Etablierung eines Messsystems
zur einzelmolekilsensitiven Analyse
von Protein-Monoschicht-Interaktionen
am Beispiel von Sarlp

Dissertation

zur Erlangung des Doktorgrades der Naturwissenschaften
(Dr. rer. nat.)

der

Naturwissenschaftlichen Fakultat i
Chemie, Physik und Mathematik

der Martin-Luther-Universitat
Halle-Wittenberg

vorgelegt von

Herrn Diplom-Biochemiker Jan Auerswald
geboren am 04.12.1985 in Leipzig



Gutachter:
1.Prof. Dr. K. Bacia
2.Prof. Dr. Ch. G. Hibner

Tag der Verteidigung: 11.11.2021



Lebenslauf

Lebenslauf

Personliche Daten

Name:
Geboren:
Familienstand:

Nationalitat:

Werdegang

Jan Auerswald
04.12.1985 in Leipzig
verheiratet, 2 Kinder

Deutsch

08/1996 — 07/2004

07/2004 — 09/2005

10/2005 - 12/2010

01/2012 - 06/2016

04/2011 - 03/2013

seit 07/2016

Halle (Saale), den 08.10.2020

Goethe-Gymnasium Reichenbach
Abschluss: Abitur, Note: 2,0

Grundwehrdienst

Studium der Biochemie an der Martin-Luther-Universitdt Halle-
Wittenberg

Diplomarbeit: ” Herstellung  einer  fluoreszenzmarkierten
Phospholipase Da2-Variante  fir  Untersuchungen mittels
Einzelmoleklspektroskopie

Abschluss: Diplom, Note: 1,2

Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg