finden sich in der Standardliteratur [47]. Im Anhang (A.4.1)
werden, die Details des in dieser Arbeit angewandten Protein-Nachweisverfahrens, be-
schrieben.

In der Abbildung (3.27) ist der Aufbau der Apparatur gezeigt sowie der Kamm und
die verschieden Gelbereiche. Nun soll auch nicht unerwéhnt bleiben, daf es noch einige
andere Methoden zum Nachweis von Proteinen gibt, die hier jedoch nicht weiter behandelt
werden kénnen. In dem wunderschon geschriebenen Buch [52] sind sie jedoch zu finden.

20ECL ist ein Detektionsverfahren, das die Chemolumineszenz der Losung nutzt, in der das Gel zu
inkubieren ist. Der Hauptanbieter dieses Verfahrens ist Amersham Biosciences.

21Bei dieser Methode reagiert das Silber mit einzelnen Aminosiuren. Es gibt sehr viele dieser Methoden,
die alle eins gemeinsam haben: Sie sind sehr aufwendig und firben nicht nur Proteine an. Die Methode
wird daher nur noch bei speziellen Fragestellungen angewandt. Nachweisbereich 5-30 ng.
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Abbildung 3.27: SDS-PAGE Apparatur.

Protein-DNA-Nachweis (EMSA)

Zum Nachweis von Protein-DNA Komplexe bedient man sich der EMSA-Methode??. Die
Methode basiert auch hier darauf, dak sich die Molekiile im elektrischen Feld aufgrund
ihrer unterschiedlichen Nettoladung sowie ihrer Form und Grofe, unterschiedlich schnell
durch die Polyamidmatrix (Gel) bewegen. Dieser Zusammenhang trifft natiirlich ebenso
fiir ungebundene DNA-Oligomere und Protein-DNA-Komplexe zu. Bindet ein Protein an
das DNA-Oligomer, so nimmt die Wanderungsgeschwindigkeit des Komplexes ab. Man
erhélt somit eine Trennung der Komplexe von der freien DNA-Oligomere aufgrund der
verschiedenen Migrationsgeschwindigkeiten.

Bei diesem Verfahren, ist die DNA entweder endstédndig mit einem radioaktiven oder mit
einem fluoreszenden Marker, versehen. In der vorliegenden Arbeit wurden nur fluoreszie-
rende Marker eingesetzt, da der Zugewinn an Sensitivitit bei der Benutzung radioaktiver
Marker fiir das Experiment nicht von Bedeutung war. Einer der wesentlichen Unterschie-
de zum Trennsystem der Proteine (SDS-PAGE) besteht darin, dat das hier verwendete
Gel nicht denaturierend auf das Protein wirkt und nicht zwei unterschiedliche Bereiche
aufweist. Damit stellt man sicher, daf die Proteine biologisch aktiv bleiben, sprich, ihre
Bindungsfahigkeit nicht wiahrend des Experiments verlieren. Der typische Ablauf eines
solchen Experiments, soll im folgenden Abschnitt beschrieben werden.

Bevor die Proben analysiert werden kénnen, muf zuerst die Gelmatrix hergestellt
werden. Dies geschieht wie bei den Proteingelen, jedoch weisen die Komponenten des
Acrylamidgels eine andere Zusammensetzung auf (vgl. Tabelle 3.7). Nach dem Mischen
der Komponenten wird die Lésung zwischen die vorbereiteten Glasplatten gegossen, so-
wie der Kamm eingesetzt, der die Taschen fiir die Proben erzeugt. Nun braucht das Gel
etwa 20-30 Minuten bis zur vollstindigen Polymerisation (Vernetzung des Acrylamids).
Diese Zeit wird fiir die Probenvorbereitung genutzt. Dabei werden die markierten DNA-

22E]lectrophoretic Mobility Shift Assay = Gelretardation = Gel Mobility Shift Assay = Band Shift
Assay; all diese Begriffe werden fiir diese Methode benutzt.
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| Komponente 4.5% 6% 8%
Acrylamid 40% 5.625 ml 7.5 ml 10 ml
TBE(10X) 1.25 ml 1.25ml | 1.25 ml
TEMED 50ul 50u1 50p1
APS(10%) 250p1 250ul 250pl
dest. Wasser 42.825 ml | 40.825 ml | 38.45 ml
| Trennbereich [bp] [ > 100 | 50-100 | 20- 60 |

Tabelle 3.7: Die Angaben in der Tabelle beziehen sich auf einen 50ml Ansatz. Dieser ist ausreichend um
ein Gel zu giefien.

Oligomere mit dem Protein und einem speziellen Puffer gemischt und bei typischerweise
25°C 20 min. inkubiert, so daf sich in dem Gemisch die DNA-Protein-Komplexe bilden
konnen. In der Abbildung (3.28) ist der Aufbau exemplarisch gezeigt. Nach der Inkubati-

Abbildung 3.28: Ein typischer EMSA Aufbau bestehend aus der Gelapparatur (links) und der Gleich-
spannungsquelle (rechts). Bei der Gelapparatur sind die beiden Pufferreservoirs, das Gel sowie der Kamm
mit seinen breiten Taschen zu sehen, in die, nach Entfernen des Kamms, die Proben pipetiert werden.

onszeit werden allen Proben Ficoll zugegeben, dadurch wird die Probendichte gegeniiber
dem Puffer erhoht. Die Proben sinken somit auf den "Taschenboden’, wodurch ein Ver-
mischen der Proben mit dem Puffer verhindert wird, bevor sie aufgrund des elektrischen
Feldes in das Gel einwandern. Direkt nach dem sogenannten 'Beladen’ des Gels wird die
Spannung von U = 250V zwischen den beiden Pufferreservoirs angelegt. Das sich auf-
bauende elektrische Feld, sorgt fiir die Migrationsbewegung der geladenen Proteine. Nach
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etwa einer Stunde haben sich die Komplexe sowie die freie DNA soweit getrennt, daf man
das Experiment analysieren kann. Dies geschieht mit einem iiberdimensionalen Scanner
Namens "Typhoon’ der Firma AMERSON PHARMACIA BIOTEC. Dieses Gerit besitzt zwei
Laser, mit denen die Fluorophore, des DNA-Oligos, angeregt werden koénnen. Ahnlich,
dem FCS-Aufbaus, wird, die entstehende Fluoreszenz via einer Photodiode detektiert.
Das komplette Gel wird in bestimmten Schrittweiten abgetastet, so dafs ein zweidimen-
sionales Bild der Fluoreszenz entsteht. Man erhélt eine Antwortfunktion der Art F(z,y).
Mit den Typhoon zugehorigen Programmen (IMAGEQUANT Version 5.2, 1999) lassen sich
nun die Intensitéatsverteilungen darstellen, messen und analysieren. Je nach Experiment-
aufbau, bzw. Probenzusammensetzung lassen sich damit Banden im Gel nachweisen, die
der freien DNA, dem DNA-Protein-Komplex oder dem DNA-Protein-Antikérper-Komplex
(dem sogenannten ’super-shift’), zuordenbar sind.



20 KAPITEL 3. GRUNDLAGEN

3.4 Proteinexpression

Der folgende Abschnitt behandelt die Expression von Protein in Bakterien und Zellen,
jedoch ohne auf Labordetails einzugehen. Im Fokus einer Proteinexpression steht, die
Herstellung moglichst grofer Mengen des Zielproteins, in biologisch aktiver Form. Die
Expression, die Herstellung eines humanen Proteins ist in einer Bakterienzelle (Proka-
ryont) ebenso moglich wie in einer Zelle (Eukaryont). Jedoch fehlen, dem fertigen Protein
bei der bakteriellen Expression bestimmte Modifikationen, die nur ein eukaryontisches
System durchfiihren kann.

Warum man diesen ’bakteriellen” Weg meist doch beschreitet, liegt an den immen-
sen Vorteilen, die diese Expression bietet. Sie ist, vom ersten Klonierungsschritt bis zum
'fertigen’ Protein, wesentlich schneller und einfacher durchfiithrbar als die eukrayontische
Expression. Die Auswirkungen, der nicht durchgefiithrten Modifikationen der bakteriellen
Expression stehen, fiir einen grofsen Teil der Fragen an das Experiment nicht im Vor-
dergrund. Eine wichtige Frage, die diese Expression beantworten soll, ist die, nach der
prinzipiellen Durchfiihrbarkeit der Expression. Laft sich die bakterielle Expression durch-
fithren erhdlt man Informationen bzw. kann abschétzen, ob eine (aufwendige) eukaryon-
tische Expression iiberhaupt sinnvoll ist. Sind beide Expressionen abgeschlossen erhélt
man, neben ausreichenden Mengen des zu untersuchenden Proteins, durch den Vergleich
der Expressionen Aufschluss tiber die Expressionsstruktur.

Die Herstellung grofer Mengen rekombinaten Proteins ist, insbesondere fiir die Protein-
strukturuntersuchungen, die Réntgenstrukturanalyse, oder fiir die Antikérper-Produktion
von Bedeutung. Aber von diesen Féllen abgesehen, ist eine hohe Expressionrate des Pro-
teins natiirlich auch fiir die hier vorgestellten Untersuchungen von Interesse. Da nach der
Expression, die aufwendige und schwierige Arbeit, der Aufreinigung des Proteins beginnt.
Nach dieser ist meist nur noch ein Bruchteil der urspriinglichen Protein-Menge verfiighar.

Um jedoch die Ergebnisse, die man durch die Bakterienexperimente gewonnen hat, auf
hohere Lebewesen iibertragen zu konnen, mufs die Expression der Proteine auch in Zel-
len (Eukaryonten) durchgefiihrt werden. Sie setzen alle Posttranslationsmodifikationen?
um, so daft man ein ’komplettes’ Protein erhélt. Ein anderes Problem der Expression
in Prokaryonten ist die Uberexpression. Die Proteine werden in diesem Fall in einem so
hohen Mafse produziert, daf sie in einer unloslichen Form , in sogenannten ’inclusion bo-
dies’ eingeschlossen sind. Die Aufreinigung solch 'unléslicher” Proteine ist meist schwierig
bzw. hat zur Folge, dal man nur einen geringen Prozentsatz aktiven Proteins erhélt. Ei-
ne andere Folge der Uberexpression ist, das Absterben der Bakterien bzw. Zellen. Dies
geschieht wenn das exprimierte Protein bei hoheren Konzentrationen eine toxische Wir-
kung entwickelt. Aber beide Probleme lassen sich im allgemeinen nicht theoretisch l6sen,
auch deshalb miissen beide Expressionen durchgefiihrt werden. Die folgenden Abschnitte
behandeln die Details der pro- wie der eukaryontischen Expression.

23Tm Anschluf an die Proteinbiosynthese wird die Kette vielfach modifiziert. Es werden Teile entfernt,
einige Aminosiuren verdndert, Kohlenhydrate oder Lipide an bestimmte Stellen angeheftet, oder es erfolgt
eine Aktivierung durch Acetylierung, Methylierung oder Phosphorylierung. Zusammengefafst bezeichnet
man alle diese Verdnderungen als Posttranslationsmodifikationen oder Modulation.
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3.4.1 Proteinexpression in Bakterien

Fiir die Proteinexpression in Bakterien werden typischerweise E.coli-Bakterien verwandst.
Diese wachsen sehr schnell (typische Verdopplungszeit 20min) und liefern das Protein in
grofsen Mengen. Wie wird nun iiberhaupt ein Protein exprimiert? Um dies kurz darzu-
stellen wird dieser Vorgang wie folgt unterteilt.

e DNA-Sequenz, die das Protein kodiert via PCR?** vervielfiltigen.

Einfiigen der DNA-Sequenz in ein Plasmid.

e Finschleusen des Plasmids in das Bakterium sowie Kontrollen durchfiithren.

Vermehrung der Bakterien.

Gezieltes Anschalten der Expression des gewiinschten Proteins, nebst Proteinnach-
weis.

e Aufreinigen des Proteins.

Hélt man nach dieser einige Tage in Anspruch nehmenden Prozedur das gewiinschte Pro-
tein in Hénden, kénnen die eigentlichen DNA-Protein-Bindungsexperimente begonnen
werden. Doch nun zu den einzelnen Schritten der Expression.

Als Grundlage der Expression dienen die via Datenbankrecherche gefundenen DNA-
Sequenzen. Hier, unter anderem die Oestrogen-Rezeptor Sequenzen v und /3 (siehe Anhang
A.3). Mit diesen Sequenzen entwickelt man die sogenannten 'Primer’-Paare?®, die die zu
amplifizierende Sequenz einschliefsen. Dieser Schritt wird mit dem Programm DNA-STAR
ausgefithrt. Als néchstes benttigt man die DNA, an die die Primer binden sollen und
die somit die PCR moglich macht. Hierfiir wird eine RNA-Préparation aus humanen
Hela-Zellen? und MCF-Zellen (vgl. Anhang B.1.4) durchgfiihrt. Mit dem Enzym ’reverse
Transkriptase’ (RT)?" wird die RNA? in DNA iibersetzt. Dies DNA-Molekiile sind die
Basis fiir, die sich anschlieffende PCR. Mit der PCR lafst sich mit Hilfe der Primer die
gewiinschten DNA-Fragmente millionenfach identisch kopieren. Durch die geeignete Wahl,
der Polymerase lassen sich die Fehlerraten, bei der Amplifikation der DNA, auf 1:1 Million
reduzieren.

Um sicher zu sein, dafs man wirklich die richtige Sequenz vervielfaltigt hat, bedient man
sich bestimmter Restriktionsenzyme, die selektiv nur bestimmte DNA-Sequenzen durch-
trennen. Man erhélt dadurch Fragmente der Gesamtsequenz, deren Langen via DNA-
Nachweis analysiert werden und mit der theoretisch zu erwartenden Fragmentléngen-
Verteilung verglichen werden kénnen. Erhilt man eine Ubereinstimmung, so geht es zum

24PCR steht fiir Polymerase Chain Reaction. Dieses Verfahren erméglicht die Vervielfiltigung von
DNA-Sequenzen von bis zu 30 kb Lénge in etwa einer Stunde.

ZPrimer sind kurze Ketten (14-30bp) von Nukleinsiure-Bausteinen, sprich, Oligo-DNA-Sequenzen,
die nur als Einzelstrang vorliegen. Diese synthetisch hergestellten DNA-Abschnitte binden an ihre kom-
plementéren, einzelstrangigen Nukleinsdure-Molekiile, nach den Regeln der Basenpaarung. In der PCR
dienen die so erzeugten kurzen Doppelstrang-DNA-Stiicke als Startpunkt der DNA-Polymerase.

26Hela-Zellen sind epithelartige Zellen und gehoren zu den Standardzelllinien in der Molekularbiologie.
Sie sind seit fast fiinfzig Jahren etabliert. Weitere Informationen iiber den Zelltyp finden sich im Anhang
(B.1.1

2TDie reverse Transkriptase iibersetzt die RNA in DNA und kann als das Schliisselenzym der modernen
Molekularbiologie betrachtet werden.

28Ribon-Nuklein-Acid, Informationsiibertragendes Molekiil.
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zweiten Schritt der basenweise Amplifikat-Analyse, der Sequenzierung. Mit diesem Ver-
fahren laft sich die amplifizierte Sequenz Base fiir Base identifizieren; man erhalt also die
Sequenz des Amplifikats. Stimmt diese wiederum mit der der Datenbank iiberein, kann
mit dem néchsten Schritt, der Proteinexpression fortgefahren werden, der Herstellung des
Plasmids?®, das die Fremd-DNA enthilt.
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Abbildung 3.29: Eukaryontischer Expressionsvektor — pSG5 — der Firma STRATAGENE. Auf der Vek-
torkarte sind alle wichtigen Sequenzabschnitte angegeben. Der Kasten rechts beinhaltet die Namen der
Restriktionsenzyme und zeigt die Stelle zum Einfiigen der Fremd-DNA.

Als Plasmid wird unter anderem der von der Firma STRATAGENE® vertriebene euka-
ryontische Expressions-Vektor benutzt®. Er zeichnet sich durch eine hohe Expressionsrate
aus. In der Abbildung (3.29) ist der gesamte Vektor mit siamtlichen fiir die Expression
und Klonierung wichtigen Teilsegmenten dargestellt. Auf diese wird jedoch, an dieser
Stelle, nicht weiter eingegangen. Um die Zielsequenz einzusetzen, muf der Vektor zuerst
mit den Restriktionsenzymen ’geschnitten’ werden. Mit den so erzeugten Enden wird die
Zielsequenz in den Vektor eingesetzt. Die anschliefsende Ligation verbindet die Enden des
Vektor mit denen der Fremd-DNA. Durch, das diesen Vorgang ausfithrende Enzym, der
Ligase, erhélt man wieder ein geschlossenes Plasmid.

Um die Bakterien zur Aufnahme des fertigen Plasmids zu bringen miissen sie kompe-
tent gemacht werden. Hierzu stehen im wesentlichen zwei Methoden zur Verfiigung, eine
Chemische und eine Elektrische, die in [53| beschrieben sind. Ein Maf der Kompetenz
von Bakterien ist, die Anzahl der Bakterien-Kolonien pro pg Plasmid-DNA, die nach der
Transformation gewachsen sind. Bei den chemischen Methoden léft sich eine Kompetenz
von 10° bis 10® Kolonien pro pg Test-DNA erzielen. Die elektrische Methode erreicht
Werte bis 10'°. Kompetente Bakterien kénnen jedoch auch fertig von Firmen bezogen
werden.

Ist die Ligation erfolgreich verlaufen, wird das Plasmid mit kompetenten oder super-
kompetenten Bakterien (z.B. ONE SHOT TOP-10-Bakterien®!), welche fremde DNA noch
leichter aufnehmen, gemischt. Der Ligation-Bakterien-Mix (etwa 100‘ul — 400 pl) wird

29FEin Plasmid ist ein zirkulir geschlossenes doppelstrangiges DNA-Molekiil, welches alle wichtigen
Sequenzen enthilt, die zur Transkription sowie deren Steuerung in der Zelle notwendig sind. Es ist somit
unabhingig vom bakteriellen Genom.

30Djeser Vektor ist aufgrund seiner Promotorsequenz auch fiir Prokaryonten wie sie Bakterien darstellen
geeignet.

31Djese Bakterien werden von der Firma INVITROGEN vertrieben.
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nach einer Inkubationszeit von 1h bei 37 °C auf eine Nidhrmediumschale (Agarplatten)3?
aufgebracht. Wahrend einer weiteren Inkubation, meist iber Nacht bei 37 °C entwickeln
sich Bakterienkolonien.

Um die Bakterienkolonien bzgl. der Aufnahme des Vektor selektionieren zu kénnen be-
sitzt dieser eine Antibiotikaresistenz®3. Bei Bakterienkolonien, deren Wachstum normal
verlief, kann man also davon ausgehen, dafs der Vektor aufgenommen wurde und auch
funktionsfihig ist. Leider ist das Wachstum des Bakteriums, zur Kolonie, noch kein ein-
deutiger Beweis, so daf auch hier die Bakterien-DNA jeder einzelnen Kolonie iiberpriift
werden mufsen. Erst nach dieser Analyse, der Bakterien-DNA, kann die Vektor-DNA fiir
weitere Experimente eingesetzt werden.

Nach dieser Vorarbeit hat man also einen Bakterienstamm in entwickelt, der das Plas-
mid enthélt. Nun sind drei Wege einzuschlagen: Erstens, die Gewinnung von ausreichend
Plasmid-DNA fiir die Transfektion und zweitens, Expression des Proteins und drittes, die
Konservierung des gewonnenen Bakterienstamms.

Ersteres geschieht in dem man das Bakterium nochmals auf mehrere Agarplatten auf-
bringt und iiber Nacht inkubiert. Lassen sich ausreichend grofe Kolonien erkennen impft
man mit diesen Fliissigndhrmedium an. Nach der Ubernachtinkubation wird mittels 'Mi-
niPriap’?* die Plasmid-DNA extrahiert. Man hat also nun ausreichend Plasmid-DNA zur
Verfiigung fiir eine Transfektion eukaryontischer Zellen. Details zu den Zelllinien finden
sich im Anhang B.1. Die Transfektion ist Thema des nachfolgenden Abschnitts.

Die Sicherung bzw. Lagerung des Bakterienstamms geschieht, durch das Einfrieren eines
Glycerol /Bakteriensuspensions Gemisches. Auch hier impft man Fliissigmedium mit dem
Bakterienstamm an und laft die Bakterien wachsen. Diese Bakteriensuspension wird im
Verhaltnis 6:1 mit Glycerol gemischt. Nach dem Schockgefrieren mit fliissigem Stickstoff
konnen die sogannten ’Glycerolstocks’ bei —80 °C gelagert werden. Das Glycerol soll die
Bakterien beim Auftauen schiitzen.

Die ersten vier Punkte der Ubersicht sind bis hierher beschrieben. Die weiteren Punkte
werden in Abschnitt 3.4.3 'Proteinaufreinigungs Verfahren’ und im Kapitel 4 ’Charakte-
risierung der Experimente’ behandelt werden.

32 Agar ist ein sehr reichhaltiges Niahrmedium. Durch Mischen und Erhitzen mit Wasser bildet Agar
beim Abkiihlen eine gallertartige feste Masse. Auf diesen ’Agarplatten’ finden die Bakterien beste Wachs-
tumsbedingungen.

33 Antibiotika sind Stoffe, die entweder das Wachstum von Bakterien hemmen oder sie abtdten. Hem-
mende Antibiotika sind beispielsweise Penicilline und Cephalosporine. Abtétende Wirkung vermitteln
folgende Antibiotika: Kanamycin, Tetrazykline oder Streptomycin. Die Wirkungsstétten der Antibiotika
sind dabei sehr verschieden, beispielsweise beeinflussen sie die Zellwand- oder die Proteinsynthese oder
greifen direkt in die DNA-Replikation ein.

34Mit diesem Begriff ist, die Isolierung der DNA aus den Bakterien gemeint; hier wurde sie mit der
Standardprodzedur der Firma QIAGEN durchgefiihrt (siehe auch A.2.1).
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Abbildung 3.30: Die Bakterielle Transformation: Um Bakterien zu transformieren, miissen ihre Membra-
nen durch eine Behandlung mit CaCls durchléssig gemacht werden. Zuerst werden die Zellen fiir 30 Minu-
ten bei 0°C in einer CaCly-Losung inkubiert. Wahrend dieser Zeit konnen die Transformationsvektoren
in die Zelle eindringen. Danach wird die Temperatur iiber 37 °C wieder auf 25 °C erhcht. Zur Regenera-
tion der Zellmembran wird die CaCly-Losung mit Nahrmedium verdiinnt und bei optimaler Wachstum-
stemperatur fiir E.Coli 37 °C inkubiert. Schliefslich werden die Bakterien auf eine Selektionsagar-Platte
ausgestrichen. Nach einer weiteren Inkubation der Agarplatten von etwa zwolf Stunden kénnen die Zellen,
die den Vektor (blau) aufgenommen haben, selektiert und weiter verarbeitet werden.
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3.4.2 Proteinexpression in Zellen

Bei der Proteinexpression in Zellen ist der Ablauf der Expression dhnlich dem in Bakterien.
Um einen Uberblick zu bekommen, wird auch in diesem Kapitel zuerst der komplette
Ablaufplan in Stichpunkten angegeben, bevor auf die einzelnen Abschnitte der Expression
eingegangen wird.

e DNA-Sequenz, die das Protein kodiert, via PCR vervielfaltigen.

e Einfiigen der DNA-Sequenz in einen Transfer-Vektor®® (bakterielles Plasmid) mittels
PCR, Ligation und Transformation.

Propagation des Vektors in Bakterien, fiir die Transfektion von Zellen.

Transfektion der Zellen mit dem Virus, sowie eine Positiv-Kontrolle durchfiihren.

e Vermehrung der Zellen (SF9 od. HeLa vgl. Anhang B.1).

Gezieltes Anschalten der Expression des gewiinschten Proteins.

Aufreinigen des Proteins.

e Nachweis der Bindungsaktivitit des aufgereinigten Proteins.

Die ersten drei Punkte wurden schon im Abschnitt 3.4.1 behandelt, auf diesen hier verwie-
sen werden soll. Die Transfektion der Zellen soll exemplarisch an Hand des Baculo-Virus-
Systems beschrieben werden. Andere Virus-Systeme, wie das Vaccinia-System?® oder das
BPV-Virus®’, funktionieren mit den entsprechenden systemabhingigen Modifikationen
ahnlich.

Das Baculo-Virus-System infiziert ausschliefslich Insektenzellen. Diese Tatsache macht
dieses System sehr attraktiv und sicher im Umgang, da es keine héheren Organismen
infizieren kann. Die Insekten-Zell-Linie Sf-9 (Spodoptera frugiperda) laft sich mit diesem
Virus infizieren und propagieren. In Anhang B.1.2 werden die Spezifika der Zellen aus-
fithrlich dargestellt. Das gebrauchlichste Virus ist, das Autographa californica Multiple
Nuclea Polyhedrosis Virus (AcMNPV). Wihrend des Infektionszyklus werden zwei For-
men des Virus entwickelt. Eine Form besteht darin, dafs einzelne Viren die Zelle einfach
verlassen. Diese sind sofort in der Lage weitere Zellen zu infizieren. Bei der anderen Form
werden die Viren durch eine Polyhedrinmatrix geschiitzt und verpackt; sie reichern sich so
in der Zelle an. Diese Pakete, auch Polyhedrone genannt, verlassen die Zelle erst nach ihrer
Zerstorung, der Zellyse. Nimmt ein anders Insekt eines der Pakete auf, so wird es infiziert.
Um fiir beide Formen gentigend Viren bereit zu stellen, bedarf es eines starken Promotors,
der die Expression der bendtigten Proteine steuert. Bei der Protein-Expression mit die-
sem System nutzt man die Stérke des Polyhedrin-Promoters, indem man die Fremd-DNA
danach plaziert, so dafs das fremde Gen ebenso stark exprimiert wird wie das Polyhedrin.

35Der Transfektionsvektor ist ein bakterielles Plasmid, das neben der bakteriellen Selektions-Sequenz
auch eine AcMNPV-DNA-Sequenz mit der auf der Zellebene selektiert werden kann.

36Vaccinia-Viren sind die Erreger der Pocken. Sie besitzen ein doppelstringiges DNA-Genom. Ihre
Viren befallen Vertebraten, sowie einige Invertebraten. Das Virus repliziert sich im Zytoplasma infizierter
Zellen und nicht, wie die meisten anderen Viren, im Zellkern.

37Das Rinder-Papilloma-Virus besitzt ebenfalls ein ds DNA-Genom. Das Besondere an diesem Virus
ist, dafs die Zelle episomal persistiert, also das Plasmid nicht ins Wirtsgenom integriert wird. Ferner ist
es in der Lage bestimmte Nagerzellen zu transformieren.
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Abbildung 3.31: Das Baculo Virus Expressions System: Wie andere Viren-Systemen auch ist das Baculo-
Virus zu grof, um es direkt zur Klonierung zu verwenden. Stattdessen wird ein spezieller Transfer-Vektor
(Klonierungsvektor) verwandt, der dann in der transfizierten Zelle mit dem Virus-Genom homolog rekom-
biniert. Die Fremd-DNA (rot) wird in die Klonierungsstelle (ocker) integriert, wo sie von den Kontroll-
elementen des Polyhedrin-Gens eingeschlossen ist. Dieser gesamte Sequenzbereich ist eingebettet in eine
Region, die aus dem Genom des AcMNP-Virus stammt. Uber diesen Bereich findet die homologe Rekom-
bination statt. Zellen, in denen keine homologe Rekombination erzielt wird, produzieren Polyhedrons,
wohingegen Zellen, in denen eine homologe Rekombination stattfindet, rekombinante Viren erzeugen.
Diese Zellen kénnen auf der Kulturplatte anhand distinkter Zell-Lyse-Zonen erkannt werden (hellrot).
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Die Abbildung (3.31) zeigt das Einschleusen der Fremd-DNA, die Propagation des Virus
bis hin zur Selektion der homolog rekombinaten Transfektion.

An dem Ubergang vom Transfervektor zum rekombinaten Transfervektor ist der Ort
der Fremd-DNA zwischen den Polyhedron-Steuerelementen eingezeichnet. Der Transfer-
vektor ist ein bakterielles Plasmid, das neben den bakteriellen Selektions-Sequenzen auch
ein AcMNPV-Segment aufweist. Auf dieser Plasmid-Sequenz befinden sich ferner der
Polyhedrin-Promoter, eine MCS?®, der Polyhedrin-Terminator, eine Polyadenylierungs-
Sequenz und DNA-Bereiche iiber die eine homologe Rekombination mit der Helfer-Virus-
DNA3 erméglicht wird. Mit diesem rekombinaten Virus kénnen nun Zellen sehr effizient
infiziert werden. Das rekombinante Protein kann nach 4 bis 5 Tagen Zellwachstum in
hohen Ausbeuten ’geerntet’ werden. Das gezielte Anschalten der Expression erfolgt iiber
die Aktivierung des Polyhedrin-Promotors. Der Erfolg der Transfektion laft sich auf den
Kulturplatten sehen, die scharf begrenzte runde Zell-Lyse-Zonen (Plaques) aufweisen. Der
grofse Vorteil dieses Systems besteht darin, dafs die Proteine in ihrer aktiven und l6slichen
Form vorliegen. Und sie erhalten bei ihrer Expression die korrekten posttranslationalen
Modifikationen.

Dies ist nur ein Weg um das gewiinschte Protein zu erhalten. Ein Anderer, der auch
eingeschlagen wurde, ist die Stimulierung von Zellen, die bekanntermassen das gewiinschte
Protein exprimieren. Dieser Weg wird mit sogenannten MCF7-Zellen®® beschritten. Sie
sind in der Lage durch geeignete Stimulation (beispielsweise mit Oestratiol E2), ihre
ER-a, bzw. ER-( Expression deutlich zu steigern. Bei dieser Methode liegt jedoch das
Problem darin, dafs man aus dem gewonnen Zellkernextrakt kaum Moglichkeiten hat das
gewiinschte Protein spezifisch aufzureinigen. Hier wird fiir die Messung der komplette
Zellkernextrakt eingesetzt. Die Spezifitdt muf nach der Bindung mit den entsprechenden
Anitkoérpern gezeigt werden.

3.4.3 Proteinaufreinigungs-Verfahren

Zur Aufreinigung, der exprimierten Proteine bedient man sich des durch den Vektor er-
zeugten Histidin-Endes des Proteins. Unter dem Begriff *Aufreinigung’ ist hier die Tren-
nung des Zielproteins von der Gesamtheit aller exprimierten Proteine zu verstehen. Fiir
die Trennung wurde, das 'QIAexpress Protein Purification System’ der Firma QiaGen ver-
wendet. In diesem System wird, die hohe Affinitét von sechs Histidin-Resten (6-His-TAG)
an einen Ni-Chelat Komplex (Ni-NTA) ausgenutzt [54]. Proteine mit einem 6-His-TAG
konnen mit diesem Verfahren zu anndhernd 95% aus einem Lysat isoliert werden. Die
Methode ist unabhéngig von der Herkunft des Lysats, aus Bakterien, Mammalia Zellen
oder Insektenzellen.

Die Methode kann in vier Schritte unterteilt werden: Lysieren der Zellen, Binden der
Proteine an Ni-NTA-Komplex, Waschen des Komplexes und Eluieren des Proteins. Das
Lysieren der Zellen erfolgt mit einem Puffer, der die Zellmembran zerstort, so dak man
ein Lysat erhélt bei dem die Proteine ’frei’ zugénglich sind. Je nach Wahl des Puffers
liegen dann die Proteine in nativer oder denaturierter Form vor. Im néchsten Schritt gibt
man dem Lysat Ni-NTA Agarose zu und inkubiert diese Mischung eine Stunde. Wéh-

38Die Abkiirzung bezeichnet die Klonierungsstelle, Multi-Cloning-Side, mit deren Hilfe die Fremd-DNA
eingefiigt werden kann.

39Dije Helfer-Virus-DNA stellt hier eine intakte Wildtyp AcMNPV-DNA dar.

49Im Anhang B.1.4 ist dieser Zelltyp in aller Ausfiihrlichkeit dokumentiert.
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rend dieser Zeit bilden sich die Ni-NTA-Protein Komplexe. Die sich nun anschliefsenden
Waschschritte beseitigen, die nicht gebundenen sowie die Proteine, die keinen 6-His-TAG
aufweisen. Es bleiben nur, die an die Ni-NTA Matrix gebundenen Proteine iibrig. Im
letzten Schritt, der Elution der Proteine, nutzt man die ebenfalls hohe Affinitdt von Imi-
dazol an Ni-NTA, aus. Das Zielprotein und Imidazol konkurrieren bei der Elution um die
Bindungsstelle. Bei steigendender Konzentration von Imidazol wird, das zuvor gebunde-
ne Protein ausgewaschen. Die Elution wird in fiinf Stufen durchgefiihrt. Bei jeder Stufe
wird die Imidazol-Konzentration, beginnend bei 0.1 M, um 0.1 M erhoht, bis eine Kon-
zentration von 0.5 M erreicht wird. Die so erhaltene fraktionierte Protein-Elution wurde
anschliefsend mit der SDS-Gelelektrophorese analysiert.

2 beliebiges Protein

B Expressionssteuerung

Expressions |

Vektor B Zielprotein
] 6-His-TAG
native Bedingungen denaturierende Bedingungen

Ta .

Bindung mit Ni-NTA

v

waschen

g L O™
@@o e

Aufgereinigte 6-His-TAG Proteine

Abbildung 3.32: Ni-NTA Aufreinigungs-Schema fiir 6-His markierte Proteine.
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3.5 Theorie der Bindungskinetik beim ’BS-Assay’

Das Ziel des Kapitels ist die Darstellung der Bindungskinetik, wie sie fiir die Auswertung
der nachfolgend présentierten Experimente gebraucht wird. Aus den zentralen Begriffen
der Thermodynamik, freie Energie und thermodynamisches Gleichgewicht wird die Bin-
dungskinetik abgeleitet.

3.5.1 Bindungskinetik

Die Diffusion von Teilchen wird durch ein Streben zu einer Gleichverteilung der Teilchen
verursacht oder durch die Brownsche Molekularbewegung. Eine einfache biologische Re-
aktion stellt der Umsatz eines Substrats (S) mittels Enzym (E) zu einem Produkt (P)
dar. Das Enzym bleibt bei dieser Betrachtung erhalten. Das Zwischenprodukt (ES), der
Enzym-Substrat-Komplex dient nur zur Umsetzung des Substrats.

E+S= ESk pyp (3.56)
E+S< Es® pap (3.57)

Um diese Reaktion mit thermodynamischen Groéfsen beschreiben zu kénnen, miissen noch
folgende Definitionen vorgenommen werden. Die allgemeine Konvention, Konzentrationen
oder Stoffkonzentrationen in [ | Klammern zu schreiben, wird auch in dieser Darstellung
beachtet.

Die Umsatzrate v eines Edukts A ist definiert als die zeitliche Anderung der chemischen
Konzentration [A].

d[A]
dt

Nun ist noch der Reaktionsfluss J zu definieren. Er ist das Produkt aus der konstanten
Umsatzrate*! k und der Konzentration |C].

Vg =

J = k[C]"

Der Exponent n beschreibt hier die Ordnug der Reaktion. Betrachtet man die Reaktions-
k
gleichung A + B = AB wire n = 2 mit J4 = Jz = ki[A][B].
Ein guter Einstiegspunkt in die Ableitung der Michaelis-Menden Kinetik, ist die Defini-
tion des chemischen Potentials u;. Diese Kinetik war fiir die durchgefiihrten Experimente
eine der mafgeblichen, weshalb sie hier detailliert abgeleitet werden soll.

pi = il + RT Ina; (3.58)
wobei ¢ die einzelnen Komponenten bezeichnet; R ist die Gaskonstante R = 8.314%;

a; die chemische Aktivitdt der i-ten Komponente und ! ist das chemische Potential
der i-ten Komponente im Grundzustand. Die chemische Aktivitét ist einfach iiber einen
Koeffizienten ~; mit der Konzentration der i-ten Komponente verkniipft.

a; =" M

41Dje konstante Umsatzrate stellt die Inverse der Zeitkonstante 7 einer chem. Reaktion dar.
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Betrachtet man eine chemische Reaktion bei konstantem Druck und konstanter Tempe-
ratur wird diese mit der Anderung der freien Gibb’schen Energie beschrieben. Fiir eine
allgemeine Reaktion zweier Edukte (A und B) zu zwei Produkten (C und D) kann folgende
Gleichung aufgeschrieben werden.

vaA+vgB = voC +vpD

AG = volic + Vpltp — Vajia — VBB (3.59)

Mit der obigen Definition des chemischen Potentials (Gl. 3.58) lafst sich die Gleichung
umformen zu

AG = AG°RT(veInac +vplnap —vilnay — vglnap) (3.60)

mit AG = voud + vppd — vap’ — vppl. Mit den Identitidten des Logarithmus gelangt
man zur van’t Hoff Gleichung.

CLVC . aVD

AG = AG + RTn (u) (3.61)
CLA ° CLB

Unter der Annahme des thermodynamische Gleichgewichts éndert sich die Gibb’sche Freie

Energie nicht; AG = 0. Nimmt man ferner geringe Konzentrationen an, so kénnen die

Koefhizienten der chemischen Aktivitdt Eins gesetzt werden. Mit diesen Annahmen erhélt

man aus der van’t Hoff Gleichung die fundamentale Gleichgewichtskonstante K.,.

K, = Dy (_AGO) (3.62)

[Aleq [Bleq RT

Mit dieser Gleichung, die anschaulich den Quotienten aus Reaktionskonstanten in die
riickwéarts Richtung und den Reaktionskonstanten in die vorwérts Richtung darstellt, kann
nun die Michaelis-Menden Konstante abgeleitet werden.

K= (Ubergangsrate in Richtung Produkt) (3.63)
“ (Ubergangsrate in Richtung Edukt) '

Mit der Annahme das die Riickreaktion aufgrund der geringen Konzentration vernachlas-
sigt werden kann erhélt man folgenden vereinfachten Reaktionsablauf.

kl k;2
E+S= ES® mpip (3.64)
E+S&  ES (3.65)

Unter der Anwendung der Herleitung der van’t Hoff Gleichung kann nun die Gleichung
fiir die Michaelis-Menden Gleichung fiir einen einfachen Prozefs dargestellt werden.

ka1 [E][S] ki + ks
ES] = ElS] = —— Ky = .
BS) = o lBls = 2 K= (3.66)
Fiir sehr kleine Ubergangsraten ks — 0 erhilt man die finale Gleichung.
ES k
kg = 1BS] Ry 1/K, (3.67)

[E][S] K
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Mit dieser Gleichung kann also nur iiber die Kenntnis der Konzentrationen der Edukte und
der Produkte die Gleichgewichtskonstante berechnet werden. Uber die leicht bestimmba-
ren Konzentrationen der Reaktion erhilt man die zentrale Grofe, die Gleichgewichtskon-
stant der Bindungsreaktion.

Bei der Bestimmung der Konzentrationen aus den ’aufgenommen’ BS-Assay-Gelen wird
ein weiteres Programm namens ImageQuant*? eingesetzt. Es mikt die Fluoreszenz pro
Pixel in Abhéngigkeit des Ortes, F'(x,y). Bei hinreichend guter Trennung der Edukte-
und Produkte-Bereiche lassen sich deren Konzentration ermitteln. Diese Bedingung ist
praktisch immer erfiillt, da die Molekulargewichte derart weit auseinanderliegen, so dafs
die Auftrennung in einem Gel immer gegeben ist.

Die Aufnahmen der BS-Gele werden mit dem Fluoreszenz Scanner Typhoon durchge-
fithrt. Bei diesem Gerédt wird das Fluoreszenzsignal, das durch die Anregung des gebun-
denen Fluorophors am Molekiil erzeugt wird, zur Bildgebung eingesetzt. Die Funktion
zwischen Fluoreszenzsignal und Pixelstarke ist leider nicht explizit bekannt. Jedoch be-
steht eine lineare Beziehung. Dieses Verfahren unterscheidet sich also prinzipiell von einer
FCS-Messung. Bei der die Konzentrationen iiber die Bestimmung der Teilchenzahl in
einem Volumen direkt ermittelbar ist.

42Das Softwarepaket ImageQuant, von der Firma molecular dynamics vertrieben, dient zur Auswertung
und Steuerung des Fluorescence Scanner Typhoon von der gleichnamigen Firma.



Kapitel 4

Charakterisierung der Experimente

In den nachfolgenden Abschnitten werden die konkreten Experimente beschrieben. Die
Abfolge der Beschreibungen wurde nach der Logik der Arbeitsabfolgen zur Messung der
Rezeptorbindungseigenschaften gewahlt.

4.1 Expression von nuklearen Rezeptoren

In diesem Abschnitt soll die Expression von nuklearen Rezeptoren beschrieben werden:
insbesondere der des Rezeptors PXR sowie der Oestrogenrezeptoren ER-a und ER-(.
Begonnen wird mit der ersten PCR zu Vervielféltigung der codierenden Sequenz. Diese
Sequenz wird dann in den Transfer-Vektor kloniert. Nachdem dieser via Bakterien in aus-
reichender Menge vorliegt, schliefst sich die Expression in Bakterien sowie die 'eigentliche’
Expression des Rezeptors in SF-9 Zellen an. Nach der Aufreinigung des Proteins und
dem Nachweis, dafl man den richtigen Rezeptor hat, konnen die Bindungsexperimente
begonnen werden, die in dem Kapitel 4.3 und Kapitel 4.4 besprochen werden.

Doch vorab sollen noch einige Daten bzgl. der Rezeptoren zusammengetragen werden.
Die komplette Sequenz fiir den -Rezeptor ist im Anhang (sieche Abbschnitt A.3) zu finden.
In der folgenden Tabelle sind die wichtigsten Eigenschaften des a- und (3-Rezeptors zu-
sammengefalit sowie eines weiteren nuklearen Rezeptors. Die Daten sind beim a-Rezeptor

‘ Eigenschaften ‘ ER—a ‘ ER-3 ‘ PXR ‘
DNA Lénge [bp] 1753 1413 1304
Molekulargewicht [kDa] 66.4 53.4 50.1
DNA-Bindung [nM] 0.2 0.38 nicht bekannt
Ligand-Bindung  [nM] 2 1.5 nicht bekannt
Bindungstyp hetero/homo dimer | hetero/homo dimer | heterodimer

Tabelle 4.1: Eigenschaften und Unterscheide verschiedener nuklearer Rezeptoren.

entnommen aus [55, 56, 57, 58| und beim (-Rezeptor aus [55, 56].

Aktivierte Steroidhormon-Rezeptoren gelangen aus dem Zytoplasma in den Zellkern
(vgl. Darstellung 3.24). Dort binden sie an bestimmte DNA-Sequenzen im regulatori-
schen Abschnitt entsprechend Hormon-responsiver Gene an, d.h. an sogenannte Hormon-
Response-Elemente. Dies sind palindromartige Sequenzen, an denen jeweils zwei gleiche

62
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Rezeptoren (Homo-Dimere) Kopf an Kopf Platz finden. Beispielsweise liest sich die DNA-
Sequenz fiir das Oestrogen- Response-Element, das urspriinglich im Vitellogenin-Gen des
Krallenfrosches identifiziert worden ist, wie folgt: GGTCA NNN TGACC, und der Kom-
plementérstrang entsprechend: CCAGT NNN ACTGG. Mit >>N<< bezeichnete Po-
sitionen konnen durch beliebige Basen besetzt sein, mit der Einschrénkung, daf keine
Base doppelt vorkommen darf. Sie haben nur die Funktion eines Abstand-Halters. Die an
Response-Elemente gebundenen und aktivierten Rezeptor-Dimere interagieren ferner mit
einem riesigen Komplex verschiedener Proteine (vgl. Abbildung 1.2). Dieser fungiert als
Transkriptionsapparat. Er beeinflufst mafsgeblich die Transkriptions-Rate, mit der mR-
NA! -Kopien des entsprechenden Gens hergestellt werden. Diese mRNA Molekiile stehen
nun fiir die Translation der Information in Proteine, die funktionellen Einheiten, zur Ver-
fligung.

4.1.1 PCR und Plasmid-Herstellung

Als Grundlage fiir die PCR dient eine aus MCF-7 Zellen hergestellte RNA-Isolierung, die
mit einem QiaGen-Kit (vgl. Anhang A.1) durchgefithrt wird. Die MCF-7 Zellen werden
unter den im Anhang angegeben Bedingungen vermehrt. Die RNA wurde mit entsprechen-
den Primern und reverser Transkriptase in DNA iibersetzt. Die PCR zur Amplifikation der
Oestrogen-Rezeptor-DNA wurde mittels Primer so gestaltet, daf das erhaltene Amplifikat
direkt in den Transfer-Vektor ligiert werden konnte. In der Abbildung 4.1 ist das Ergebnis

12 3wma4 s

2.0
ey S =~='&s  — Hohe des erwartenten Signals.
1.0

.

Marker kb

Abbildung 4.1: Hier ist die Aufnahme eines Gels gezeigt, das das Ergebnis der PCR mit Oestrogen-
Rezeptor Primer bei verschiedenen Bedingungen reprasentiert.

dieser PCR gezeigt. Die Bande von 1,2 und 4 liegen auf der richtigen Hohe, sprich ha-
ben die korrekte DNA-Lénge fiir den Oestrogen-Rezeptor. Ferner liefert der PCR-~Ansatz
NR. 4 die kraftigste Bande, was auf die optimalen Bedingungen der PCR hinweist. Nach
diesem Ergebnis wird das Amplifikat aufgereinigt. Bei diesem Schritt entfernt man die
restliche DNA des PCR-Ansatzes, die nicht die richtige Lénge hat. Man erhélt somit eine
fast 99% reine Rezeptor-DNA. Erreicht wird dies, indem man nur die gewiinschte Bande
aus dem Gel ausschneidet und daraus wieder die DNA extrahiert.

Um die Richtigkeit der Basenabfolge des Amplifikats zu iiberpriifen, bedient man sich
des spezifischen "Verdaus’ der DNA sowie des Sequenzierens. Beim sogenannten ’Verdau’
wird das Amplifikat bestimmten Restiktionsenzymen ausgesetzt, welche die DNA an der

'Messenger-RNA (mRNA) ist Einzelstringige Nukleinsiure, die im Zellkern jeweils komplementir
zu einem Strang der DNA-Doppelhelix gebildet (transkribiert) wird. Sie transportiert die genetische
Information der DNA ins Zytoplasma und dient den Ribosomen als Matrize fiir die Herstellung eines
bestimmten Proteins.
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fiir das Enzym charakteristischen Basenabfolge durchtrennen. Man erhélt durch den Ver-
dau verschieden lange DNA-Fragmente, die sich mittels Gelelektrophorese analysieren
lassen. Ein Vergleich mit den via Computeranalyse erhaltenen Fragmentlingen lieferte
keine Unterschiede. Da man so jedoch immer noch nicht sicher sein kann, ob die Verviel-
faltigung der DNA fehlerfrei in Bezug auf die Basenabfolge ist, bedient man sich noch der
Sequenzierung.

Auch dieses Verfahren basiert auf der Trennung von DNA-Fragmenten durch Gelelektro-
phorese. Die 'PCR’ mit der diese Fragmente erzeugt werden, unterscheiden sich dahinge-
hend, dafs sie jeweils nur mit einer detektierbaren Base durchgefiihrt werden. Die einzelnen
Fragmente, sprich Banden, konnen somit den verschieden Basen zugeordnet werden. Man
kann damit die Abfolge der Basen des Amplifikats auflosen. In der Abbildung 4.2 ist eine
solche Abfolge gezeigt und den Basen zugeordnet.

Nach dieser Vorarbeit kann mit dem Einsetzen der Rezeptor-DNA in den Transfer-
Vektor, der Ligation, begonnen werden. Dies geschieht indem sowohl der Vektor als auch
das Amplifikat mit den gleichen Restriktionsenzymen 'geschnitten” werden. Diese Enzyme
sorgen dafiir, dafs die jeweiligen Enden des Amplifikats und des Vektors eine kurze Sequenz
komplementérer einzelstrangiger DNA aufweisen. Mit einem weiteren Enzym, der Ligase,
gehen diese komplementéren Stiicke wieder eine Basenpaarung ein und verbinden somit die
zwei Fragmente zu einem Strang, bzw. in diesem Fall zu einem Plasmid. In der folgenden
Abbildung ist dieser Vorgang fiir das Einsetzen des a-Oestrogen-Rezeptors in den Vektor
gezeigt.
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Abbildung 4.2: Beispiel eines Sequenzgels. Deutlich sind die Banden in den Spalten zu sehen, die das
oben angegebene Nukleotid repréisentieren (A,C,G oder T). Bei genauer Betrachtung lassen sich im obe-
ren Drittel erste Unterschiede in der Bandenabfolge und damit in der DNA-Sequenz erkennen (vgl.
Ungleichheitszeichen).
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4.1.2 Plasmidvervielfaltigung

Nach der Ligation der Fremd-DNA in den Vektor pUC19 sowie pSG5 werden die Bak-
terien transformiert. Hierfiir werden die superkompetenten Zellen "Topl0’ von QiaGen
verwendet. Die Transformation wurde nach Mafigabe des Herstellers durchgefiihrt.

Die iiber Nacht bei 37°C auf den Agarplatten gewachsenen Bakterienkolonien, wel-
che den Transfervektor aufgenommen hatten, zeigen keine typische blduliche Farbung.
Sie wurde, wie in der Transformationstibersicht (vgl. Abbildung 3.30) gezeigt, iber Um-
setzung von X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-idolyl-3-D-galactopyranoosid) hervorgerufen. Die
Umsetzung wird durch die Transkription/Translation des (3-Galactosidade-Gens hervorge-
rufen. Wird ein rekombinater Vektor von dem Bakterium aufgenommen, ist das Leseraster
fiir das f-Galactosidade-Gen zerstoért und kann nicht exprimiert werden. In Abbildung 4.3
ist das X-Gal Selektionsprinzip nochmals graphisch dargestellt. Hier sei noch eine andere

I Klonierungsstelle (Multi cloning side)

Transfer-
Vektor

. rekombinanter

sfer-Vektor

Transkription und Translation Transkription des B-Galactosidase-Gens
des B-Galactosidase-Gens nicht mégllicrlg, da éj(gl\ll_ﬁserar:mrten durch
# ie Fremd- zerstd
B-Galactosidase #
CH,0H 7 on
ol 5 a # 5 A B-Ga idase
@ 7 Br N
b
OH i Luft keine"
Blaufarbung

Abbildung 4.3: Schematische Darstellung der X-Gal negativ Selektion von Bakterien.

Selektionsmethode erwéhnt, die der Ampicilin-Resistenz. Man gibt hier den Agarplat-
ten Ampicilin anstatt X-Gal zu. Nimmt nun das Bakterium den Transformationsvektor
auf, ist es durch die im Vektor integrierte Amicilinresistenz unempfindlich gegeniiber dem
Bakteriumtoxin, Ampicilin. Die Zelle kann normal wachsen und bildet Bakterienkolonien.
Die anderen Bakterien sterben ab. Diese Methode existiert fiir verschiedenste Antibioti-
ka.Beide Selektionsmethoden kénnen auch kombiniert werden.

Wie jedoch in der Mokekularbiologie nicht selten, héalt sich die Natur nicht zwangslau-
fig an derartige Bedingungen. Die X-Gal-Selektion oder die Amicilinresistenz ist zwar ein
notwendiges aber nicht hinreichendes Kriterium fiir die Selektion der Bakterien. Deshalb
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analysiert man auch von den 'blauen’ Bakterienkolonien jeweils eine Probe. Diese werden
nun in einem Fliissigndhrmedium fiir etwa 12h inkubiert. Aus den Fliissigkulturen der
einzelnen Klone wird nun die DNA der Bakterien extrahiert (Mini-Prép). Diese DNA
wird im néchsten Schritt Restriktionsenzymen ausgesetzt, so daf bei einer anschliefsen-
den Gelelektrophorese ein spezifisches ‘Banden-Muster’ nachgewiesen werden kann (vgl.
Abbildung 4.4).
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Abbildung 4.4: Gelelektrophorese der DNA-Fragmente wie sie durch die Restriktionsenzyme geschnitten
werden. Gezeigt ist der Verdau von 16 verschiedenen Klonen.

Diese Abfolge der Schritte: Ligation, Transformation, Bakterien-Klon-Selektion wird
so lange durchgefiihrt, bis die Oestrogenrezeptor-DNA in dem Bakterien-Klon eindeutig
nachgewiesen werden kann. Abschliefsend wird der 'richtige’ Klon sequenziert, um sicher
zu sein, daf die Basenabfolge mit der Basenabfolge, die fiir den Oestrogenrezeptor be-
kannt ist, iibereinstimmt. Hat man den richtigen Klon gefunden, wird eine etwas grofere
Fliissigkultur angesetzt. Zum einen, um ausreichend Plasmid-DNA daraus zu gewinnen,
zum anderen, um den neuen Bakterienstamm einfrieren/lagern (—80 °C) zu kénnen. Dies
ist eine einfache Mdglichkeit diese verdnderten Bakterien zu archivieren und immer wie-
der schnell verfiighbar zu machen. Der Vektor wird in vier verschiedene Bakterienstamme
kloniert, K5254, B121, Bl21Lys3 und GF196. Somit léfst sich bei mehr oder minder glei-
chem Aufwand die Wahrscheinlichkeit, daff man eine hohe Proteinausbeute in einer der
Bakterienkulturen bekommt, deutlich erhéhen.

4.1.3 Bakterienexpression-Analyse

Nachdem nun mit der Herstellung des rekombinaten Vektors die erste Hiirde in der Expres-
sion von Proteinen genommen wurde, geht es zur zweiten, der Optimierung der Expression.
Hier versteht man unter der ’Optimierung der Expression’, dal man den Zeitpunkt des
Bakterienwachstums ermittelt, an dem die Proteinkonzentration am hochsten ist. Um dies
zu tun, sind sehr umfangreiche Vorarbeiten notwendig. Den genauen Ablauf findet man in
der Standardliteratur, beispielsweise in [59, 52, 60], und dieser soll hier nicht Gegenstand
der Betrachtung sein.

Die Expression wird durch die Zugabe von IPTG (1 nM final) zu einer Fliissigkultur der
Bakterien initiiert. Diese Initiierung erfolgt bei einer optischen Dichte? (A = 575 nm) der
Bakterienkulturen von etwa OD = 0.4 . IPTG3 induziert die Synthese von 3-Galactosidase

2Die optische Dichte (OD-Wert) wird bei einer Wellenlinge von A = 575nm gemessen. Die Messung
erfolgt in einem Spektrometer. Es mift die Lichtdurchléssigkeit der Fliissigkultur in einer Kiivette. Man
erhélt den OD-Wert aus dem Quotienten aus den Lichtintensitéten vor (Ip) und nach (I;) der Animpfung
OD = {* der Fliissigkultur.

3IPTG steht fiir isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside.
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und somit auch die Expression des gewiinschten Proteins. Dies ist durch die Anordnung
der DNA-Sequenzen auf dem Vektor bedingt (vgl. Abbildung 4.3). Nach der Induktion
wurde die Bakteriensuspension weiter in einem Schiittler inkubiert. Die Inkubationszeit
betrug fiinf bis sechs Stunden. Nach jeder Stunde wurde eine Probe von etwa einem ml
entnommen und der O D-Wert bestimmt. Der O D-Wert ist ein Maf fiir die Zelldichte der
Fliissigkultur und stellt somit einen einfach zugénglichen Parameter fiir das Bakterien-
wachstum dar. Die Probe wurde nach der Bakterien-Wachstums-Messung (time-course-
measurement) fiir die Proteinexpressions-Bestimmung verwandt. Die Abbildung 4.5 zeigt
diese Mefsreihe fiir die vier verwendeten Bakterienstdimme. Aus der Graphik wird deut-
lich, daf die Bakterien BL21, B21Lys3 sowie GF196 eine deutlich hohere Wachstumsrate
zeigen als K5254. Jedoch ist dies noch kein Ausschlufskriterium fiir die Zelllinie K5254,
da die Wachstumsrate noch nichts iiber den Anteil des exprimierten Proteins aussagt.

Bakterienwachstum
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v v
v A
2,000 A & Medium
v v BL21

1,750 A - A B21Lys3
';‘ 1500 - » GF196
® ’ < K5254
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= < Logarithmische
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D Regression, GF196
Logarithmische
0,250 - Regression, K5254
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Abbildung 4.5: Wachstumskurven der verwendeten Bakterien.

Als néchstes werden alle zwanzig gewonnenen Proben fiir die Analyse in einem SDS-
Page-Gel vorbereitet. Diese Prozedur beinhaltet das Entfernen des fliissigen Mediums,
das Aufschliefen der Zellen, sowie die Zerstérung der DNA und RNA. Sonach erhélt man
ein Proteineluat von jeder einzelnen Probe. Das Entfernen der Nahrlosung erfolgt durch
einfaches Zentrifugieren, wonach man den fliissigen Uberstand verwirft und das Pelett
aufbewahrt. Das Aufschliefsen der Zellen erfolgt durch Resuspension des Peletts in einem
"Lysis Puffer’. Die nachfolgende Behandlung mit Ultraschall sorgt fiir die Zerkleinerung der
langen DNA /RNA-Molekiile. Bei dieser Ultraschall-Methode nutzt man im wesentlichen
die hohen Scherkrifte aus, die beim ’Anregen’ der langen Molekiile und der Zellwénde
durch die starken Vibrationen entstehen. Die Fliissigkeit verliert dadurch auch deutlich
an Viskositét, so daf ein ul genaues Pipetieren wieder moglich wird.
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Nach dieser Vorbehandlung koénnen die Proben fiir eine Analyse im SDS-Gel benutzt
werden. Eine Behandlung der Proben wie es fiir Gel-Proben {iblich ist muf jedoch zu-
sitzlich durchgefiithrt werden (siche Abschnitt 3.3.4). Die Gele werden anschliefend mit
dem Proteinfarbstoff 'Coomasie’ gefarbt, so dafs die Proteine als blaue Banden sichtbar
werden. Um die Gele dokumentieren zu kénnen, werden sie meist noch vollstandig ge-
trocknet, bevor sie mit einem "Scanner’ eingelesen werden. In den folgenden Abbildungen
ist der zeitliche Verlauf der Proteinexpression dargestellt. Zu sehen sind die Verlaufe fiir

das Bakterium BL21 (Abb. 4.6, links) und K5254 (Abb. 4.6, rechts).
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Abbildung 4.6: Zeitlicher Verlauf der Proteinexpression in Bakterien: Gezeigt ist hier die Gesamtheit der
von den Bakterien exprimierten Proteine. Aber auch hier ist schon die deutliche Zunahme der Protein-
menge zu sehen, die dem Molekulargewicht des Zielproteins von etwa 52 kDa entspricht. UN steht fiir
"iiber Nacht’, M(kDa) steht fiir Marker und dessen Einheit. Ferner ist die Zeit in Stunden angegeben nach
dem Expressionstart durch die Zugabe von IPTG. Die genauen Werte fiir die angegeben Marker-Banden
(50 und 60) sind MW; = 50.8 kDa und MW, = 61.5 kDa.

Die Verldufe bei den anderen Bakterien (B21Lys3, GF196) zeigen nur eine recht schwa-
che Expression des (wahrscheinlichen) Zielproteins, daher werden diese Stdmme nicht
mehr weiter analysiert. Die hier als UberNacht-Probe bezeichneten Spalten (UN) zeigen
das Expressionsmuster, das ohne die Initiierung der Expression mit IPTG auftritt. Es
stellt also die sogenannte Nullmessung des Systems dar. Bei dem Vergleich der Spalten
UN und 4h wird insbesondere beim Bakterium Bl21 deutlich, wie stark Proteine mit ei-
nem Molekulargewicht von etwa MW; = 53 kDa durch die Zugabe von IPTG exprimiert
werden. Dieser Befund stellt zwar ein Indiz fiir die Expression des gewiinschten Proteins
dar, aber keinen Beweis.

Auf dieser Stufe der Analyse mufs man noch vorsichtig mit der Interpretation bzgl.
der Expression des richtigen Proteins sein. In dieser Phase werden auch alle bakteriellen
Proteine mitdetektiert, die ebenfalls durch die IPTG-Initiierung héher exprimiert werden.
Dies wird in der Abbildung (4.6) auch auf dem Molekulargewichtniveau tiber und unter
50 kDa deutlich.

Ein Vergleich mit dem Molekulargewicht des (3-Oestrogenrezeptors (Tabelle 4.1) zeigt
nur die Ubereinstimmung mit dem Molekulargewicht der hier detektierten Proteine. Dieses
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Experiment zeigt erstens, dafs es eine deutlich erhohte Proteinexpression gibt, hier sogar
auf dem richtigen Molekulargewichtsniveau. Zweitens scheint das Fremdprotein auf das
Bakterium nicht toxisch zu wirken. Drittens schriankt es die weitere Analyse auf zwei
erfolgversprechende Bakterienstdmme ein.

4.1.4 Proteinaufreinigung

Das Ziel der Aufreinigung ist das Isolieren des iiberexprimierten Fremd-Proteins von de-
nen, die vom Bakterium normalerweise exprimiert werden. Man mochte idealerweise ein
Eluat, am Ende des Verfahrens haben, in dem sich nur noch das Zielprotein befindet.
Die Aufreinigung der Proben erfolgt {iber die immobilisierte Metallchelat-Affinitéts-
chromatographie [54]. Bei diesem Verfahren macht man sich den sogenannten N-Terminalen
His-Tag des rekombinaten Proteins zunutze. Der His-Tag besteht aus sechs aufeinander
folgenden Histidinen, die dem Protein N-Terminal durch den Expressionsvektor angehéngt
werden (vgl. Abschnitt 3.4.3). Dieses kiinstlich erzeugte 'Ende’ des Proteins wird auch bei
der spezifischen Proteindetektion mit entsprechendem Antikérper (Western Blot) genutzt.

3 2 1 -

*

Q

Lah M(kb) 4h
6515
er-[3 e
i P ~ w508
37.5
StAR >
o - 05 4

R Rl

Abbildung 4.7: Proteinaufreinigung: Gezeigt ist das Ergebnis der Aufreinigung des Oestrogenrezeptors
(links, 52 kDa) und die Aufreinigung des Proteins StAR. Eine detaillierte Beschreibung findet sich im
Text.

Als Ausgangsmaterial dienten die pelletierten Proben der Bakterien BL21 sowie K5254,
die am Ende der Expression (4h) — vgl. Abb.(4.6) — genommen werden. Das Pellet einer
Expressionskultur wurde 5-fach konzentriert im Lysispuffer aufgenommen (z.B. Pellet ei-
ner 10 ml Kultur in 2 ml aufnehmen). Nach dem darauffolgenden Aufschluft durch eine
Ultraschallbehandlung wird die Suspension zentrifugiert. Der Uberstand wird mit Ni-
NTA* Agarose (QiaGen) bei 4 °C fiir eine Stunde auf dem Rotator inkubiert. Durch diese
standige Durchmischung wird eine hohe Bindungseffizienz des rekombinaten Proteins an

4Ni-NTA: Nickel-Nitrilotriaceticacid.



4.2. DNA-OLIGONUKLEOTIDE HERSTELLUNG 71

die Ni-NTA Agarose erreicht. Danach schliessen sich einige Waschschritte und die frak-
tionierte Elution der Proteine an. Dies wurde nach Mafkgabe des Herstellers der Ni-NTA
Agarose — QiaGen — durchgefiihrt. Bei der Durchfithrung der Elution der Proteine ist auf
die genaue Erfiillung der Herstellerangaben zu achten, um die maximale Proteinmenge zu
erhalten. Bei jeder Stufe der Elution wird die Imidazole-Konzentration erhoht, beginnend
bei 0.1 M, um je 0.1 M bis 0.5 M. Die einzelnen Fraktionen des Eluats werden wieder
in einem SDS-PAGE-Gel analysiert. In der Abbildung (4.7) ist das Coomasie gefirbte,
getrocknete Gel zu sehen.

Ein Vergleich der Spalten 4h (Ausgangsmaterial) und Eluate 4 (spezifische Elution),
der Abbildung (4.7) zeigt, daf es mit diesem Verfahren gelang: i) den Oestrogenrezeptor
spezifisch anzureichern (s. Western Blot, Spur 10) und ii) den zelluldren Hintergrund in
der spezifischen Elutionsfraktion praktisch vollsténdig zu eliminieren (vgl. Proteingel 4.6,

Spalte 4h).

4.2 DNA-Oligonukleotide Herstellung

Fiir die Herstellung der doppelstrangigen DNA werden HPLC-aufgereinigte DN A-Einzel-
strénge von MWG Biotec (Ebersberg) oder NAPS (Gottingen) bezogen. Einer der kom-
plementéren Einzelstringe ist mit Tetramethylrhodamine® (vgl. 4.12) am 5’-Ende mittels
einer Cg Aminoalkyl-Verbindung markiert. Das markierte DNA-Fragment ERE-1 besitzt
exakt zwei Bindungsstellen fiir den Oestrogen-Rezeptor, die durch drei Nukleotide ge-
trennt sind, wie in Abbildung 4.8 gezeigt. Die drei trennenden Nukleotide kénnen fast
in beliebiger Reihenfolge angeordnet werden, miissen jedoch die Mafsgabe erfiille,n daf
kein Nukleotid doppelt vorkommen darf. Die Bindungsstelle bildet ein sogenanntes Pa-
lendrom, d.h. die Bindungssequenz wiederholt sich nach den drei beliebigen Nukleotiden
'NNN’ in komplementéar umgekehrter Reihenfolge. Dieses Bindungsmotiv ist typisch fiir
die Bindungstellen nuklearer Rezeptoren an die DNA.

Nach der Bestimmung der Konzentration der erworbenen einzelstriangigen Oligonukleo-
tide werden beide 1:1 gemischt. In der Regel wird von jedem DNA Strang jeweils 20ul
genommen, sowie eine NaCl Konzentration von 180 mM (final) eingestellt. Die Erhohung
der Ionenstéarke durch die Zugabe von NaCl vermindert unspezifische Bindungen zwischen
den einzelstriangigen Oligonukleotiden. Die Oligolésung werde nach der Durchmischung
auf 95 °C erhitzt, somit stellt man sicher, dafs nur noch Einzelstrange in der Losung vorlie-
gen. Nun schliefst sich eine langsame Abkiihlungsphase —meist iiber Nacht durchgefiihrt—
auf Raumtemperatur an. In diesem Schritt bilden sich die doppelstrangigen komplemen-
taren DNA-Oligonukleotide aus, wie sie auch in der Abbildung 4.8 gezeigt sind.

Um nur die ’gewiinschten” DNA-Oligonukleotide in einer Stammlésung zu haben, miis-
sen diese analysiert und selektiert werden. Dies geschieht iiber Acrylamid-Gele und dem
Aufreinigen der aus dem Gel ausgeschnitten Fragmente. In diese Form gebracht, wer-
den die DNA-Oligonukleotide in den Bindungsstudien mit dem FCS-Gerét, bzw. in der
BS-Gel-Analyse eingesetzt.

STetramethylrhodamine (TMR) wird fiir die Markierung der DNA-Oligo’s verwandt, da es leicht an
diese zu synthetisieren ist. Wichtig fiir die Bindungsstudien ist das geringe Molekulargewicht MWy g =
608 g/mol.
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I ~GTC A|GG TCA CAG|TGA CC T GAT -3'
3-CAG T|CC AGT GTC|ACT GG A CTA -5'
NNN

I TAA/GTC AIGG TCA CAGITGACC T GATa -3'
3'-|GG|CAG T|CC AGT GTC/ACT GG A CTA GT|-5'
NNN

Abbildung 4.8: DNA-Oligonukleotid, das fiir die Bindungsstudien verwendet wurde. Die blau unterlegte
Sequenz stellt die Bindungsequenz (DBD) fiir den Oestrogenrezeptor dar. Die gelb unterlegte Sequenz
zeigt die hinzugefiigten Nukleotide des Oligo ERE-25bp (MW = 17.122 Da) zu dem Oligo ERE-21bp
(MW = 14.508 Da). Es sind zwei Bindungsstellen zu sehen, die durch eine kurze Sequenz —auch ’Spacer’
genannt— getrennt sind. Dieses Motiv ist typisch fiir hetero- oder homogene Bindungen von Rezeptoren
an die DNA. Die NNN-Sequenz steht fiir je eine Nukleotide. Die Wahl ist jedoch nicht beliebig, da sie
Einfluft auf die Bindung hat.

4.3 Bandshift-Assay

Der Bandshift-Assay (BS-Assay, kurz BS), im folgenden nur noch als BS bezeichnet, ist
eine alte und etablierte Methode Molekiile nach ihrer Gréfse zu trennen. Dies ist die Kern-
aussage des Experiments. Je nachdem wie das Experiment aufgebaut ist, konnen mit dieser
Methode auch Bindungsstudien zwischen Molekiilen durchgefiihrt werden, worauf hier der
Fokus liegt. In dem Wort 'Bindungsstudien’ verbirgt sich eine immense Anzahl von Ex-
perimenten. Hier sei nur eine kleine Auswahl angesprochen: DNA-DNA-, Hormon-DNA-,
Protein-DNA, RNA-DNA-, Hormon-Protein-DNA-Bindung... die Liste konnte noch lange
fortgesetzt werden. Wie man sieht, ist die Methode in sehr vielen Bereichen einsetzbar.
Jedoch hat sie einen entscheidenden Nachteil: Sie ist zeitaufwendig und die Ergebnisse
sind nicht direkt elektronisch erfafsbar. Dieser Vergleich gilt natiirlich nur in Bezug auf
die FCS-Technologie. Ein weiterer Nachteil ist das Hantieren mit Acrylamid; diese Sub-
stanz ist hochmutagen. Dennoch bietet die Methode, nach wie vor, in vielen Bereichen
das Mittel der Wahl. Ein oft entscheidender Vorteil des BS ist die Unkompliziertheit und
Einfachheit der Methode, und nicht zuletzt ist sie sehr kostengiinstig.

4.3.1 Aufbau des BS-Systems

Der BS ist ein gelgestiitztes System. Um das Gel herstellen zu kénnen miissen zwei Glas-
platten mit Abstandshalter zusammengebaut werden. Beim ’Zusammenbau’ ist peinlich
auf die Sauberkeit der Glasplatten zu achten. Mit dem Abreiben der Platten mit 70%-igem
Alkohol entfernt man alle eigenfluoreszenten Molekiile, die das Ergebnis der Gelaufnahme
verfalschen konnten oder, im schlimmsten Fall, einfach nur eine schwarze Fliache erzeu-
gen. Leider lassen sich auch durch intensives Putzen nicht immer alle Verunreinigungen
beseitigen, was dann meistens zur Folge hat, daf der Versuch wiederholt werden mufs. In
der Abbildung (4.9) ist schematisch der Aufbau zum Gieken des Gels gezeigt. Die noch
fliissige Gellosung wird langsam unter Vermeidung von Luftblasen in den Zwischenraum
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Abbildung 4.9: Schematische Darstellung des Glasplattenaufbau fiir eine BS.

der Glasplatten gefiillt. Ist der Zwischenraum restlos gefiillt wird der Kamm von oben
zwischen die Platten geschoben. Der Kamm erzeugt die "Taschen’ im Gel um die Proben
einzufiillen.

Nach etwa einer halben Stunde ist die Polymerisierung abgeschlossen und das fertige
Gel kann verwendet werden. Hierfiir wird der untere Abstandshalter sowie der Kamm
entfernt und, mit dem U-formigen Glasausschnitt nach innen, mit Klammern an der Gel-
apparatur befestigt. Nach dem Auffiillen der Pufferreservoirs kénnen die Proben in die
Taschen pipetiert werden. Mit dem Anlegen der Spannung an die Pufferreservoirs wird
der Versuch gestartet. Das dadurch erzeugte elektrische Feld erzwingt, die Migration der
Proben in das Gel. Nach typischerweise einer Stunde, bei einer Spannung U=250V, haben
sich die im Gel nach ihrer Grofie unterschiedlich schnell migrierenden Molekiile weit genug
separiert, um eine Auswertung vornehmen zu kénnen.

Die Abbildung (4.10) zeigt exemplarisch das via Scanner aufgenomme Gel. Deutlich
sind hierbei die einzelnen Taschen (oben) zu sehen in die die Proben eingebracht werden.
Ferner sieht man die Banden auf unterschiedlicher Héhe. Vergleicht man die Spalte 1 mit
der Spalte 3 so ist sehr schon zu erkennen, dafs die Banden auf gleichen Hohen detektiert
werden, jedoch in unterschiedlicher Intensitdt. Beide Proben unterscheiden sich nur in
Konzentration des an die DNA bindenden Proteins. Dies ist so zu interpretieren, daft bei
einer bestimmten Anzahl von Molen nur eine feste Menge an die DNA bindet. Somit ist
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man also in der Lage die Bindungskonstante dieses Prozesses zu berechnen. Dies ist mit
der Kenntnis der Konzentration des Produkts wie des Edukts moglich, wie im Abschnitt
(3.5) gezeigt.

4.3.2 Auswertung der BS-Gele

Der erste Teil der Auswertung dieser "Aufnahmen’ (Abb. 4.10) erfolgt mit dem Programm-
paket Image Quant. Mit diesem Programm lassen sich die Intensitéaten der einzelnen 'Ban-
den’, die auf den Aufnahmen zu sehen sind, bestimmen. Nimmt man nun einen linearen
Zusammenhang zwischen der Intensitdt und der Anzahl der fluoreszierenden Molekiile
an, so lafst sich die Konzentration der verschiedenen Banden durch einfachen Dreisatz
ermitteln. Die Intensitdt I(x,y) wird {iber den markierten Bereich integriert und der Un-
tergrund der pro Pixel gemessen wurde, wird abgezogen.

M M
Iyg(z,y) = Z [f(z,y) — Untergrund] Untergrund = bg (4.1)

y=1 z=1

Nun werden die 'Intensitdtsvolumina’ aller in einer Spalte detektierbaren Banden auf ihre
Summen normiert, wodurch man die prozentualen Anteile erhélt. Unter einer weiteren
Annahme, der Erhaltung der Anzahl der fluoreszierenden Molekiile, sind die errechneten
prozentualen Anteile auch gleichzeitig die Anteile der Mole von der Gesamtmenge dieser
Molekiile. Mit dem weiteren Schritt der Ubertragung der Mole auf die Konzentrationen
erhdlt man aus diesen mit der Gleichung (3.66) fiir die Bindungskinetik die Gleichge-
wichtskonstande kp. Die Gleichung zur Bestimmung des kp-Werts léfit sich somit wie
folgt schreiben, womit wir auch im zweiten Teil der Auswertung angekommen sind.

ky = FAIBL _ 3alf(2.9) = bgl 5o plf (2, y) — byl (4.2)
[AB] > b 234:1 Eiwzl[f(xa y) — by

Die Summe A bzw. B beschreibt die Summation iiber die jeweilige Bande. Die Summe
im Nenner beschreibt die Summation iiber alle detektierbaren Banden und wird dann mit
der Anzahl der detektierbaren also fluoreszierenden Molekiile gleichgesetzt. Die Reaktion
findet hier zwischen dem Oestrogenrezeptor o und einem DNA-Oligomer statt. Sehr schon
ist der DNA-Komplex (obere Bande) und die freie DNA (unten) zu sehen. Alle in dieser
Arbeit prasentierten Daten aus BS wurden mit dieser Methode ausgewertet.

Nun noch ein paar Worte zur Bestimmung des Untergrunds. Dieser wird mit einer
Standardprozedur aus den Intensitdts-Histogrammen bestimmt. Hierzu werden die In-
tensitdten I(x,y) an den Orten (2',y’) von beliebig ausgewahlten Bereichen iiber die
Héaufigkeit aufgetragen. Dieses Vorgehen liefert im allgemeinen, d.h. bei einem gleich-
mafigen Untergrund gute Korrekturen. Bei einem sehr inhomogenen Untergrundsignal
werden mehrere verschiedene aber gleich grofte Bereiche ohne eine sichtbare Bande zur
Bestimmung genutzt. Auch hier werden die Intensitdtswerte in einem Histogramm auf-
getragen. Die jeweiligen Mittelwerte liefern dann die Untergrundkorrektur, wie sie in der
Gleichung (4.2) Eingang finden. Die Anfangs getroffene Wahl von gleich grofen Berei-
chen fiir die Bestimmung des Untergrunds ermdoglicht, wie bei der Auswahl gleich grofier
Bandenbereiche, den Verzicht auf eine nachtrigliche Flachennormierung.
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Abbildung 4.10: Ein typisches Ergebnis eines Bandshift-Experiments, aufgenommen mit dem Typhoon
Scanner. Der linke gelbe Bereich zeigt die Banden des ER-a Experiments. Der rechte rote Bereich zeigt das
Ergebnis des ER-( Experiments. Deutlich ist die geringe Migrationstiefe des a-Komplexes im Vergleich
zum (-Komplex zu sehen. Dieses Ergebnis ist aufgrund des Molekulargewichtsunterschieds zu erwarten.
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4.4 Einzelmolekiil-Spektroskopie

4.5 Datenauswerte-Verfahren

Die Mefkdatenanalyse wird mit einem selbstentwickelten Programm durchgefiihrt. Die
nichtlineare Anpassung einer Funktion an die Daten beruht auf einer Standardimplemen-
tierung [61]. Das Fit-Verfahren wurde unabhéngig von Levenberg [62] und Marquardt [63]
entwickelt und zielt auf die Minimierung der Summe der Fehlerquadrate (x?). Als Maf fiir
die Giite der Anpassung einer Funktion an die Daten wird der y?-Test verwandt. Vergleicht
man einen Datensatz [z;,y;, 0;], der aus N Elementen besteht, mit einer Modellfunktion
(y = y(x;a)), die diese Daten beschreiben soll, so berechnen sich die Fehlerquadrate zu:

=Y {w} (43)

0'4
i=1 v

Bei der Gleichung (4.3) wird das gemessene Wertepaar durch (z;,y;) beschrieben, hier
(1,G,). Die Abweichung der Daten an der i-ten Stelle wird durch o; ausgedriickt. Die mit
Gleichung (4.3) erhaltenen Fehlerquadrate beschreiben die Abweichung der Modellfunkti-
on von den Daten in Abhéngigkeit vom ermittelten Parametersatz a. Um eine moglichst
perfekte Beschreibung der Daten durch die Modellfunktion zu erhalten fordert man, dafs
das x? moglichst zu minimieren ist [64, 65]. Durch dieses Verfahren kann der Parame-
tersatz a der Modellfunktion bestimmt werden, der die Daten am besten beschreibt. Der
Vorteil dieses Algorithmus ist seine schnelle und exakte Konvergenz.

Wendet man diesen Formalismus auf die in Abschnitt 3.1.2 entwickelte AKF G(7) an,
so erhilt man folgende Gleichung fiir die Berechnung des y2. Es ist die Summe der qua-
dratisch gewichteten Differenzen zwischen der experimentellen G¥(¢) und theoretischen
GFP(t,a) AKF mit der Anzahl der gemessenen Datenpunkte ¢; mit 7 = [1,..., N].

N
@) = wt)[GP(t:) — G"(t;,a)] (4.4)
i=1
wobel a = [k, Go, G1, Teri, Ry - .. Rary Taiffys - - - Taif £,,] den Vektor der unbekannten Para-

meter, N die Anzahl der Mefspunkte und w;(¢) den Wichtungsfaktor darstellt [66, 67].
Die fiir die jeweilige Auswertung verwendete Formel ist eine Moglichkeit aus der For-

melschar, wie sie Gleichung (3.47) darstellt. Sie laft sich leicht an die experimentelle

Fragestellung anpassen. Die folgende Gleichung ist aus Gleichung (3.47) entwickelt.

G(r) = 1+G1+G0{1—Tm~ [1—exp<7;)]}

1 1
(1— Ry — Rs) - - =
Tdif f1 1+ krdiffl
1 1 1 1
+ Ry +R3 (4.5)
Lt Ut Gy b= Lol 1+ 0y, k=T
Tdif fo \/ + kairso Tdif fo Tdif f3 \/ + kit Tdif f3

Diese Gleichung beriicksichtigt drei verschiedene fluoreszierende Komponenten mit den
dazugehorigen Diffusionszeiten 745 und ihre Anteile an der Gesamtteilchenzahl Ry, I3
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und R; = (1 — Ry — R3). Der Triplettanteil Tj,.; und die Triplettzeit 7., wird fir alle
Komponenten gleich bestimmt. Mit dem Parameter 0y, 18kt sich das Volumenmodell
fiir jede Komponente entkoppeln. Die moglichen Werte fiir dirs, liegen zwischen Null
und Eins (dy,,,, € [0,---,1]). Mit dieser Definition des Parameters kann fiir die erste
Komponente ein dreidimensionales, Gaukférmiges Diffusionsmodell angenommen werden
und fiir die anderen eine Kopplung an dieses k = 1 oder ein zweidimensionales Modell
k = 0 Berticksichtigung finden. In der Analyse der Daten wird nur ein Teil der hier darge-
stellten moglichen Parameter ausgewertet, da sich trotz logarithmischer Zeit-Darstellung
nicht alle Strukturwerte eindeutig definieren lassen. Zur Ubersicht werden in der Tabelle

(4.2) alle wesentlichen Parameter der AKF G(7) zusammengefafit. Anzumerken ist hier

Beschreibung Parameter typ. Werte
Triplettanteil (%] i 15— 20
Triplettzeit [ps] Tiri 2—-6
mittlere Teilchenzahl N 04—-6
Radienverhéaltnis r 2—28
Anteil der Teilchenart i R; 0-—1
Diffusionszeit [pm] Tdiffi 30 — 1000

Tabelle 4.2: Zusammenstellen der typischen Parameterwerte der AKF G(7).

der Zusammenhang zwischen den Radienverhéltnisparametern r und k; r = Lk Die Defi-
nition beider Radienverhaltnisse r» und k erlaubt bei der Benutzung des Parameters £ ein
iibersichtlichere Schreibweise der AKF.

Die Schwierigkeit in der Parameterbestimmung der dem Experiment angepafsten Funk-
tion, liegt in der Auswahl der 'richtigen Anfangswerte’ ag. Dies wird bei einer genaueren
Betrachtung der Funktion und der Auswirkung der Parameter deutlich. Um eine gute
Anpassung der Funktion an die Daten zu erhalten mufs prinzipiell eine Voranalyse durch-
gefithrt werden. Diese unterteilt sich in eine automatisierte Analyse, die bei einfachen Sy-
stemen gute 'Startwerte’ liefert. Zum anderen werden Daten aus Referenzmessungen ver-
wandt, um die Startwerte zu vergleichen und so bessere Anfangswerte zu bekommen. Bei
einer Mehrkomponentenmessung ist es unumgénglich eine aufwendige Voranalyse durch-
zufithren, da sich diese Funktionen nur schlecht automatisiert anpassen lassen. Das der
Auswertekarte (ALV) beigefiigte Simulations-Programm leistet fiir eine ausgedehnte Vor-
analyse wertvolle Dienste.

4.5.1 Simulation der Autokorrelationsfunktion

Um die Funktion G(7), vgl. Gleichung (4.5), anschaulich zu machen, wurden die Auswir-
kungen der vielen Parameter auf die Form der Kurve simuliert. Der Simulation wurden
folgende Standard-Parameter zugrunde gelegt:

N=1; k=0.04; Ty = 15%; Tpi = 20s;

Taiff = O0US; Taifp, = Taifps = Ops; Ry = Rz = 0;
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Die Abbildung (4.11) stellt die Ergebnisse der Simulation der verschiedenen Para-
meter dar. Fir das Teilbild (4.11 a ) wurde der Triplettanteil fiir die Werte Tj,; =
0,10,20,30,40% berechnet. Es ist zu erkennen, daf sich diese Variation nur im Be-
reich kleiner 7-Werte auswirkt. Bei der Variation der Diffusionszeit (4.11 b ) hat diese
eine Verschiebung der Kurve zu grofseren 7-Werten zur Folge. Die Kurve werden fiir
7 = 10 ps, 100 ps,1 ms, 10 ms simuliert. In der néchsten Teilgraphik (4.11 ¢ ) ist die
Veranderung der Kurve bei der Variation des Radienverhéltnisses k gezeigt. Dieser Fak-
tor beschreibt das Detektionsvolumen. Die Form der Kurve bleibt auch fiir die Spezialfille
k =0 und k = 1 fast konstant.

Die Variation des Anteils der Teilchen einer Sorte, werden in dem Schaubild (4.11 d )
dargestellt. Der korrespondierende Parameter hierfiir ist Ry (vgl. Gleichung 4.5). Ry wird
in einem Bereich von Ry = 0%, 20%, 50%, 80%, 100% dargestellt. Auf eine Variation des
Parameters Rz wird verzichtet, da diese keine weitere Information liefern wiirde.

Das vorletzte Teilbild (4.11 e ) weist die Variation der Konzentration der Teilchen auf.
Die Teilchenzahl N, die im Detektionsvolumen ’gesehen’ wird, wird damit gedndert. Deut-
lich ist die Antwort der AKF im Verschieben des Schnittpunktes mit der y-Achse zu sehen.
Je grofer der Wert des y-Achsen-Abschnittes ist, desto grofer ist auch die Konzentration
im Detektionsvolumen. Im letzten Teilbild (4.11 f ) wurde nun die Anzahl der Kompo-
nenten variiert. Es wurde eine Komponente, zwei Komponenten und drei Komponenten
simuliert. Der Unterschied zwischen einer Komponente und zwei Komponenten ist am
deutlichsten beim Vergleich mit der AKF ist dieses Ergebnis leicht nachzuvollziehen.

Dieses Simulationsprogramm wurde eine wichtige Hilfe zum Auffinden der Parametri-
sierung der Korrelationsdaten sowie bei der ersten Einschétzung der Messung.
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Abbildung 4.11: G(7) in Abhéngigkeit der Variation der Parameter. a) Variation des Triplettanteil; eine
zu grofe Laserleistung fithrt unter anderem zu einer Erhéhung des Triplettanteils, was die ’sichtbaren’
Teilchen verringert. b) Variation der Diffusionszeiten; hierdurch bekommt man eine 'Gefiihl’ fiir die zu
messenden Teilchen. ¢) Variation des Radienverhéiltnisparameters k; der Einfluff auf die Messung ist
relativ gering. d) Variation des Anteils der zweiten Komponente (R3). e) Variation der Teilchenzahl N im
Detektionsvolumen und damit der Konzentration der Teilchen. f) Variation der Anzahl der Komponenten.
Weitere Details finden sich im Text.
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4.5.2 Mefidurchfiihrung
Vorbereitung

Um eine Messung durchfiihren zu konnen, miissen zunéchst die Laser angeschaltet wer-
den. Danach werden der Reihe nach das FCS-Steuerungsmodul nebst Schrittmotoren, die
CCD-Kamera und zuletzt der Steuerungs-PC angestellt. Diese Abfolge des Anschaltens
ist wichtig, da einige der Geréte doch sehr hohe Einschaltstréme verursachen, die den
anderen Mefkomponenten schaden konnen. Insbesondere ist die Avalanche-Diode hierbei
zu erwiahnen. Nach einer Aufwérm- und Stabilisierungsphase wird die Laserleistung, die
gaulsformige Ausleuchtung des Objektiv und grob die Lage des Fokus bestimmt.

Nach diesen ersten Schritten wird mit Hilfe der CCD-Kamera das Objektiv auf die
Probentragerpléattchendicke korrigiert. Mit dem Tetramethyl-Rhodamin (Abb. 4.12) in
einer nanomolaren Losung wird bei einer Leistung von P = 100 uW der Fokus etwa
200 pm in die aufgetragene Probe gefahren.

(CH4)oN

Abbildung 4.12: Die chemische Struktur von Tetramethyl-Rhodamin.

Nun kann auch die Pinhole-Justage bei zuvor gewéhltem Pinhole-Durchmesser ausge-
fithrt werden. Hierbei wird die Lage des Pinhole via Schrittmotoren in allen drei Raumrich-
tungen nacheinander variiert und die Zahlrate detektiert. Diese Justage geschieht mittels
Software und kann einige Minuten in Anspruch nehmen, da die jeweils gefundenen ma-
ximalen Zahlraten nicht unabhéngig von ihrer Richtung sind. Im allgemeinen miissen bei
diesen Grundeinstellungen kaum grofere Anderungen vorgenommen werden. Alle Messun-
gen werden in einem leicht abgedunkeltem Raum durchgefiihrt, um die Ergebnisse nicht
etwa durch reflektiertes oder gestreutes Licht zu verfélschen.

Bei einer Laserleistung von maximal P = 100 W werden mit der oben erwdhnten
Rhodamin-Losung die ersten Messungen durchgefiihrt. Die sich dabei ergebenden Korre-
lationskurven werden analysiert und mit den frither ermittelten verglichen. Gegebenenfalls
wird durch kleine Korrekturen die Amplitude der Korrelation verbessert und das Detekti-
onsvolumen weiter optimiert. Nachdem nun die optimalen Einstellungen gefunden wurden,
werden mit der Rhodamin-Losung einige Referenzmessungen durchgefiihrt. Fiir Rhoda-
min erhdlt man bei Raumtemperatur (7" = 25°C) in Wasser eine Diffusionskonstante von
D = 280 pum?/s. Dieser Wert wird in der Literatur bestétigt, vgl. [26].

Probenvorbereitung

Die Probenvorbereitung beginnt mit der Festlegung des Ziels des Experiments und den
daraus zu kombinierenden Komponenten. Nach dem Auftauen der Komponenten werden
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sie, entsprechend den berechneten Mengen, in ein Probengefafs pipetiert. Hier verbleiben
sie fiir fiinf Minuten bei T' = 25°C, die mittels eines Warmeblocks konstant gehalten
werden. Nach dieser Inkubationszeit wird ein Teil der Probe, meist zehn ul, in die Pro-
benkammern (vgl. Abb. 4.13) pipetiert.

Durchfiihrung

Nachdem die Proben in die Probenkammern pipetiert wurden, empfiehlt es sich diese fiinf
Minuten equilibrieren zu lassen. Dieser Schritt ist wichtig, damit Konzentrationsfluktuta-
tionen, die aufgrund von Oberflaichenreaktionen verursacht werden, die Messung nicht
beeinflufsen. Nach dieser Equilibrierungszeit kann mit den ersten Versuchsmessungen be-
gonnen werden. Hier werden die wichtigen Parameter, wie Triplettanteil (15% — 20%),
Zihlrate (> 100kHz), das Radienverhéltnis des Detektionsvolumen (4 — 10) sowie die x2-
Werte tiberpriift. Sind die Parameter in den in Tabelle (4.3) angegeben Bereichen, und

Parameter Werte
Triplettanteil T}, (%] 15— 20
Zahlrate [kHz] > 100
Radienverhéltnis k 4 —10

Pinhole-Durchmesser So [um]| 30 - 40

Tabelle 4.3: Zusammenfassung der Standard-Parameterwerte.

weist die Intensitatfluktuation keine abnormen Spitzenwerte auf, konnen die bisher gefun-
denen Einstellungen fiir die automatisiert ablaufende Messung benutzt werden. Im Falle
grofser Abweichungen von dem Standard-Parameter-Satz mufs die Vorbereitungsprozedur
nochmals fiir diese spezielle Probe durchgefiihrt werden. Zeigt hingegen die Fluktuati-
onszeitreihe eine grofse Standardabweichung, muf die Probe nachbehandelt werden. Im
allgemeinen 1aft sich das Problem durch zentrifugieren der Probe und Verwenden des
Uberstandes beheben. Hierdurch entfernt man groke und damit langsam diffundieren-
de Molekiil-Akkumulationen, die sehr grofse Intensitatsschwankungen hervorrufen. In der
Abbildung (5.9) ist eine Messung gezeigt, die solch extreme Fluktuationen aufweist.

Abbildung 4.13: Blick auf die laser-illuminierte Probe. Deutlich sind die acht getrennten Probenbereiche
zu sehen. Dies ist ein kleiner Ausschnitt der Abbildung (2.2).

Nach dieser letzten Uberpriifung der Messung kann mit der automatisierten Messung
begonnen werden. Diese Vorbereitungsroutine ist zwar oftmals léstig, da jedoch die Vor-
einstellungen des letzten Meftages nicht gedndert werden miissen, steht der Aufwand in
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einem vertretbaren Verhéltnis zu den Gesamtmefzeiten, die einige Stunden betragen kon-
nen. In der Abbildung (4.13) ist der Blick auf die laser-illuminierte Probe gewéhrt. Die nun
folgenden Referenzmessungen mit Rhodamin werden bei einer Laserleistung P = 100puW
(im Fokus) durchgefiihrt. Bleibt noch abschliefilend zu erwéhnen, daf immer darauf ge-
achtet werden mufs, daf geniigend reinst Wasser (entmineralisiertes Wasser) zwischen
Objektivpupille und Objekttrager vorhanden ist. Diese Wasserschicht sorgt fiir die annéa-
hernde Konstanz des Brechungsindex bis zur Probe. Dies ist eine wichtige Voraussetzung
fiir die speziellen Abbildungseigenschaften der hier dargestellten konfokalen Mikroskopie.



Kapitel 5

Messungen und Diskussion

5.1 Systematische Studien des FCS-Systems

Um mit dem System verléfliche Daten zu bekommen, waren umfangreiche systematische
Studien notwendig, die in der Folge dargestellt werden. Wichtig bei der Charakterisierung
des FCS-Systems ist es, die Auswirkungen der vielen Parameter auf die reale Messung
zu verstehen und beurteilen zu konnen. Speziell wurden die Auswirkungen der Geréte-
Parameter, wie der Lochblendendurchmesser sowie die Mefdauer und die Anzahl der
Messungen, auf die Bestimmung des Diffusionskoeffizienten und deren Genauigkeit unter-
sucht. Ferner wurde die Auswirkung der Fokusposition in Abhéngigkeit der Zahlrate, wie
in Abb. 5.1 gezeigt, untersucht. Deutlich ist hier der sprunghafte Ubergang der Zihlrate

300

Ubergang Probenhalter/Probe

250~ l M
N e

200r 1

—— Datenlinie
Datenpunkte
1001 1

Zahlrate [kHz]
[N
a
Q

501 1

_J

4%00 5000 5500 6000 6500 7000
Fokusposition [um]

Abbildung 5.1: Zdhlrate in Abhéngigkeit der absoluten Position des Laserfokus. Die Messung wurde mit
dem Farbstoff TMR durchgefiihrt. Es wurden 10 pl einer 5 nM Lésung untersucht.

beim Eindringen des Fokus in die Probe zu sehen. Die Fokusposition (z = 5293um), an
dem die Zahlrate sprunghaft ansteigt, stellt den Ubergang zwischen der Probenbox und
der Probe dar. Dies konnte iiber die Verdnderung des Beugungsbilds, das bei Anderun-
gen der Brechzahl beim Ubergang Probenbox/Luft entsteht, sprich ohne Probe, ebenfalls
bestéatigt werden. Die Messung macht deutlich, dak die Wahl des Laserfokus 200 ym ober-

83
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halb dieser Sprungpostion immer ausreichend ist, um im Maximum der Zahlrate messen
zu konnen. Ein weiteres 'Hineinfahren’ in die Probe wiirde keine verbesserte Zahlrate

ergeben.

- [—em]
%0

3.5

3

25

2

G(1) [arbitrary units]

F(t) [kHz]

t[s]

Abbildung 5.2: G(7): typischer Verlauf der Autokorrelationsfunktion fiir den Farbstoff TMR, aufgetragen
in einer halblogarithmischen Darstellung. Die zweite Kurve wurde um G, = —0.1 verschoben, um sie noch
sichtbar zu machen (oben). Auftragung der zugehorigen Fluoreszenzmessungen zu obigen AKF (unten).

Die Graphik 5.2 zeigt den typischen Verlauf der Autokorrelationskurve. Grundlage der
nachfolgend beschriebenen Analyse ist die einkomponentige AKF.

G(r) =1+ G, {1 — Ty {1 — exp (Tj)} } (R, - 7)) (5.1)

1 1

: /
mit 7 =

T
T
7—Uliffl 1 +k7—diff1

Der Schnittpunkt mit der y-Achse (y’ —1) spiegelt den Kehrwert der durchschnittlichen
Teilchenzahl N im Detektionsvolumen wieder. Bei dieser Messung lassen sich die folgen-
den Werte ermitteln: die Teilchenzahl N = 0.2 und deren Diffusionszeit 7 = 46.0 us.
Beide Werte liegen im Bereich der Standardmessungen fiir den reinen Farbstoff TMR.
Als Standardmessung wird die Ermittlung der Diffusionszeit von TMR (Konzentration
C =5 x 107°M) bezeichnet. Sie dient vor jeder FCS-Messung als Eichung.
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Zur weiteren Ermittlung der Mefkparameter gehort die Bestimmung des Einflusses des
Pinholedurchmessers. In Kapitel (3.1.6) wurde schon auf den Einfluf eingegangen. Die
Grofe des Pinholedurchmesser steuert wieviel Untergrundfluoreszenz die Avalanchediode
bzw. wieviel ’echtes’ Signal die Diode erreicht. In der Abbildung (5.3) ist die Variation des
Lochblendendurchmessers und dessen Einflufs auf die Diffusionszeit dargestellt. Die in der
Abbildung eingetragenen Diffusionszeiten sind die jeweiligen Mittelwerte, bezogen auf den
festen Lochblendendurchmesser. Die Messungen werden mit dem reinen Farbstoff (TMR)
durchgefiihrt. Fiir die weiteren Messungen wird, falls nichts anderes angegeben wird, mit
einem Lochblendendurchmessers d,;,, = 35 pum gearbeitet. Bei diesem Durchmesser ist die
Standardabweichung der gemessenen Diffusionszeit des Flurophors am geringsten.

80
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Abbildung 5.3: Einfluft des Pinholedurchmessers auf die Diffusionszeit. Die Messungen wurden mit dem
Fluorophor TMR durchgefiihrt.

Wie die Abbildung 5.3 zeigt, ist der Einflul des Lochblendendurchmessers auf die ge-
messene Diffusionszeit sehr deutlich. Dies liegt an den Abbildungseigenschaften, die das
Signal durch die Verédnderung des Lochblendendurchmessers erféhrt.

Fir die Abbildung 5.4 wurden insgesamt 1500 Einzelmessungen mit einer jeweiligen
Mefzeit von 40 Sekunden analysiert und dargestellt. Daraus lieffen sich die folgenden
Werte ermitteln:

7 = 46.06us und D = 280.7 & 16.93um?/s.
Sie stehen im Einklang mit den in (vgl. [68]) vorgestellten Werten. Die Berechnung der

Diffusionskonstante wurde mit D = 4;:8” (vgl. Gleichungen 3.32) durchgefiihrt. Die Werte

der einzelnen Mefpunkte wurden simultan unter Verwendung des Marquardt-Algorithmus
[63] ermittelt. Als Grad der Giite der Anpassung der Datenpunkte an die AKF (5.1) konnte
der Fehlerquadratwert y? = 2.3 x 107° bestimmt werden. Das Radien-Achsenverhiltnis
wurde dabei auf r = 6.5 (r = ﬁ =>k = 0.024) gesetzt.

Die durchgefiihrte Analyse lieferte noch weitere Werte, wie die mittlere Teilchenzahl

im Detektionsvolumen N = Gi% = 10.752 ~ 0.301 und die Diffusionskonstante
0 3T Go

D = 4w3 = f'ZZGum)Q ~ 280.722°  Aus der Teilchenzahl N iRt sich die Teilchendichte
Tdif f X45.59us s
ral N

bestimmen C = N =g = 1.247&16};,8”. Dies laﬁt SiCh umre(:hnen iIl dle Konzentration
V 2rwdzo pm
3
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des Farbstoffes Cyo = 1.24425 = 2.06%2° = 2,06 nM. Mit N, ist hier die Avogadrozahl
bezeichnet.
Die Ergebnisse im Uberblick:

T =46.06us; D = 280.7 4 16.93um?/s; N = 0.301; C,oy = 2.06 nM; x> =2.3 x 1077

o0 EHHJ """ 1 }ﬁi """ EE |

280F .- XX

2
D [um</s]
N
o
o
T

-

1

P

i

i

i

i

i

i

i

i

}-I-)(—{

[

1

i

i

: A
e
)

1
}—Li—i
0
8%
gg' o

Il

2201 : 1

| * TMR (Fluorophore) |

2 1 1 1
OOO 5 10 15 20 25 30

Experiment-Nr.

Abbildung 5.4: TMR-Diffusionskoeffizient Messungen: hier sind alle 1500 Eichmessungen gezeigt. =
Dryr = 280.7 4 16.93 ym? /s

In der Literatur (unter anderem in [26]) findet man einen Wert von D = 280 ym?/s,
die Standardabweichung wurde jedoch nicht angegeben. Mit der hier beschriebenen Mef-
anordnung konnte der Literaturwert bestétigt werden. Fiir weitere Analysen wurden die
Ergebnisse aus den Messungen fiir die Abbildung 5.4 benutzt.

Die Graphik 5.5 zeigt die Abhéngigkeit der Diffusionszeit 745 von der Mefzeit der
Einzelmessung. Nach einer Mefszeit von etwa 20 Sekunden erhilt man keine Verbesserung
des Mefswertes mehr. Die Vorteile der Messung, die sich durch die Statistik innerhalb der
Messung ergeben, heben den Zugewinn an Mefsgenauigkeit durch die Statistik aufgrund
der Anzahl der Messungen auf. Diese Messungen in Abhéngigkeit der Mefsdauer pro Mes-
sung haben zwei Kernaussagen. Eine Kurzzeitmessung im Bereich unter einer Sekunde
pro Messung liefert mit diesem Aufbau keine verlafslichen Daten. Im allgemeinen wiirde
man eine zu grofte Diffusionszeit messen. Jedoch wére es in Zukunft mit einer deutlich
erh6hten Ausleserate, der APD, moglich, dieses Manko zu beseitigen. Letzten Endes ist
die Messung aber durch die Diffusionsgeschwindigkeit der Teilchen limitiert. Die andere
Kernaussage der Messung ist, dafs durch sehr lange Mefzeiten kein Zugewinn an Mef-
genauigkeit zu erreichen ist. Diese Langzeitmessungen erscheinen also nur fiir Studien
des Ausbleich- oder "Blinking’ -Verhaltens der Fluorophore sinnvoll. Die Messung zeigt,
dafs eine Mefzeit von etwa 20 Sekunden pro Messung zu einer Messung mit vertretbarer
Standardabweichung fiihrt.
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Abbildung 5.5: Diffusionszeiten des ERE-25bp Oligos. In dieser Messung wurde die Gesamtzeit konstant
gehalten, jedoch die einzelnen Mefzeiten pro Messung von 5 s bis 240 s variiert. Die roten Linie zeigt den
Mittelwert, die Blaue die Standardabweichung.

Die Gesamtmefszeit fiir einen Mefszyklus wird konstant gehalten, um das Bleichverhalten
der Proben in erster Nédherung als konstant annehmen zu kénnen. Die Tabelle 5.1 fafst die
Ergebnisse nochmals zusammen.

Mefszeit [s] Anzahl ERE

raiyy (S| opre,, [107°] D [pm?®/s]

Tdi
d 240 0,29945 0,045 ! 42.821
10 120 0,30133 0,036 42.017
15 80 0,29534 0,034 43.381
30 40 0,26065 0,012 48.365
60 20 0,27801 0,01 46.845
120 10 0,27476 0,006 46.032
240 d 0,27924 0,004 46.220

Tabelle 5.1: Daten der dargestellten Mefreihe. Der Mittelwert betrégt 7q;77—280.97 x 10~%. Die Bezeich-
nung ERE verweist auf das in Abb. 4.8 dargestellte Oligo (ERE-25bp).

Das in Abbildung 5.5 gemessene Oligo ERE-25bp weist ein Molekulargewicht! von
MW gre—25pp = 17.122 Da auf. Die aus den FCS-Messungen ermittelte Diffusionszeit fiir
das Oligo Tuiffppp_om, = 280.97us wird fiir die weiteren Auswertungen als Startwert ver-
wandt. Ein Vergleich der Diffusionszeit eines 18-Basenpaar langen Oligo (7gify,,, = 160pus)
[69] sowie einer theoretischen Betrachtung der Diffusionszeitmessung auf der Grundlage
von [70] liefert eine gute Ubereinstimmung. Der Analyse der Diffusionszeit lag die erwei-
terte AKF mit zwei Komponenten zugrunde. Die Abkiirzung 7/ wird, wie bei Gleichung
(5.1) eingefiihrt, benutzt.

G(r):1+Go{1—Tm {1—6Xp< -

Ttri

)|} -ty

Tn der Molekularbiologie werden Gewichtsangaben in Dalton (Da) bzw. kilo Dalton (kDa) gemacht.
In SI-Einheiten entspricht ein Dalton ([Da] = 1g/mol). Die Masse eines Molekiils ist auf N4 Teilchen
bezogen, sprich auf eine Stoffmenge von einem Mol.
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Damit konnten schon drei Parameter fiir die weiteren Messungen festgelegt werden. Das
Festlegen der Parameter ist wichtig fiir die weitere Analyse, um wéhrend der Fitroutine
nicht in Nebenminima ’héngen’ zu bleiben.

Die bisher gezeigten systematischen Messungen dieses Abschnitts zeigen eindrucksvoll
die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse (vgl. Abbildung 5.6). Dies ist eine wichtige Vor-
aussetzung fiir die weiteren Messungen, die zur Bestimmung der Wechselwirkung der
Oestrogenrezeptoren mit ihrer DNA-Bindungssequenz fithren sollen. Die Abbildung (5.6)
zeigt eine Messung der AKF der DNA-Bindungssequenz (ERE-25bp) des Oestrogenre-
zeptors. Auch hier wird die Reproduzierbarkeit der Messungen bewiesen. Die aus der
Parametrisierung der AKF gewonnenen Parameter konnten mit einem Fehler unter einem
Prozent fiir jede einzelne Messung verifiziert werden. Die Darstellung zeigt das Ergeb-
nis, wie es die Zeiss-Software liefert, ungliicklicherweise in einem Format, das die weitere
Bildverarbeitung fast unmoglich macht.

e FCS ACCESS Database
evorec Version 2.00

~=00

1.000 I \HHH‘ I \HHH‘ I \HHH‘ I \\HH /T\HHH‘ I \HHH‘ I \HHH‘

0.01 0.1 1 10 100 1e+003 1e+004
Time[ms ]

FCS+plus 1.00 Plot Correlation

Wed Apr 02 10:51:54 2003

Abbildung 5.6: Mehrere simultane FCS-Analysen: Jede Kurve reprisentiert eine unabhéngige Messung.
Hier wurde das Oligo ERE-25bp untersucht. Die gezeigte Darstellung ist das Ergebnis, wie es die Zeiss-
Software liefert.

Zur Veranschaulichung des Diffusionskoeffizienten sei hier nochmals erwéhnt, dafs der
Diffusionskoeffizient die Anzahl der Teilchen pro Zeit beschreibt, die durch eine bestimmte
Fliche (hier 1ym?) dringen. Somit wird auch verstindlich, warum grofere Teilchen einen
geringeren Diffusionskoeffizienten aufweisen. Je kleiner ein Teilchen ist, desto ’schneller’
kann es diffundieren: somit durchdringen mehr Teilchen pro Zeit eine bestimmte Fléche.
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Bei dieser Argumentation sei an die Einstein-Stokessche Definition des Diffusionskoeffizi-

enten erinnert. T
D=2 5.2
6mnR (5:2)
R beschreibt den Radius des Teilchens, 7 die Viskositat der Probenfliissigkeit, T die Tem-
peratur und kp die Boltzmannkonstante. Die Gleichung zeigt, dafs der Teilchenradius
1/R zum Diffusionskoeffizienten betrégt und somit fiir gréfere Teilchen, sprich grofere R
immer kleiner wird. Vergegenwértigt man sich noch die Einsteinsche Diffusionsgleichung

[71]7

p_ (5.3)

- 9
67,

wobei die (x?) die quadratische Verschiebung und 7, die Zeit, in der diese stattfindet
beschreibt, wird der obige Zusammenhang der Grofen deutlicher.

5.2 DNA-Rezeptor Interaktion

Das Ziel der Messungen, die Bestimmung der Bindungskonstante zwischen dem Rezep-
tor und dem bindungssequenztragenden DNA-Oligonukleotid soll im folgenden dargestellt
werden. Vorab werden die Daten vorgestellt, die mit dem ConfoCore gemessen und ana-
lysiert wurden. Sodann werden die gelgestiitzten Daten, die mit dem Bandshift-Assay
ermittelt werden konnten, présentiert. Neben den eigenen Messungen sollen hier jedoch
auch die Daten, die mit der SPR-Technologie? (Biacore) ermittelt wurden, vorgestellt
werden. Dieser abschliefsende Teil vervollstandigt die wesentlichen Methoden, mit denen
Bindungsdaten gewonnen werden konnen.

Es werden die Ergebnisse aus drei unterschiedlichen Methoden (FCS, BS-Assay, SPR
(Biacore)) beschrieben. Begonnen werden soll mit den FCS Messungen. Diese konnen zum
Teil direkt mit den Ergebnissen des BS-Assay’s verglichen werden, da die identischen Pro-
ben untersucht wurden. Bei diesem direkten Vergleich wird auch die Zuverlassigkeit sowie
héhere Sensitivitat der lasergestiitzten Methoden gegeniiber der gelgestiitzten BS-Assay
Methode deutlich. Die dritte Methode, SPR, wird kurz vorgestellt sowie die Ergebnisse
aus der Veroffentlichung von J. Cheskis etal. dargestellt. Abschlieffend folgt eine Gegen-
iiberstellung aller Daten aus den drei Methoden.

5.2.1 ConfoCore

Die Auswertung der FCS Daten wurde in mehreren Stufen durchgefiihrt. Diese lassen sich
wie folgt unterteilen.

e Kollektive Anpassung der Daten einer Mefireihe an die jeweilige AKF-Funktion (ein-
, zwei- oder drei-Komponenten)

e Bestimmung der Diffusionszeiten 74¢¢ und Diffusionkoeffizienten Dy

e Bestimmung der prozentualen Anteile der Komponenten, sowie letzte Selektion nach
x? der Daten

2SPR surface Plasmon resonance.
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e finaler simultaner Fit {iber alle Messungen und Bestimmung aller Mittelwerte der
Parameter
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Abbildung 5.7: Auswirkung der Variation des Triplettanteils auf die AKF G(7).

Der erste Punkt kann anhand der schon ermittelten StandardDiffusionszeiten sowie der
Experimentplanung auf einfache Weise ermittelt werden. Der néchste Schritt, die Ermitt-
lung der Diffusionszeiten, kommt praktisch nicht ohne die Festlegung eines Parameters
der Fitfunktion, z.B. des Radienverhéltnisses k, aus. Erhalt man hier tiberhchte Triplett-
zeiten 7r,; oder sehr grofe Abweichungen von dem ermittelten Mittelwert, so miissen die
erhaltenen Parametersitze flir jede einzelne Messung iiberpriift werden. Die prozentua-
len Anteile der Teilchensorten (R;) sind die mafigeblichen Werte zur Bestimmung der
Gleichgewichtsbindungskonstanten kp. Diese beschreibt die Anzahl der Mole, die im Ex-
periment an die DNA gebunden haben. Mit dieser Information iiber die Einzelmessungen
kann ein ’abschlieender’ Fit iiber alle Messungen einer Reihe durchgefiihrt werden.

Zur Beurteilung der Korrelationsfunktion wurden ihre Parameter variiert und die Aus-
wirkungen in der Abbildung (4.11) dargestellt. Die Abbildung (5.7) zeigt die Auswirkung
der Variation des Triplettanteils. Die graphische Darstellung ermdoglicht die einfache vi-
suelle Beurteilung der Messungen, und man entwickelt durch diese Simulationen der Au-
tokorrelationsfunktion eine klare Vorstellung, welche Form die Mefkkurven haben kénnen,
bei einer bestimmten Experimentkonfiguration.

Ein Vergleich der Simulation (Abb. 5.7) mit der Messung (vgl. Abb. 5.8) liefert eine
gute Ubereinstimmung, fiir den Fall, daf der Triplettanteil 15% betrigt. Die Parametrisie-
rung der Messung am Fluorophore TMR (vgl. 5.8) liefert unter anderem den T3,.; = 13.8%
fiir den Triplettanteil. Die Abbildung zeigt ferner eine gute Anpassung an die Daten. Die
durchgezogene Linie (Anpassungsfunktion) beschreibt die Datenpunkte fast deckungs-
gleich, die Daten sind von der Modellfunktion (5.4) optimal beschrieben. Es wurde die
Modell-Funktion mit einer Komponente (R; = 1.0) benutzt. Als Startwert fiir die Vor-
analyse wurden die Standardparameter benutzt.
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G(T):1+G0{1—Tm-ll—exp(L)}}- Ry-—+ . ! (5.4)
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Abbildung 5.8: G(7) Analyse. Es sind die Daten der Fit, sowie die Fluoreszenzverteilung und deren
Histogramm dargestellt.

In einem weiteren Programmteil werden einzelne Messungen aus einer Mefsreihe selek-
tiert, bei der die berechnete Anpassung an die Daten deutlich von den Daten abweicht.
Ein vollstdndige Automation dieser Selektion konnte leider nicht gefunden werden, da es
schwierig ist, allgemeine Kriterien fiir eine solche Selektion zu finden. Selbst der x2-Wert
einer Anpassung liefert kein eindeutiges Kriterium fiir das Verwerfen einer Messung. Dies
liegt im wesentlichen an der Sensitivitdt der Anpassungsroutine auf die Startwerte der
Parameter.

Die in Abbildung (5.9) dargestellte Messung, die mit dem Oligo ERE-25bp Oestrogen-
rezeptor ER-a System durchgefiihrt wurde, zeigt eine Messung, bei der die Korrelation
problemlos durchgefiihrt werden konnte, die anschliefsende Anpassung der Modellfunktion
an die Daten jedoch nicht mehr méglich war. Der Grund hierfiir liegt in der Bildung von
sehr groften Molekiile-Konglomeraten. Diese erzeugen, aufgrund ihrer langen Verweildauer
im Fokusvolumen einen Photonen’burst’, der die gemessene Fluoreszenz im Vergleich zum
eigentlichen Mittelwert um Groéfenordnungen iibersteigt.
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Eine grobe Abschétzung der Diffusionszeit wiirde im Bereich von mehreren Minuten lie-
gen. Die in der Abbildung (5.9) gezeigte Messung ist ein willkiirlich ausgewéhltes Beispiel.
Prinzipiell kénnte man durch die Zugabe geeigneter Chemikalien diese Konglomeratbil-
dung unterdriicken, jedoch hétte dies Auswirkungen auf alle Molekiil-Molekiil Wechsel-
wirkungen. Ein ’echte’ Messung der Rezeptorbindungskonstanten wére mithin nicht mehr
moglich. In der Abbildung (5.9b) ) sind die extremen Anstiege der Fluoreszenzrate bei
t =6 s, 18 s und t = 50 s zu erkennen. In dem nebenstehenden Histogramm ist der Effekt
noch deutlicher zu sehen. Die Verteilung der Fluoreszenzwerte ist auf einen sehr schmalen
Bereich konzentriert. Ferner liegt der Mittelwert der Fluoreszenz und dessen Abweichung,
wie in diesem Fall, in der gleichen Grofenordnung. Das Teilbild (Abb. 5.9 oben) zeigt
die Anpassung an die Daten (durchgezogene Linie) sowie die Korrelationswerte (Punkt).
Deutlich ist das Versagen der Anpassungsfunktion an die Daten zu sehen. Die Anpas-
sungsprozedur ist nicht mehr in der Lage, einen Parametersatz zu finden, der die Daten
beschreibt.

Einzelmessungen, die nicht mehr durch durch eine Modellfunktion parametrisiert wer-
den koénnen, miissen also fiir eine simultane Anpassung einer ganzen Mefsreihe unberiick-
sichtigt bleiben. Sie wiirden die Mittelwerte des Fits sowie ihre Fehlerberechnung ins ab-
surde, nicht physikalische fiihren. Eine weitere Analyse wére mit einem solchen Datensatz
nicht mehr moglich.

Nachdem die Selektion 'problematischer’ FCS-Messungen aufgezeigt ist, konzentriert
sich der folgende Abschnitt nun auf die grundlegenden Messungen der Oestrogenrezeptor-
Interaktion mit der DNA-Bindungssequenz (ERE-25bp). Hier sei noch abschlieffend zu
den problematischen FCS-Messungen erwahnt, dak diese Methode trotz allem eine sehr
robuste Methode darstellt. Aufgrund der typischerweise 50 bis 300 Messungen pro Probe
lafkt sich eine Fehlmefrate von ungefihr einer Messung pro 300 Messungen verkraften.
Und fiirmit fiihrt eine Fehlmessung einer Mefreihe einer Probe nicht zu einem volligen
Verlust dieser Mefsreihe. Das Problem stellt sich in der Selektion dieser Fehlmessung. Die-
ses Problem ist noch nicht befriedigend gel6st. Die Robustheit der Methode ist also so
zu verstehen, dak selbst eklatante Fehlmessungen nicht zu einer Unauswertbarkeit der
Mefreihe fithren. Und dies ist moglich, da das Konzept der FCS-Technologie, Wechselwir-
kungen von Molekiilen in einer 'Fliissigkeit’ zu messen, eine hohe Wiederholrate einzelner
Messungen zuldfst. Eine solche Mdoglichkeit ist bei der BS-Methode nicht gegeben. Hier be-
deutet die Messung einer Probe gleichzeitig den Verlust der Probe. Die Probe ist nach der
Messung mit der BS-Assay Methode nicht ohne erheblichen Aufwand wiederzugewinnen.

Die Abbildung (5.10) zeigt die AKF-Kurven fiir vier unterschiedliche ER-a ERE-25bp
Oligo Konzentrationen. Fiir jede Konzentration wurden 100 Messungen durchgefiihrt.
Die Abbildung enthélt nur eine Auswahl aus den gemessenen Kurvenscharen, da eine
vollstdndige Darstellung keine weitere Information liefern, jedoch die Abbildung vollig
untibersichtlich machen wiirde. Auch hier stellen die Punkte die Korrelationswerte G(7)
und die durchgezogene Linie die Anpassungsfunktion an die Daten dar.

Zur Auswertung dieser FCS-Messungen wurden eine Zwei-Komponenten-Anpassungs-
funktion benutzt, wie sie in Gleichung (5.5) zu sehen ist. Die erste Komponente beschreibt
das freie nicht gebundene Oligo ERE-25bp. Mit der zweiten Komponente wurde das
Rezeptor-Oligo Molekiil assoziiert. Die Analyse wurde mit den Standardparametern be-
gonnen. Fiir die endgiiltige Analyse wurde lediglich das Radienverhéltnis k, sowie die
Diffusionszeit des freien Oligos (77) fest vorgegeben, die anderen Parameter wurden in
bestimmten Grenzen variiert, mit dem Ziel, den x?-Wert zu minimieren.
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Abbildung 5.9: Darstellung eines Photonen’burst’ in einer Messung. Deutlich ist die extreme Uberhéhung
der Fluoreszenzrate (unten links b): in der Verteilung; unten rechts c): im Histogramm) zu sehen. Die fit-
Funktion (oben a) durchgezogene Linie) beschreibt die Korrelationswerte (oben a) Punkte) nicht mehr.
Eine sinnvolle Parametrisierung ist nicht moglich. Diese Messungen wurden mit Oestrogenrezeptor-a
Oligo Bindungssystem durchgefiihrt.

G(r) =1+ Gy {1 — Ty {1 —exp <i)” A1 =Ry -7+ Ry}  (55)

Ttri

1 1
mit TZ-/ = 1 . 1= 1,2, und Rl = (1 — RQ)

+ Tdif f; \/1+de;fi

In der Tabelle (5.2) sind die Ergebnisse der Analyse aus der Messung, die in Abbildung
(5.10) dargestellt ist, aufgefiihrt.

a-Rezeptor 1 2 3 4 D 6 7
Stoffmenge [fmol| | 0.05 0.20 0.4 14 4 10 20
Ry %] 13.12  22.01 2947 46.01 49.77 51.55 52.12
OR, 0.3529 0.8132 0.6038 0.5389 0.2028 0.1987 0.299

Tabelle 5.2: Bindungsdateniibersicht fiir den Oestrogenrezeptor o aus den FCS-Messungen.

Deutlich ist die Zunahme des gebundenen Anteil des Rezeptors (R2) mit dem Anstieg
der Rezeptorkonzentration zu sehen. Dieser Anstieg zeigt sich auch in der Zunahme der
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Abbildung 5.10: FCS Messungen: G(7) der Oligo-Rezeptor-Bindung bei ansteigender Konzentrationen
des Rezeptor ER-a. Deutlich kann die unterschiedliche Teilchenzahl N ( N = y-Achsenabschnitt —1 ) in
Abhéngigkeit der eingesetzten Konzentration gezeigt werden. Die Zahlen an der y-Achse korrespondieren
mit denen in der Tabelle (5.2).

im Detektorvolumen gemessenen Teilchen N. In der Abbildung (5.10) kann dieser Verlauf
an dem y-Achsenabschnittswert erkannt werden, der mit der Konzentrationszunahme des
Rezeptors steigt. Ein weiteres wichtiges Merkmal ergibt sich aus den Absténden zwischen
den Einzelmessungen, welche abnehmen. Dies ist mit der zunehmenden Séttigung der
Bindung zu erklaren.

Nach dieser Betrachtung fiir den ER-a Rezeptor werden die Ergebnisse fiir den ER-(
Rezeptor dargestellt. Bei genauer Betrachtung der Abbildung (5.11) lassen sich auch in
diesem Experiment dhnliche Zusammenhénge wie bei der a-Rezeptor Messung erkennen.
Auch hier steigt die Teilchenzahl N mit der Zunahme der Konzentration des Rezeptors.
Ferner 1afst sich auch bei diesem Experiment die Abnahme der Abstdnde zwischen den
AKF-Kurven mit der Zunahme der Konzentration feststellen.

(-Rezeptor 1 2 3 4 ) 6 7
Stoffmenge [fmol| | 0.05 0.20 0.5 1.5 4 10 20
Ry %) 16.59  26.78  42.02 52.01 54.47  56.05 08.4
OR, 0.6979 0.5897 0.6822 0.3028 0.5417 0.4509 0.1934

Tabelle 5.3: Darstellung der Bindungsdaten fiir den Oestrogenrezeptor 3 aus den FCS-Messungen.
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Im Unterschied zu den Daten des ER-a Rezeptors geschieht dies jedoch in einem deut-
lich engeren Konzentrationsbereich. Somit wird auch bei einer geringeren Konzentration
die Sattigung erreicht. Dies zeigt sich an den fast 'aufeinanderliegenden’ AKF-Kurven,
die in der Abbildung (5.11) zu sehen sind. Die Anpassung an die Daten der 3-Rezeptor
Messung wurde mit den gleichen Startwerten begonnen wie fiir die Anpassung fiir die
a-Rezeptor Messung. Dies ist zulissig, da das gleiche Oligo (ERE-25bp) benutzt wur-
de. Der Anteil der Komplexbildung R, (vgl. Tabelle 5.3) fiir diese Messung wurde unter
Zugrundelegung der AKF, wie sie in Gleichung (5.5) dargestellt ist, ermittelt.

16 \\\HH‘ T \\\HH‘ T \\\HH‘ T \\\HH‘ T \\\HH‘ T \\\HH‘ T \\\HH‘ T T TTT

G(1)

15 =

7,6—

2—

1—

\\\HH‘ | \HHH‘ | \HHH‘ | \\\HH‘ | \\\HH‘ | \\\HH‘ | \\\HH‘ [
-3 2 1 2 3
10 10 10 1 10 10 10

T[s]

Abbildung 5.11: FCS Messungen: G(7) der Oligo-Rezeptor-Bindung bei ansteigender Konzentration des
Rezeptors ER-(. Deutlich kann die unterschiedliche Teilchenzahl N ( N = y-Achsenabschnitt —1 ) in
Abhéngigkeit der eingesetzten Konzentration gezeigt werden. Die Zahlen an der y-Achse korrespondieren
mit denen in der Tabelle (5.3).

In der Tabelle (5.3) sind die Ergebnisse der Analyse aus der Messung, die in Abbildung
(5.11) dargestellt ist, aufgefithrt. Nach der Ermittlung aller relevanten Daten kann mit
der Bestimmung der Gleichgewichtkonstanten fiir die FCS-Messungen fortgefahren wer-
den. Hierfiir miissen die ermittelten Bindungsanteile R, iiber die Stoffmenge aufgetragen
werden. Dies ist in der Abbildung (5.12) geschehen. Mit der Kenntnis, daf die Stoffmenge
des jeweiligen Rezeptors in 10ul Experimentpuffer enthalten war, kann die Molaritét der
Rezeptorlosung bestimmt werden. Die Molaritdt M bezeichnet die Anzahl der Mole pro
Liter. Die entstehende Einheit mol/Liter wird mit M abgekiirzt ([M]= 22!).

Zur Bestimmung der Gleichgewichtskonstante werden die in der Abbildung (5.12) dar-
gestellten Kurven mittels eines weiteren kleinen Programms mathematisch beschrieben.

Mit dieser Beschreibung ermittelt man die Stoffmenge, bei der die Hélfte des Sattigungs-
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bereichs erreicht wird. Aus dieser Stoffmenge, in der Abbildung (5.12) jeweils mit ei-
ner Raute (m’)gekennzeichnet, errechnet man die Molaritit. Dieser Wert beschreibt die
Gleichgewichtskonstante kp der Bindung zwischen dem Rezeptor und dem DNA-Oligo,
welches die Bindungssequenz fiir den Rezeptor tragt.
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Abbildung 5.12: Bindungskurven der Rezeptor DNA Wechselwirkung. Dargestellt ist die ER-« und die
ER-( Bindungskurve.

Die Gleichgewichtskonstanten fiir die Rezeptoren errechnen sich wie folgt:

.62fmol
ER — a : Bestimmte Stoffmenge m’ = 0.62 fmol M’ = 0?0711110 = 0.62 +0.015 nM
U
.26fmol
ER — (3 : Bestimmte Stoffmenge m’ = 0.26 fmol M’ = 01%711110 = 0.26 & 0.008 nM
u

Im Abschnitt (5.3) werden die Gleichgewichtskonstanten mit den anderen Methoden ver-
glichen.

5.2.2 Bandshift-Assay

Auch in diesem Abschnitt wird Bandshift-Assay kurz mit BS abgekiirzt. Die Gele wur-
den, wie in Abschnitt 4.3.2 beschrieben, ausgewertet. Zur Reduktion des Platzbedarfs der
Gelabbildungen werden im folgenden nur die Bereiche dargestellt, in denen Banden zu
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sehen sind, die die relevante Information tragen. In Abb. 4.10 ist ein komplettes Gel auf-
genommen. Wie man sieht enthélt der Bereich zwischen den 'Bandenlinien’ keine weitere
Information.

Zur Abschétzung der bei diesem Experiment gemachten Fehler wurden zehn identisch
behandelte Proben in einem Gel untersucht. Abb. (5.13) zeigt die analysierten Banden. Bei

. A . ER-DNA
. . . @ -Komplex

Abbildung 5.13: Gel zur Bestimmung der Fehler des BS-Assays. Es wurde der ER-a Rezeptor benutzt.
Das Verhiltnis Rezeptor-DNA war bei allen Proben gleich.

jeder Probe wurden 2.7 pmol Oestrogenrezeptor-a und 200 fmol ERE-25bp eingesetzt. Die
Proben wurden nach dem Mischen 25 Minuten bei 4 °C inkubiert. Die Analyse zeigt eine
Standardabweichung von 4.9%. Der Fehler hierbei kann hauptséchlich dem Pipetieren,
d.h.dem Abmessen der exakten Fliissigkeitsmengen, zugeschrieben werden. Ein weiterer
Fehler, der unterschiedliche Untergrund, kann mit einem Fehler von etwa 1% angegeben
werden. Dieser ’background’-Fehler wurde ebenfalls bei diesem Experiment analysiert.
Hier wurde so vorgegangen, dall man sich beliebige gleichgrofte Bereiche auf dem Gel
ausgesucht hat und die Intensitatsverteilung bestimmt wurde.

Vor den eigentlichen Bindungsstudien wurden auch hier umfangreiche Vorversuche
durchgefiihrt, um die optimale Kombination der verschiedenen Oligonukleotide, sowie die
richtigen Pufferbedingungen zu bestimmen. In der Abbildung (5.14) wurden verschiedene
aufgereinigte Oligonukleotide auf ihre Bindung mit dem Rezeptor untersucht.

ER—a ER—3 ER—a ER-3
S— . "« a ER-DNA
. - — 3 -Komplex
1 2 3 4 9 10
. - . o
T— — «— freies Oligo
$ :
50fmol ERE—25bp 1000fmol ERE725bp 500fmol ERE—25bp

Abbildung 5.14: (obere Reihe) Oestrogenrezeptor-DNA Bindungen, (untere Reihe) das ungebundene Oli-
gonukleotid. (1-4) je 50 fmol ERE-25bp Oligonukleotid pro Spur. (5-8) je 1 pmol ERE-25bp-fes Oligo pro
Spur. (9-10) enthalten 0.5 pmol ERE-25bp-fcs Oligo pro Spur. (1,5,9) je 2.5 pmol und (2,6) je 1.25 pmol
ER-¢; (3,7,10) je 4.5 pmol und (4,8) je 2.125 pmol ER-S.

Diese Abbildung zeigt sehr deutlich den Unterschied des Bindungsverhaltens der Oli-
gonukleotide ERE-25bp und ERE-25bpfcs zu den Rezeptoren. Das zweite Oligo wurde
in einem mehrstufigen Verfahren ufgereinigt und zeigt gut detektierbare Banden. Diese
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Detektierbarkeit ist jedoch nur gegeben, wenn das molare Verhiltnis® bei etwa R ~ 2
liegt (Spur 5-8). Bei einem molaren Verhéltnis von R = 5 oder gar R = 9 (siehe Spur 9
und 10 Abb. 5.14) kann mit dem Oligo ERE-25bpfcs nur schwach eine Bindung nachge-
wiesen werden. Dies ist fiir das Oligo ERE-25bp jedoch bis zu einem molaren Verhéltnis
von R = 90 bzw. R = 45 moglich, wie die Spuren 3 und 4 zeigen. Fiir die weiteren
Experimente wurde daher das Oligo ERE-25bp verwendet.

Zur Optimierung der Bindung des Rezeptors an das DNA-Oligonukleotid wurden Bin-
dungsstudien durchgefiihrt, die den Einfluf verschiedener Puffer auf die Bindung cha-
rakterisieren sollten. In der nichsten Abbildung ist ein Uberblick dieser Experimente
gezeigt. Nachdem die optimalen Oligonukleotide sowie die besten Pufferbedingungen be-

ER—« nurOligo Elﬁ:ﬁ

A

~ ™~

R T Y e— @ R DNA
i~ il 3 4 Gl s 'P’?' -Komplex

W freies Oligo

-

Abbildung 5.15: (obere Reihe) Oestrogenrezeptor-DNA Bindungen, (untere Reihe) das ungebundene Oli-
gonukleotid. (1-5) ER~a je 1.35 pmol pro Spur, (6) nur ERE-25bp, (7-10) ER-3 je 2.25pmol pro Spur.
(11) 1.35 pmol ER-~a + 2.25pmol ER-f3. Zu jeder Probe wurden 100 fmol ERE-25bp pipetiert.

stimmt werden konnten, wurden die Titrationsexperimente durchgefiihrt. Hierbei variiert
man die Konzentration des Rezeptors bei fester Konzentration der Oligonukleotids oder
umgekehrt. Ziel des Experiments ist es, das Gleichgewichts-Verhéltnis der Bindung zu be-
stimmen, den kp-Wert. In der Abb. (5.16) ist das Experiment fiir den Oestrogenrezeptor-a
gezeigt.

ER-a

R : ER-DNA
& S G— m -Komplex

e 2 . 5 .
,“ “ “ “ “ ' freies Oligo
—

Abbildung 5.16: Titration des Oestrogensrezeptors-a: (oben) die Spur (1-6) steigt die Stoffmenge wie
folgt an (0.25, 0.5, 1.0, 3.0, 6.0,15.0 fmol); (unten) in jeder Spur wurden 100 fmol Oligo eingesetzt.

Deutlich ist die Zunahme der Komplexe (DNA-Rezeptor) mit der Zunahme der Rezep-
tormenge zu sehen. Das gleiche Experiment wurde auch fiir den 3-Rezeptor durchgefiihrt.
Die Bestimmung des prozentualen Anteils des Komplexes wie des freien Oligo-Nukleotides
wurde wieder mit dem Programm ImageQuant durchgefiithrt. Das Ergebnis ist in der Ab-
bildung (5.17) gezeigt.

3Das molare Verhiltnis beschreibt den Quotient R = #derBezeptor—Mole
#derOligo—Mole
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Wichtig fiir die Ermittlung der kp-Werte ist das Erreichen des Saturierungsbereichs, der
bei beiden Rezeptoren klar erkennbar ist. Eine Erhéhung der Rezeptormenge hat in die-
sem Bereich keine Zunahme des Komplexes (DNA-Rezeptor) zur Folge. Zur Berechnung
des kp-Wertes wurden die in Abb. (5.17) dargestellten Daten mit einer Modellfunkti-
on beschrieben. Mit dieser Funktion wurde der Mol-Wert ermittelt, bei dem die Hélfte
des maximalen, saturierten Wertes erreicht wurde. Dieser Wert stellt den kp-Wert der
Bindung dar.

Mit diesen Daten konnen die Gleichgewichtskonstanten bestimmt werden: kp, = 0.42+
0.03 nM und kp, = 0.33 £ 0.028 nM.
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Abbildung 5.17: Verlauf der Bindung von ER-a und ER-( an das Oligo ERE-25bp in Abhéngigkeit der
Rezeptorkonzentration.

Die Form der Bindungskurve gibt Aufschluf iiber die Bindungsart. Hier hat man es
nicht mit einer kompetitiven Bindung zu tun. Eine solche wiirde einen sigmoidalen Ver-
lauf aufweisen. Die in Abbildung (5.17) gezeigte Form zeigt, dafs die beiden Rezeptoren
simultan an ihre DNA-Bindungssequenz (ERE-25bp) binden.

5.2.3 Biacore

Die in diesem 'Einschub’ vorgestellten Daten wurden von Boris J. Cheskis et al [72, 73]
und A. Jungbauer et al [74] verdffentlicht. Die Daten wurden mit einem Biacore-Geriéit,
welches auf der Verdnderung der Oberflichenplasmonden Resonanz (SPR) fufst, ermittelt.
Die Anderungen der SPR werden beim Binden von Molekiilen an der Mek-Oberfliche
erzeugt. Das gemessene Signal ist direkt proportional zur Masse der gebundenen Molekiile.
Aus diesen Daten lassen sich die Bindungeigenschaften, sowie die Gleichgewichtskonstante
ermitteln.

Cheskis [72] benutzt, wie in dieser Arbeit dargestellt, in SF-9 Zellen exprimierte Oe-
strogenrezeptoren, die iiber ein Ni-Resin Chromatograph aufgereinigt wurden. Fiir die
Bindungsexperimente wurden jedoch 75-bp lange ERE-DNA Oligonukleotide verwandt.
Als Ergebnis konnte ein Gleichgewichtswert fiir den Rezeptor kp_, = 6.19x10~%M ermittelt
werden. Dieser liegt deutlich hoher als in anderen Literaturangaben. Die Vergleichbarkeit
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der Werte ist jedoch ein prinzipielles Problem. Diese hochkomplexen Bindungen sind stark
beeinflufst von ihrer jeweiligen Umgebung, beispielsweise dem pH-Wert oder den Konzen-
trationen verschiedener Chemikalien. In seiner zweiten Veroffentlichung [73| werden beide
Oestrogenrezeptoren, o und 3 untersucht. Der a-Oestrogenrezeptor wurde fiir diese Mes-
sungen von der Firma PanVera bezogen. Dieser Rezeptor wurde ebenfalls in SF-7 Zellen
exprimiert und iiber eine Ni-Affinitétssédule aufgereinigt. Der 3-Rezeptor wurde, wie eben-
falls in dieser Arbeit beschrieben, in Bakterien (BL21) exprimiert und iiber eine Ni-NTA
Saule aufgereinigt. Hier konnten folgende Gleichgewichtswerte fiir &« kp = 1.02 nM und
fiir . kp = 768 nM gemessen werden. Dieser enorme Unterschied ist um so erstaunlicher,
wenn man sich vor Augen fiihrt, dafs die jeweiligen DNA-Bindungsequenzen zu ~ 55%
homolog (vgl. Abb. 3.23) sind. In einer weiteren SPR-Arbeit von A. Jungbauer [74]| wer-
den die Oestrogenrezeptor-Gleichgewichtsbindungswerte zu kp_, = 0.74 nM fiir ER-a und
kp, = 0.23 nM fiir ER-( bestimmt. In dieser Messung wurden ebenfalls die von PanVe-
ra vertriebenen Rezeptoren untersucht. In diesem Fall werden beide Rezeptoren in SF-9
Zellen exprimiert und {iber eine Ni-NTA Affinitatsaule aufgereinigt. Diese Werte stehen
in guter Ubereinstimmung mit anderen Literaturwerten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde nach der Veroffentlichung von Cheskis [72] in Zusam-
menarbeit mit dem ZMNH?* versucht, die Oestrogenrezeptor Bindungsgleichgewichtswerte
zu bestimmen. Jedoch konnten trotz intensiver Studien die Messungen der Veroffentli-
chung nicht bestétigt werden. Das Problem hierbei lag im wesentlichen daran, dafs der
Rezeptor nicht in einer 'aktiven’ Form an die Bedingung der Biacore-Messung angepalst
werden konnte. Dies ist ein grundsétzliches Problem in der Rezeptorforschung, einheitli-
che Bedingungen fiir Bindungsstudien zu finden, die fiir alle Mefsysteme ihre Giiltigkeit
haben. Erschwert wird dies durch die Tatsache, daft diese Bedingungen sehr stark vom
den zu untersuchenden Rezeptor abhéngen. Ein Standardmethode gibt es hierfiir noch
nicht.

Die ’BiaCore’ Werte von Cheskis et al., wurden in diese Arbeit aufgenommen, da das
Verfahren eine bedeutsame Entwicklung in der Rezeptorforschung, sowie allgemein in der
Molekiil-Molekiil Wechselswirkungsforschung einnimmt. Bei der FCS-Technologie agieren
die Bindungspartner frei, bei der SPR-Technologie ist einer der Bindungspartner auf ei-
ner Oberfliche immobilisiert. Trotz der Unterschiedlichkeit der Konzepte der Verfahren,
BiaCore und FCS, liegt der Vergleich nahe, da beide Verfahren den ’typischen’ mole-
kularbiologischen Weg (Gelsysteme) verlassen und die Moglichkeiten, die physikalische
Lasersysteme bieten, aufgreifen. Der grofste Vorteil dieser Methode liegt in dem direkt
beobachtbaren Bindungsverlauf. Der Grad der Bindung kann zu jedem Zeitpunkt der
Messung bestimmt werden. Damit ist man auch in der Lage die sogenannten ’Off-" und
'On-Rates’ direkt zu messen. Die Werte beschreiben den Zuwachs bzw. die Abnahme der
Bindung pro Zeit. Der Quotient ist die Gleichgewichtskonstante bzw. die Assoziationkon-
stante.

AllB k

GleichgewichtsDissoziationskonstante kp = % = k—j
) ) . [AB] ke
GleichgewichtsAssoziationskonstante kjy = ——— = —
° AT TAB]  ha

4Zentrum fiir Molekulare Neurobiologie Hamburg, Universtitit Hamburg.
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5.3 Vergleich der Bindungsdaten

Der Vergleich der Bindungsdaten, wie sie in den Experimenten (vgl. Absch. 5.2.1,5.2.2)
und in Abschnitt (5.2.3) dargestellt wurden, ist immer problembehaftet. Hier werden
Methoden verglichen, die gerade im Fall des BS nicht wirklich optimiert werden kénnen
auf die Fragestellung, die man mit ihnen versucht zu beantworten. Aber dennoch soll
dieser Vergleich hier durchgefiihrt werden.

In der Tabelle 5.3 sind die gemessenen Bindungsdaten fiir den Oestrogenrezeptor zusam-
mengestellt. Die Fehler fiir die Daten aus den BiaCore Messungen konnten leider nicht
ermittelt werden, jedoch ist die Verdffentlichung zitiert, aus der die Daten entnommen
wurden. Bei der Betrachtung der zusammengestellten Bindungsdaten kann festgehalten

Werte in [nM] | BS-Assay FCS-Analyse BiaCore [74] |
kp—o | 0.42£0.03 0.62+0.015 0.74
kp_g | 0.33+£0.02 0.26 £ 0.008 0.23

Tabelle 5.4: Zusammenstellung der Bindungsdaten (kp_q,kp—_g) fiir den Oestrogenrezeptor aus den ver-
schiedenen Methoden.

werden, dafs die Werte in etwa {ibereinstimmen. Auch der Vergleich mit den Literaturwer-
ten, wie sie in Tabelle 4.1 aufgefiihrt sind, bestétigen die Messungen. Bei einer genaueren
Analyse wird deutlich, daft die mit der FCS-Methoden ermittelten Werte deutlich kleinere
Fehler aufweisen. Die BS-Messungen sind mit einem Fehler von etwa 10% belegt, wih-
rend die FCS-Messungen bei einem Fehler von < 3% liegen. Bei der BS-Methode kann
der Fehler wohl nicht mehr wesentlich verbessert werden, da er sehr stark vom exakten
Abmessen der zu mischenden Komponenten abhéngt. Zu diesen Fehlern kommt noch der
Fehler hinzu, der bei der Auswertung der sichtbaren Banden gemacht wird. Dieser lafst
sich, wie in Abschnitt (5.2.2) gemessen, mit etwa fiinf Prozent angeben.

Die FCS-Messungen sind praktisch unabhéngig von der exakten Bestimmung der zu
mischenden Volumina. Bei jeder Messung lafst sich die Konzentration der mefbaren Teil-
chen angeben, durch die Bestimmung der Teilchenanzahl und des Detektionsvolumens.
Dies wurde im Abschnitt (5.1) exemplarisch durchgefiihrt.

Die Ubereinstimmung der Daten der BS-Messungen mit den FCS-Messungen ist nur
unter Einbeziehung der systematischen Fehler beider Methoden, zu erzielen. Betrachtet
man nur die statistischen Fehler, so liegt der kp fiir die a-Messungen um etwa 25% und fiir
die S-Messung um etwa 18% auseinander. Diese kann wohl hauptséichlich auf die genaue
Bestimmung der tatséichlichen Rezeptor-Konzentrationen, wahrend der Messung, bei der
FCS-Methode zuriickgefiihrt werden.

5.4 Diskussion

Die Expression der Proteine stellte im Rahmen dieser Arbeit die gréfste Herausforderung
dar. In Kapitel (4.1) konnte die erfolgreiche Expression der Rezeptoren sowie deren Iso-
lierung und Aufreinigung gezeigt werden. Die Schwierigkeit bestand in der Aufreinigung,
deren Ziel es ist, das Protein in hoher Ausbeute, bei Beibehaltung der biologischen Aktivi-
tét zu eluieren. Die Parameter der Expression muftten immer wieder angepafit werden, so
dak es schwierig ist, allgemein giiltige Parameter anzugeben. Dies liegt an der Natur von
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biologischen Objekten, insbesondere Proteinen, deren veranderte ’Aktivitat’ bei einer Ver-
anderung der Umgebung noch nicht vollstdndig beschrieben werden kann. Gerade bei der
Isolation, dem Herauslosen aus ihren eigentlichen Bedingungen (Zelle, Pufferbedingungen,
Temperatur,...) konnen diese unvorhersehbar reagieren. Leider sind diese Zusammenhénge
auch in der Literatur noch sehr unzureichend beschrieben.

Aus einem theoretischeren Standpunkt betrachtet, ist dieses Ergebnis jedoch nicht ver-
wunderlich. Man hat es hier mit einem Vielteilchenproblem zu tun, in dem noch nicht
einmal die Teilcheneigenschaften auch nur annédhernd geschlossen beschrieben werden kon-
nen. Ebenso ist die Beschreibung der Interaktion der (unterscheidbaren) Teilchen nicht in
dem Mafse moglich, wie es notwendig wéire. Man ist also, nach wie vor, auf umfangreiche
Experimente angewiesen, um die Parameter fiir die Herstellung von Proteinen zu finden.
Ein wichtiger Beitrag in dieser Richtung wird sicher mit der sich rasch entwickelnden Dis-
ziplin, der Bioinformatik, und einem Teilbereich der Proteinforschung, der Proteonomik,
zu leisten sein.

Die Messungen der Bindungskonstanten, die mit der BS-Methoden ermittelt wurden,
zeigen im Vergleich mit den FCS-Messungen etwa doppelt so hohe Fehler. Diese Methode
kann daher nicht als Mittel der Wahl betrachtet werden, um ein genaueres Bild der Inter-
aktionen zwischen diese Molekiilen zu gewinnen. Die Ursache der Abweichungen sind zum
einen in der Herstellung der Proben, zum anderen in der Auswertung zu suchen. Auf die
Fehler, die auf die Probenpréparierung zuriickzufiihren sind, wurde schon zuvor eingegan-
gen. Die Auswertung der BS-Gele wie sie vom Laser’Scanner’ Typhoon erméglicht wird,
liefert einen zusétzlichen Fehler, der zu 2 — 4% abgeschétzt werden kann. Dieser Fehler
konnte weiter minimiert werden. Dies wiirde jedoch voraussetzen, daf man das gemessene
Signal direkt darstellen kann. Hier wiirden sich viele Analyse-Programme aus der Physik
anbieten, die sehr schnell auf die jeweiligen Bedingungen des Experiments abgestimmt
werden konnen.

In dieser Arbeit wurde unter anderem das Mathematik-Programm Matlab® und PAWS
zur Analyse und Darstellung der Daten sowie fiir Simulationen benutzt.

Die Bindungskonstanten, die aus den Korrelationsdaten der FCS-Methode ermittelt
wurden, weisen geringe Fehler auf. Die Mefwerte konnen zu kp_, = 0.62+0.015 nM und
kp_p = 0.26 & 0.008 nM bestimmt werden. Bei dieser Methode ist der fithrende Fehler in
dem Anpassungsverfahren, mit dem die Daten beschrieben werden, zu suchen. Wie schon
zuvor beschrieben hat die Voranalyse entscheidenden Einflufl auf das Ergebnis der finalen
Parametrisierung der Daten. Diese liefert die Startparameter fiir die Hauptanalyse. Um
die Analyse in endlicher Zeit abschliefen zu kénnen, miissen ferner die Bereiche festge-
legt werden, in denen die Startparameter variiert werden. Auch diese Bereiche wirken
sich sensibel auf die Konvergenz des Anpassungsverfahrens aus. Dies kann auf die Uber-
bestimmtheit der Parametrisierung zuriickgefiihrt werden. Jedoch ist genau diese Form
wichtig fiir die physikalische Interpretation der Parameter. Ein weitere Verringerung der
Fehler liefe sich also mit einer ldngeren Analysezeit oder einer anderen Parametrisierung
erreichen. Ein solches Vorgehen konnte fiir Analysen sinnvoll sein, bei denen es auf ei-

5Matlab ist eine Programm zur Darstellung und Analyse von Daten und zeichnet sich durch einfache
Handhabung aus.

SPAW steht fiir Physics Analysis Workstation. Es ist eine sehr leistungsfihige Analyse-Software
und hat in der Physik sehr grofe Verbreitung gefunden. Ferner wurden weitere Programmpakete,
wie Minuit benutzt. Ndhere Informationen erhdlt man unter http://wwwinfo.cern.ch/asd/paw,/ oder
http://wwwasdoc.web.cern.ch/wwwasdoc/minuit/.
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ne extreme Reduktion der Fehler ankommt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde dieser Weg
jedoch nicht weiter verfolgt, da die Untersuchung eines Verfahrens mit geringer Analyse-
zeit im Vordergrund stand. Eine geringe Analysezeit ist eine wichtige Bedingung fiir den
Einsatz in der Wirkstoffforschung.



Kapitel 6

Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit werden zwei Methoden zur Untersuchung von DNA-Protein
Wechselwirkungen vorgestellt und verglichen, die molekularbiologische Methode des Bands-
hift Assay und die physikalische Methode der Fluoreszenz-Korrelationsspektroskopie.

Im molekularbiologischen ersten Teil wurde die erfolgreiche Klonierung und Expres-
sion zweier nuklearer Rezeptoren gezeigt, zum einen die des Oestrogen-Rezeptors und
zum anderen die des Orphan-Rezeptors PXR. Beide spielen eine entscheidende Rolle in
der Entwicklung zum adulten Lebewesen, sowie bei der Steuerung vieler regulatorischer
Prozesse des Stoffwechsels. Die Expression konnte sowohl in Bakterien sowie in Zellen
erfolgreich durchgefiihrt werden. Fiir die Nutzung der Rezeptoren in weiteren Experimen-
ten wurden diese mit hoher Effizienz isoliert. Nach dieser Prozedur wurde die biologische
Aktivitat tiber die spezifische Bindung an die Erkennungsstelle auf der DNA nachgewie-
sen. Ferner konnte gezeigt werden, daf monoklonale Antikérper die Rezeptoren erkennen.
Somit konnte belegt werden, daf ein weiterer Teil des Proteins mit einer typischerwei-
se hochkomplexen raumlichen Struktur funktional ist. Die Funktionalitdt konnte auch in
den Bindungsstudien mit dem 'Bandshift’-Verfahren gezeigt werden. Die mit dieser Me-
thode ermittelten Werte der Gleichgewichtskonstanten sind kp_,,, = 0.4240.03 nM und
kp_p,, = 0.33 £ 0.028 nM.

Im physikalischen Teil wird die FCS-Methode vorgestellt. In dieser Methode wird die
Fluoreszenz der DNA-Rezeptorkomplexe bei Bestrahlung ausgenutzt, um Fluktuationen
der Rezeptorteilchen optisch vermessen zu kénnen. Die Fluktuationen werden in einer Au-
tokorrelationsfunktion beschrieben. Die Gleichgewichtskonstanten der Oestrogenrezepto-
ren konnten daraus zu kD—ozfcs = 0.62+0.015 nM und kD—chs = 0.26£0.008 nM bestimmt
werden.

Umfangreiche systematische Studien wurden durchgefiihrt, wie z.B. der Einflufs der vie-
len Mefsgerdteparameter (Pinholedurchmesser, Dauer der Einzelmessung, usw. ...) auf die
wesentlichen Mefsparameter (Diffusionszeit, prozentualer Anteil der Komponenten, Tri-
plettanteil, usw. ...). Es wurde ein allgemeines Verfahren zur Evaluierung der Vormes-
sungen entwickelt, sowie Mefsbedingungen fiir Standardmessungen présentiert. In einem
weiteren, eher theoretischen Teil, konnte mit einem Simulationsprogramm der Einfluft der
verschiedenen mathematisch-physikalischen Parameter auf die Autokorrelationsfunktion
(AKF) gezeigt werden. Der Vergleich der theoretisch ermittelten AKF mit der gemessenen
ist ein wichtiges Werkzeug, um Effekte der Messungen zu bewerten.

Erstmalig wird in dieser Arbeit ein direkter Vergleich, der beiden Systeme gezeigt.
'Direkt’ heiftt hier, daft identisch gleiche Proben analysiert wurden. Damit konnte der
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meist erhebliche Einflufl verschiedener Pufferbedingungen auf die Bindung der Rezeptoren
an die DNA ausgeschlossen werden. Wie grofs dieser sein kann, zeigt die Darstellung der
Biacore-Messungen im Abschnitt 5.2.3.

Das wesentliche Ziel der Arbeit, die Bestimmung und der Vergleich der Bindungskon-
stante der Oestrogenrezeptoren ERa und ER(, wurde erreicht. Die Daten der FCS Mes-
sungen verglichen mit denen aus dem gelgestiitzten Bandshift stimmen im Rahmen der
systematischen Mefsungenauigkeiten iiberein. Ein Vergleich mit Literaturwerten mit den
FCS-Daten untermauert die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse. Es konnte jedoch,
die wesentlich hohere Sensitivitat, der konfokalen Methode gezeigt werden.

Die Ergebnisse, zeigen die Uberlegenheit des lasergestiitzten FCS-Systems, gerade in
bezug auf die Sensitivitit sowie in bezug auf den statistischen Fehler der Messungen. Das
macht diese Methode gerade im Bereich der Hormonforschung, die eine hohe Sensitivitat
verlangt, zur Methode der Wahl.



Anhang A

Anhang: Molekularbiologischer Teil

A.1 PCR

Die PCR ist in der modernen Molekularbiologie als DNA/RNA Nachweismethode nicht
mehr wegzudenken. Sie hat mittlerweile &éltere Verfahren, wie Northern- oder Southern-
Blot!, praktisch vollig verdringt. Die Methode nutzt eine thermostabile Polymerase zur
Verkniipfung von Nukleotidtriphosphaten, welche einen DNA-Einzelstrang in 5’-Richtungen
zu einem neuen Doppelstrang synthetisiert. Ferner benotigt man das zu vervielfaltigende
DNA-Molekiil, ein Primerpaar und, nicht zu vergessen, den richtigen Puffer, die Nucleotide
und die PCR-Maschine. Die Methode ermdglicht beliebige DNA-Sequenzen zu vervielfal-
tigen.

Ein typisches PCR-Programm setzt sich zusammen aus einem Denaturierungs-, einem
Hybridisierungs- und einem Elongationsschritt. Die Denaturierung der DNA findet bei
94°C (5 min) statt. Hierbei trennt sich der Doppelstrang in Einzelstrdange. Danach wird
die Temperatur innerhalb weniger Sekunden auf 55 °C abgesenkt, so dafs es zur Bindung
der massiv im Uberschuf vorhandenen ’Primer’ an die einzelstringige DNA kommt. Im
néachsten Schritt wird die Temperatur wieder rasch auf 72°C erhoht, die optimale Ar-
beitstemperatur fiir die Taq-Polymerase?. Das Enzym synthetisiert nun ab der Primer-
bindungsstelle den restlichen Einzelstrang zum Doppelstrang. Mit jedem gerade beschrie-
benen Zyklus verdoppelt man somit die gewiinschten DNA-Molekiile. Nach etwa dreifsig
dieser Zyklen fligt man noch einen finalen Elongationsschritt von zirka 5 min an, in dem
die Polymerase auf jeden Fall ihre Arbeit beenden kann. Um jegliche weitere Reaktion im
Gemisch zu unterbinden, lagert man den Ansatz bei 4 °C. Durch diese Prozedur lassen sich
die gewiinschten DNA-Molekiiele bis zu einer Léange von dreiflig kb in einer fast beliebigen
Menge herstellen. Theoretisch reicht ein einzelnes DNA-Molekiil als Anfangsmolekiil fiir
eine Vervielfdaltigung mit dieser Methode. Dies ist auch der Grund warum die Methode
gerade in der modernen forensischen Forschung so bedeutend wurde. In der Abbildung

!Diese Verfahren werden zum Nachweis von RNA bzw. DNA benutzt. Thr grofer Nachteil ist ihre
geringere Nachweisgrenze.

2Die Taq-Polymerase ist die meist benutzte Polymerase. Sie wird aus dem Bakterium Thermophilus
aquaticus isoliert, daher auch die Bezeichnung Taq Polymerase. Das Thermophilus aquaticus Bakterium
besiedelt heife Quellen. Seine Enzyme, wie die DNA-Polymerase, weisen deshalb eine hohe Temperatur-
Toleranz auf. D.h. sie konnen auch noch bei sehr hohen Temperaturen arbeiten und werden nicht zerstort.
Dies macht man sich fiir die PCR-Reaktion zunutze, bei der die DNA bei 94 °C denaturiert wird, die
DNA-Polymerase jedoch stabil bleibt. Neben der Tag-Polymerase gibt es noch weitere Enzyme, die bei
der PCR eingesetzt werden konnen und von der Indikation abhéngig sind.
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(A.1) ist eine Anwendung, die Klonierung eine DNA-Sequenz in einen Vektor gezeigt.
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Abbildung A.1: Von der PCR zum ’fertigen’ Plasmid.

A.2 DNA-Isolation

A.2.1 Isolation von Plasmid-DNA aus Bakterien (E.coli)

Je nach Verwendungszweck werden verschiedene Arten der Plasmidpréparation einge-
setzt. Fiir einfache Anwendungen, die einen hohen Probendurchsatz erfordern, wird die
Methode der alkalischen Lyse, modifiziert nach Birnboom und Doly (1979) [75|, verwen-
det. Die pelletierten Bakterien aus 2 ml Ubernachtkulturen werden in 100 pl Lysispuffer
(50 mM TrisHCI pH 8,0; 50 mM EDTA pH 8,0; 15 % Saccharose) aufgenommen, mit 200
pl alkalischer SDS-Losung (200 mM NaOH; 1 % SDS) maximal 5 Min. lysiert und an-
schliefsend mit 150 pl Kaliumazetat-Puffer (60 ml 5 M Kaliumazetat; 11,5 ml Essigsidure;
28,5 ml H,O dd (doppelt destilliert oder MilliQ- Reinstwasser) versetzt. Die Zelltriimmer
sowie die ausgefallenen Proteine werden abzentrifugiert und die DNA aus dem wiéssrigen
Uberstand mit 0,6 Vol. Isopropanol gefillt. Das Pellet wird mit 70% Ethanol gewaschen
und in TE-Puffer (10mM Tris/HCl, 1mM EDTA, pH 8,0) oder 10 mM Tris/HCI pH 8,5
aufgenommen. Fiir Anwendungen, die eine hohe Reinheit der Plasmid-DNA erfordern,
werden Mini- und Midi-Plasmidreinigungskits der Firma QIAGEN nach den Angaben der
Hersteller verwendet, die nach der alkalischen Lyse die DNA iiber einen sdulenchromato-
graphischen Schritt aufreinigen.
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A.2.2 Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Der analytische Verdau von DNA mittels Restriktionsendonukleasen erfolgt standardge-
mif in 10pl Gesamtvolumen, das 0,5-2U3 einer Restriktionsendonuklease enthilt. Die
Inkubation erfolgt in den entsprechenden Reaktionspuffern nach Angaben des Herstellers
fiir 2-5 h bei 37 °C. Anschlieffend wird der Verdau mit Hilfe eines analytischen Agarosegels
analysiert. Soll die DNA in weiteren Reaktionen verwendet werden, so ist es notwendig,
einen Reinigungsschritt durchzufiihren. Hierzu wird das QIAquick-spin PCR Purification
Kit der Firma QIAGEN (Hilden) verwendet. Der priaparative Verdau von DNA mittels
Restriktionsendonukleasen erfolgt in 60 pl Gesamtvolumen, das 2 — 8 U einer Restrikti-
onsendonuklease enthélt. Die Inkubation erfolgt in den entsprechenden Reaktionspuffern
nach Angaben des Herstellers fiir 2 — 5 h bei 37°C. Anschliefend wird die geschnittene
DNA auf einem préaparativen Agarosegel aufgetrennt und das gewiinschte DNA-Fragment
aufgereinigt (siche A.2.3). Die Restriktionsendonukleasen wurden, wenn nichts anderes
angegeben, von New England BioLabs (UK), Boehringer (Mannheim), Gibco BRL (Eg-
genstein) oder von Roche Diagnostics (Mannheim) bezogen.

A.2.3 DNA-Fragmentreinigung

DNA-Fragmente in den Gelen werden angefarbt mit Ethidiumbromid oder SYBERGOLD
und unter UV-Licht Bestrahlung aus den Agarosegelen ausgeschnitten. Unter Verwendung
des QiaEx-kits QIAGEN wird die DNA aus der Agarosegelmatrix nach den Angaben des
Herstellers isoliert.

A.2.4 Bakterientransformation (E.Coli)

Chemisch kompetente Bakterien werden mittels Hitzeschock transformiert. Die zu trans-
formierenden Plasmide werden zu den kompetenten Bakterien gegeben, diese fiir 5 — 30
Min. auf Eis inkubiert, fiir 30 — 90 s einem Hitzeschock von 42 °C ausgesetzt und weitere 5
Min. auf Eis gestellt. Danach wird vorgewiirmtes LB- bzw. SOC* zugegeben und die Kul-
turen fiir 30 — 60 Min. bei 37 °C geschiittelt. Anschliefsend werden Aliquots der Kulturen
auf entsprechenden Agarplatten ausplattiert.

A.3 DNA-Sequenz Daten

A.3.1 Die Sequenz des Oestrogenrezeptor o

LOCUS ESR1 6450 bp mRNA linear PRI 05-NOV-2002

DEFINITION Homo sapiens estrogen receptor 1 (ESR1), mRNA
ACCESSION NM000125

VERSION NM000125.1 GI:4503602

SOURCE Homo sapiens (human)

REFERENCE [76] (bases 1 to 6450)

AUTHORS S.Green, P.Walter, V.Kumar, A.Krust, J.M.Bornert, P.Argos,

3Eine Unit(U) ist als die Menge der Restriktionsendonuklease definiert, die 1pg ADNA in einer Stunde
bei 37 °C schneidet, bei einem Gesamtreaktionsvolumen von 50ul.
4LB- bzw. SOC ist hochangereichertes Nahrmedium.



A.3. DNA-SEQUENZ DATEN

TITLE Human oestrogen receptor cDNA: sequence, expression and homology to
v-erb-A
JOURNAL Nature 320 (6058), 134-139 (1986)
BASE COUNT 1642 a 1496 ¢ 1534 g 1778 t
ORIGIN kodierende Sequenz 1753bp 367-2148 Molecular Weight 66025.03 Daltons 593
Amino Acids

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101

gagttgtgcc
cctccagcac

gggagcccag
gceggettca

cgggacatgc
ggtttctgag
atgaccatga
aacgagctgg
gaggtgtacc
gagttcaacg
ggeeeegggt
aacagcgtgt
ctgcagcccc
gtgcgegagg
ggcagagaaa
gagactcgct
tcctgtgagg
tgtccagcca
cggctccgea
ggagggagaa
gggtctgetg
tctaagaaga
gatgctgagc
tcgatgatgg
gcgaagaggg
tgtgectgge
aagctactgt
atggtggaga
cagggagagg
tttctgtcca
aagatcacag
caccagcggc
ggcatggage
ctggagatgc
gaggagacgg
aagtattaca

tggagtgatg
ctttgtaatg
gagctggegg
ccggaccgca
gctgegtege
ccttctgecc
ccctccacac
agcccctgaa
tggacagcag
ccgeggcecge
ctgaggctgc
ctccgagccc
acggccagca
cecggeccgec
gattggccag
actgtgcagt
gctgcaaggc
ccaaccagtg
aatgctacga
tgttgaaaca
gagacatgag
acagcctggc
cccccatact
gcttactgac
tgccaggcett
tagagatcct
ttgctcctaa
tcttcgacat
agtttgtgtg
gcaccctgaa
acactttgat
tggcccaget
atctgtacag
tggacgccca
accaaagcca

tcacggggga

tttaagccaa
catatgagct
agggegtteg
ggcteeeggg
ctctaacctc
tgcggggaca
caaagcatct
ccgtccgcag
caagcccgcc
cgccaacgcg
ggcgttegge
gctgatgcta
ggtgccctac
ggcattctac
taccaatgac
gtgcaatgac
cttcttcaag
caccattgat
agtgggaatg
caagcgccag
agctgccaac
cttgtccctg
ctattccgag
caacctggca
tgtggatttg
gatgattggt
cttgectcttg
gctgectggcet
cctcaaatct
gtctctggaa
ccacctgatg
cctcctcatc
catgaagtgc
ccgcctacat
cttggccact

ggcagagggt

tgtcagggca
cgggagacca
tcctgggagce
gcagggeegg
gggctgtget
cggtctgcac
gggatggecec
ctcaagatcc
gtgtacaact
caggtctacg
tccaacggcc
ctgcacccgc
tacctggaga
aggccaaatt
aagggaagta
tatgcttcag
agaagtattc
aaaaacagga
atgaaaggtg
agagatgatg
ctttggccaa
acggccgacc
tatgatccta
gacagggagce
accctccatg
ctcgtctgge
gacaggaacc
acatcatctc
attattttgc
gagaaggacc
gccaaggceag
ctctcccaca
aagaacgtgg
gcgeccacta

gcgggetcta
ttccctgeca

aggcaacagt
gtacttaaag
tgcacttgcect
ggccagagct
ctttttccag
cctgeccegeg
tactgcatca
ccctggageg
accccgaggg
gtcagaccgg
tggegegttt
cgccgcagcet
acgagcccag
cagataatcg
tggctatgga
gctaccatta
aaggacataa
ggaagagetg
ggatacgaaa
gggagggeag
gccegetcat
agatggtcag
ccagaccctt
tggttcacat
atcaggtcca
gctccatgga
agggaaaatg
ggttccgcat
ttaattctgg
atatccaccg
gcctgaccct
tcaggcacat
tgcccctcta
geegtggagg
cttcatcgca

ccctggecgt

ttggaggccc
ccgtecgggtc
cgecgtgtegg
gtggeccecgec
gccacggacc
gatccaaggg

gccecctgggce
cgccgectac

cctcccctac
ccccccactce
gtcgecctttc
cggctacacg
acgccagggt
atctgccaag
tggagtctgg
cgactatatg
ccaggcctgc
agaccgaaga
gggtgaagtg
gatcaaacgc
tgcecttgttg
cagtgaagct
gatcaactgg
ccttctagaa
gcacccagtg
tgtagagggc
gatgaatctg
agtgtacaca
agtcctggac
gcagcagcag
gagtaacaaa
tgacctgcectg
ggcatccgtg
ttccttgcaa

cagtctga Ende
Die Sequenz wurde hier abgebrochen. Unter obiger Angabe erhélt man die volle Sequenz.

109

Start



110

ANHANG A. ANHANG: MOLEKULARBIOLOGISCHER TEIL

A.3.2 Die Sequenz des Oestrogenrezeptor 3

LOCUS ESR2 2011 bp mRNA linear PRI 05-NOV-2002

DEFINITION Homo sapiens estrogen receptor 2(ERS) (ESR2) mRNA.

ACCESSION NM001437
VERSION NM001437.1 GI:10835012
SOURCE Homo sapiens (human)
REFERENCE 1 (bases 1 to 2011) [57]
MEDLINE 96354875

PUBMED 8769313
ORIGIN kodierende Sequenz 599-2011=> 1413bp => Molecular Weight 52590.19 Dal-

tons 470 Amino Acids

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981

tttcagtttc
aagcgegegag
cgagcgctgg
ggctggegee
gggecgegeg
aggcaaggcc
ttataatgac
ggatataaaa
catcttaccc
tgaatatcca
tgtcactaac
aacacctggg
acctcaaaag
agagacactg
ttcaaagagg
tggagtctgg
tgattatatt
ccaggcctgce
agagagatgt
tgccggeaag
cgccctgagce
gatcagccgc
ggccgacaag
gctcagectg
ggggctgatg

tctggacagg
ggcaactact

ggccatgatc
cagcagccgg
tgccaagagc
cctgtcccac
caaaaatgtg
cgggtgcaag
agagggctcc

tccagctgcet
gctgcgagaa
gccggggagg
cggagcctga
ccgggagacc
ggtgtgttta
ctttgtgcct
aactcaccat
ctggagcacg
gccatgacat
ttggaaggtg
cacctttctc
agtccctggt
aaaaggaagg
gatgctcact
tcgtgtgaag
tgtccagcta
cgacttcgga
gggtaccgec
gccaagagaa
cccgagcagc
cccagtgcgc
gagttggtac
ttcgaccaag
tggcgctcaa
gatgagggga
tcaaggtttc
ctgctcaatt
aagctggctce
ggcatctcct
gtcaggcatg
gtcccagtgt
tcctccatca
cagaacccac

ggectttttgg
ataactgcct
gaccacccga
gctgcaggag
ccccctaatg
tctgcaagcc
cttcttgcaa
ctagccttaa
gctccatata
tctatagccc
ggectggteg
ctttagtggt
gtgaagcaag
ttagtgggaa
tctgegetgt
gatgtaaggc
caaatcagtg
agtgttacga
ttgtgeggag
gtggeggeca
tagtgctcac
ccttcaccga
acatgatcag
tgcggetett
ttgaccaccc
aatgcgtaga
gagagttaaa
ccagtatgta
acttgctgaa
cccagcagca
cgagtaacaa
atgacctgct

cggggtccga
agtctcagtg

acacccactc
cttgaaactt
getgegacgg
gtgecgetcge
cgggaaaagc
attatacttg
ggtgttttct
ttcteecttcc
cataccttcc
tgctgtgatg
gcagaccaca
ccatcgccag
atcgctagaa
ccgttgegec
ctgcagcgat
cttttttaaa
tacaatcgat
agtgggaatg
acagagaagt
cgecgecccga
cctcctggag
ggcctccatg

ctgggccaag
ggagagctgt
cggcaagctc
aggaattctg
actccaacac
ccctectggtce
cgececgtgacc
atccatgcgc
gggcatggaa
getggagatg
gtgcagcccg
a Ende

ccececgecagg
gcagggegaa
getctggggce
tttcctcaac
acgtgtccgc
cccacgaatc
cagctgttat
tcctacaact
tcctatgtag
aattacagca
agcccaaatg
ttatcacatc
cacaccttac
agccctgtta
tacgcatcgg
agaagcattc
aaaaaccggc
gtgaagtgtg
gccgacgagce
gtgcgggage
gctgagccgce
atgatgtccc
aagattcccg
tggatggagg
atctttgcectce
gaaatctttg
aaagaatatc
acagcgaccc
gatgctttgg
ctggctaacc
catctgctca
ctgaatgccc

gcagaggaca

aggcagttgc
gagcaggegg
tgcggggeag
aggtggceggc
attttagaga
tttgagaaca
ctcaagacat
gcagtcaatc
acagccacca

ttcccagcaa Start

tgttgtggcc
tgtatgcgga
ctgtaaacag
ctggtccagg
gatatcacta
aaggacataa
gcaagagctg
gctceecggag
agctgcactg
tgctgetgga
cccatgtgct
tgaccaagtt
gctttgtgga
tgttaatgat
cagatcttgt
acatgctcct
tctgtgtcaa
aggatgctga
tttgggtgat
tcctgatget
acatgaagtg
acgtgcttcg
gtaaaagcaa
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A.3.3 Klonierung von DNA-Fragmenten

DNA-Fragmente werden durch Polymerasekettenreaktion (PCR) oder Restriktion mit-
tels geeigneter Endonukleasen nach den Angaben und mit den Puffern der entsprechen-
den Hersteller gewonnen. PCR-Fragmente werden mittels T4-Ligase nach den Angaben
des Herstellers in pCR-Vektoren ligiert. Restriktionsfragmente werden ebenfalls mittels
T4-Ligase mit glatten oder kompatiblen iiberhdngenden Enden in linearisierte Vektoren
kloniert.

A.3.4 Sequenzierung von DNA

Die nichtradioaktive, automatisierte Sequenzierung wird im Service der Firma SEQUI-
SERVE sowie selbst nach der Methode des ’cycle sequencing’ mit fluoreszenzmarkierten
Primern (IRD 700 bzw. 800, MWG-BIOTECH) auf einem LICOR (4000L oder LON-
GREADIR 4200; MWG-BIOTECH) durchgefiihrt. Fiir die manuelle Sequenzierung mit
Harnstoffsequenzgelen werden 6%ige denaturierende Polyacrylamidgele (8M Harnstoff; 1
x TBE: 0,1M Tris, 0,1M Borsaure, 1 mM EDTA, pH 8,0; 15% Gel 40-Losung der Firma
ROTH: Acrylamid/N,N’-Methylen-bisacrylamid 19:1; 38%) zur Auftrennung der Polynu-
kleotide verwendet. Auf 80 ml Sequenzgellosung wurden 200l 10%iges Ammoniumper-
sulfat und 80u1 TEMED zur Aktivierung der Polymerisation eingesetzt.

A.3.5 Computergestiitzte Sequenzdatenanalyse

Die Sequenzdaten werden mit Hilfe der DNASIS- und der LASERGENE DNA*STAR-
Software analysiert, sowie mit 6ffentlich zugénglichen Online-Programmen, die im Ergeb-
nisteil jeweils angegeben werden.

A.4 Proteindaten

Proteine bilden mit fast 50 % der ’trockenen’ Masse den Hauptbestandteil jeder Zelle.
Sie bilden die wichtigsten Strukturelemente der Zelle und besitzen eine Schliisselrolle, bei
fast allen intra- und interzellularen Prozessen. Sie sind ubiquitér in allen Lebewesen ent-
halten. Proteine sind unverzweigte Kettenmolekiile (Polymere), die aus 20 verschiedenen
Aminoséuren (AS), aufgebaut sind. Jede Aminosédure hat ein zentrales Kohlenstoffatom,
das sogenannte C,-Atom. Das C,-Atom bindet ein Wasserstoffatom, eine Aminogruppe
(NHs;), eine Carboxylgruppe (COOH) und eine Seitenkette (siche Abb. A.2). Die verschie-
denen Aminoséuren unterscheiden sich lediglich in der Seitenkette (R).

Die folgende Abbildung A.4 zeigt die Codetafel der Aminoséuren, die Grundbausteine
der Proteine. In einem Protein sind die AS iiber Peptidbindungen (Abb. A.3) miteinander
verbunden. Das Kohlenstoffatom der Carboxylgruppe von der AS A; hat eine kovalente
Bindung zum Stickstoffatom der Aminogruppe von AS A;,;. Bei der Bildung einer Pep-
tidbindung wird ein Wassermolekiil freigesetzt. Die AS-Kette eines Proteins faltet sich
auf spezifische Art und Weise, wodurch das Protein eine wohldefinierte dreidimensionale
Struktur annimmt, welche entscheidenden Einflufs auf die Aktivitdt hat. In diesem Zu-
sammenhang spricht man auch von der Tertidrstruktur, 3D-Struktur oder Konformation
des Proteins.
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Abbildung A.2: Chemische Grundstruktur von . . . .
Aminoséuren. R steht fiir Rest und représentiert Abk').lldung A'?’:. Bl.ndungsschema zwischen Ami-
die Seitenketten. nosduren (Peptidbindung).

Zweite Base

Erste Base

Abbildung A.4: Die Tabelle zeigt den DNA-Code fiir die Aminoséuren.

A.4.1 Western-Analysen

Die im SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine werden halbtrocken auf eine PVDF-
Membran transferiert [77|, wobei ein dreistufiger Puffergradient wie folgt angelegt wird
(Puffer 1: 300 mM Tris/HCI pH 10,4; 20% Methanol; Puffer 2: 25 mM Tris/HCl pH
10,4; 20% Methanol; Puffer 3: 300 mM Tris/HCl pH 9.,4; 20 % Methanol; 40 mM 6-
Aminocapronsiaure). Der Transfer erfolgt bei 50 mA fiir 1.5 h in einer semi-dry Blot-
Apparatur der Firma BIOTECH FISCHER. Anschlieftend werden die Membranen entweder
getrocknet und bei RT gelagert, oder direkt 1 h unter Schiitteln oder iiber Nacht bei 4 °C
in 3% BSA in PBS (1,5 mM Na2HPO4*2H,0; 0,3 mM NaH2PO4*H,0O; 100 mM NaCl)
inkubiert, um die Membran abzublocken. Der erste Antikérper wird 1:500 bis 1:8000 ver-
diinnt in 1,5 % BSA in PBS 1 h unter Schwenken auf der Membran belassen. AnschlieSend
wird iiberschiissiger Antikorper 2 x 10 Min. mit PBST (PBS mit 0,1% Tween 20) und 2
x 15 Min. mit 1,5% BSA in PBS gewaschen. Der zweite Antikorper, ein anti-Kaninchen-
Peroxidase-Konjugat wird 30 Min. inkubiert und 4 x 15 Min. mit PBS gewaschen. Die



A.5. VERWENDETE CHEMIKALIEN 113

Detektion erfolgt nach den Angaben des Protokolls zu dem chemiluminescence western
blotting kit (mouse/rabbit) der Firma BOEHRINGER. Die Lumineszenz wird mit Hilfe von
Biomax XR-Filmen detektiert.

A.4.2 Proteingrofien-Standard

Bei allen in dieser Arbeit prasentierten Proteingelen oder Western-Analysen wird der
Proteingrofsen-Standard der Firma Gibco Brl benutzt. Er trigt die Bezeichnug "Protein
Ladder Benchmark Prestained’. In der folgenden Ubersicht sind die Banden dem Mole-
kulargewicht zugeordnet. Prestained Molecular Weight Markers. BenchMark Prestained
Protein Ladder (GibcoBRL/Life Technologies. Cat. No. 10748-010).

. 184 kD

. 115 kD

. 83.6 kD

. 61.5 kD (pink)
. 50.8 kD

. 37.6 kD

. 25.4 kD

.20 kD

Protein ladder
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A.4.3 Coomassiefarbung

Zur Kontrolle der Gelbeladung und der Bloteffizienz werden die Proteingele nach dem
Transfer mit Coomassie-Brilliant Blue R-250-Losung (0,25 g Coomassie Brilliant Blue R-
250; 45% Methanol; 45% H,0; 10% FEisessig (Essigsaure)) angefiarbt. Mit Entfarbelosung
(45% Methanol; 45% H,0; 10% Eisessig) wird tiberschiissiger Farbstoff wieder entfernt
und nach 30-miniitiger Haltbarmachung in Trockenlésung (20% Glyzerol) in Folie getrock-
net.

A.5 Verwendete Chemikalien

Alle Laborchemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, von Amersham Pharma-
cia Biotech (Freiburg), Biorad (Miinchen), Fluka (Buchs,CH), Merck (Darmstadt), Carl
Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) oder Sigma (Steinheim) geliefert. Organische Lo-
sungsmittel wurden von den Firmen Riedel-de-Haen (Hannover), Fluka und Merck bezo-
gen. Die Inhaltsstoffe der Nahrmedien stammen von Difco Lab. (Detroit, USA), Merck
und Duchefa (Haarlem, NL). Nukleinsdure modifizierende Enzyme wurden von Boeh-
ringer (Mannheim), Roche Diagnostics (Mannheim), Clontech (Heidelberg), Eurogentec
(Seraing, B), Gibco BRL (Eggenstein), Promega (Mannheim) und Pharmacia Biotech
verwendet. Blottingmembranen wurden von Boehringer (Mannheim) oder Amersham-
Pharmacia (Buckinghamshire, UK) bezogen und Gel-Blotting-Papier von Schleicher &
Schuell (Dassel). Radiochemikalien wie 3?P-dATP, 33P-dATP, 3°S-dATP sowie **P-UTP
wurden von NEN Dupont (Bad Homburg) bzw. von ICN Pharmaceuticals (Irvine, USA)
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geliefert. Oligonukleotide wurden von den Firmen MWG (Ebersberg) oder NAPS (Got-
tingen) synthetisiert. Autoradiographien wurden mittels des Phospholmagers Storm II
der Firma Molecular Dynamics-Amersham-Pharmacia oder mit Filmen der Firmen Fuji
(Tokio, Japan) oder Kodak (bezogen iiber Sigma, Steinheim) detektiert.



Anhang B

Anhang: Zellbiologischer Teil

B.1 Zusammenstellung der Zelldaten

B.1.1 HelLa Zellen

HeLa Zellen gehoren zu einer epithelartigen Zell-Linie. Die Zellen, die aus einem Zervix-
Karzinom einer Patientin isoliert wurden, sind die ersten menschlichen Zellen, von denen
eine permanente Zellkultur etabliert wurde. Die Bezeichnung der Zellen geht auf den
Namen der Patientin, Henrietta Lacks, zuriick.

Bereits seit Anfang der 50er Jahre werden diese Zellen als Standardzellen verwendet,
um virologische, molekular- und zellbiologische Vorgédnge zu erforschen. In der Moleku-
larbiologie verwenden die Wissenschaftler weltweit die Zellen zur Ziichtung von Viren,
zum Beispiel von Adenoviren und von Poliomyelitis-Viren. Inzwischen haben Forscher
Varianten der HeLa Zellen erzeugt, die sich zum Beispiel in der Morphologie, in der Vi-
rusempfindlichkeit und der Chromosomenzahl voneinander unterscheiden.

Nachfolgend sind die genauen Daten der Zelllinie aus der Datenbank der DEUTSCHEN
SAMMLUNG VON MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GMBH (DSMZ) aufgelistet.

Cell line HeLa

Cell type | Human Cervix Carcinoma

DSMZ No | ACC 57

Origin established from the epitheloid cervix carcinoma of a
31-year-old black woman in 1951;

later diagnosis changed to adenocarcinoma;

first aneuploid, continuously cultured human cell line
References | Scherer et al., J. Exp. Med. 97: 695 (1953);

Gey et al., Cancer Res. 12: 264 (1952)

Depositor | obtained from ATCC (CCL 2), Rockville, Maryland, USA

Tabelle B.1: Zusammenfassung der HeLa-Daten.

115



116 ANHANG B. ANHANG: ZELLBIOLOGISCHER TEIL

Morphology epithelial-like cells growing in monolayers

Medium 90% MEM (with Earle’s salts) + 10% FBS + 2 mM L-glutamine
+non-essential amino acids (cells also grow well in

90-95% RPMI 1640 + 5-10% FBS)

Subculture split confluent culture 1:4 to 1:6 every 3-5 days using trypsin/EDTA;
cells reach confluence quickly; seed out at ca. 1-2 x 10° cells/80 cm?
Incubation at 37°C with 5% CO,

Doubling time | doubling time of ca. 48 hours

Harvest cell harvest of ca. 5-15 x 10° cells/175 ¢cm?

Storage frozen with 70% medium, 20% FBS,

10% DMSO at about 2 x 10° cells/ampoule

Tabelle B.2: DSMZ Cell Culture Data for HeLa Cells.

Mycoplasma | negative in DAPI, microbiological culture,

RNA hybridization, PCR assays

Immunology | cytokeratin+, cytokeratin-7+, cytokeratin-84-, cytokeratin-17+,
cytokeratin-18-+, desmin-, endothel-, GFAP-, HMB-45-,
neurofilament-, vimentin+

Fingerprint | multiplex PCR of minisatellite markers revealed a unique DNA profile
Species confirmed as human with IEF of GGPD, MDH, NP

Cytogenetics | human hypertriploid /hypotetraploid karyotype with 15% polyploidy;
82(77-84)< 4n >XXX, -X, -2, -3, -4, +5, +5, +5, +5, -7, -8, -11, -13,
-14, -15, -16, -17, -18, -19, -21, -22, +mar;

der(1)t(1;3)(pl1l;ql1), add(2)(q37), del(3)(q13),
der(3)t(3;5)(ql1;q1l), i(5p)x4, del(6)(ql5),

der(9)t(1;9)(p11;pll), add(12)(q23), i(15q),
der(19)t(13;19)(q22;p13)x1-2, add(21)(p11), del(22)(q12)

Viruses ELISA: reverse transcriptase negative;

PCR: EBV-, HBV-, HCV-, HHV-8-, HIV-, HTLV-1/II-

Tabelle B.3: DSMZ Scientific Data for HeLa Cells.
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Abbildung B.1: Typische HeLa Zellen. Einige befinden sich in der Zellteilungsphase, zu erkennen an zwei
dicht benachbarten, kleinen Kreisen.
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B.1.2 SF9-Insekten Zellen

Die Insekten-Zelllinie SF9 ist eine der Standardzelllinien, die fiir das Baculo-Virus Expres-
sionssystem verwandt wird. Im folgenden werden die wesentlichen Daten dieser Zelllinie
aus dem Archiv des DSMZ aufgefiihrt.

Cell line SF-9

Cell type | insect - fall armyworm (Spodoptera frugiperda)

DSMZ No | ACC 125

Origin cloned from the parent cell line, IPLB-SF-21-AE, derived from pupal
ovarian tissue of the fall armyworm (species Spodoptera frugiperda,
family Sciaridae, order Lepidoptera); cells are susceptible to
infection with MNPV and other Baculoviruses;

cells can be used with Baculovirus expression vectors

References | Vaughn et al., In Vitro 13: 213-217 (1977);

Smith et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 8404-8408 (1985)
Depositor | Dr. Asta Cramer, Institute for Virology, Marburg, Germany

Tabelle B.4: Zusammenfassung der SF9-Daten.

Morphology polymorphic round cells, adherent

Medium 90% TC 100 medium + 10% FBS

Subculture split culture 1:2 to 1:3 every 3-5 days (cells grow adherent,
but trypsin is not necessary as cells can be detached

by tapping the flask or with a rubber policeman);

seed out at ca. 2 x 10° cells/80 cm?; immediately after thawing,
cell viability may be low

Incubation at RT (about 20 °C) without CO, (keep lid of flask closed)
Doubling time | doubling time of ca. 50 hours

Harvest about 5-10 x 106 cells/80 cm?

Storage frozen with 70% medium, 20% FBS,

10% DMSO at about 1-2 x 10° cells/ampoule

Mycoplasma negative in DAPI, microbiological culture, RNA hybridization,
PCR assays

Species confirmed with IEF of AST, PEP B as not primate or murine

Tabelle B.5: DSMZ Cell Culture and Scientific Data for SF9 Cells.

B.1.3 HEP-G2 Zellen

Die humane Zelllinie Hep G2 wurde 1975 aus einer Leberbiopsie eines Kindes, das an
einem primdren Hepatoblastom erkrankt war, isoliert. Zuerst wurde diese Zelllinie von
Aden [78] beschrieben. Diese Zelllinie besitzt noch alle wesentlichen Funktionen, die fiir
normale humane Hepatozyten typisch sind.
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Cell line HEP-G2
Cell type | human hepatocellular carcinoma
DSMZ No | ACC 180
Origin established from the tumor tissue of a 15-year-old Argentine boy with
hepatocellular carcinoma in 1975; cell line is patented; cells were
described to not harbor a hepatitis B virus genome; cells reportedly
produce a variety of proteins: alpha-fetoprotein, albumin, alpha2-
macroglobulin, alphal-antitrypsin, transferrin, alphal-antichymotrypsin,
haptoglobin, ceruloplasmin, plasminogen, complement (C3, C4),
C3 activator, fibrinogen, alphal-acid glycoprotein, alpha2-HS
glycoprotein, a-lipoprotein, retinol binding protein
References | Aden et al., Nature 282: 615-616 (1979);
Knowles et al., Science 209: 497-499(1980);
Depositor | obtained from ATCC (HB 8065), Rockville, Maryland, USA
Tabelle B.6: Zusammenfassung der HEP-G2 Daten.
Morphology adherent, epithelial-like cells growing as monolayers and in
small aggregates
Medium 90% RPMI 1640 + 10% FBS
Subculture split confluent culture 1:2 to 1:4 every 3-6 days using trypsin/EDTA;
seed out at ca. 2-3 x 10° cells/25 cm?;
after thawing, initially to be cultured with 20%FBS
Incubation at 37°C with 5% CO,
Doubling time | doubling time of ca. 50-60 hours
Harvest cell harvest of about 25-30 x 10° cells/80 cm?,
Storage frozen with 70% medium, 20% FBS,
10% DMSO at about 3 x 10° cells/ampoule
Tabelle B.7: DSMZ Cell Culture Data for HEP-G2 Cells.
Mycoplasma | negative in DAPI, microbiological culture,
RNA hybridization, PCR assays
Immunology | cytokeratin+, desmin-, endothel-, GFAP-, neurofilament-, vimentin-
Fingerprint | multiplex PCR of minisatellite markers revealed a unique DNA profile
Species confirmed as human with IEF of AST, MDH
Cytogenetics | human hyperdiploid karyotype; 52(47-54)<2n>XY, +2, +14, +17,
+20, +2mar, t(1;21) (p22.2;p11-12), i(17q) /der(17)t(17;17)(p11l;ql1)
Viruses ELISA: reverse transcriptase negative; PCR: EBV-, HBV-, HCV-,
HHV-8-, HIV-, HTLV-1/11-

Tabelle B.8: Scientific Data for HEP-G2 Cells.
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B.1.4 MCF-7 Zellen
Die Quelle der Daten ist auch hier das DSMZ in Braunschweig.

Cell line MCEF-7

Cell type | human breast adenocarcinoma

DSMZ No. | ACC 115

Origin established from the pleural effusion of a 69-year-old Caucasian woman
with metastatic mammary carcinoma (after radio- and hormone
therapy) in 1970; cells were described of being positive for cytoplasmic
estrogen receptors and having the capability to form domes

References | Soule et al., J. Natl. Cancer Inst. 51: 1409-1413 (1973)

Depositor | obtained from ATCC (HTB 22), Rockville, Maryland, USA

Tabelle B.9: Zusammenfassung der MCF-7 Daten.

Morphology epithelial-like cells growing as monolayers

Medium 90% RPMI 1640 + 10% FBS + MEM non-essential amino acids +
1 mM sodium pyruvate + 10 microg/ml bovine insulin

Subculture split confluent culture 1:2 to 1:4 every 2-6 days using

trypsin/EDTA; seed out at ca. 0.1-0.2 x 10° cells/cm?
Incubation at 37°C with 5% CO,

Doubling time | doubling time of ca. 50 hours (range 30-72 hours)
Harvest about 20-25 x 10° cells/175 cm?

Storage frozen with 70% medium, 20% FBS, 10% DMSO

at about 3 x 10° cells/ampoule

Tabelle B.10: DSMZ Cell Culture Data for MCF-7 Cells.
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Mycoplasma | neg. in DAPI, microbiological culture, RNA hybridization, PCR
Immunology | cytokeratin+, cytokeratin-7-, cytokeratin-8+, cytokeratin-17-,
cytokeratin-18-+, desmin-, endothel-, GFAP-, neurofilament-, vimentin
Fingerprint | multiplex PCR of minisatellite markers revealed a unique DNA profile
Species confirmed as human with IEF of AST, MDH

Cytogenetics | human hypotetraploid karyotype with 8% polyploidy; 86(80-87)
<4n>XX, -X, -X, -1, -1, +6, +7, -9, -10, -10, -12, -13, -13, +14, -17,
-17, -18, -18, -20, -20, -20, -22, +6-8mar, add(X)(q27), add(2)(q35-37)
x1-2; add(5)(p15), del(6)(q25)x1-2, add(7)(pll), add(7)(pl4;hsr),
add(10)(q23), del(11)(q21¢23), add(15)(p11), i(15q), add(16)(q24),
add(19)(q13), add(19)(p13)x1-2; corresponds to published karyotype
Viruses ELISA: reverse transcriptase neg.; PCR: EBV-, HBV-, HCV-,
HHV-8-, HIV-, HTLV-1/11-

Tabelle B.11: Scientific Data for MCF-7 Cells.
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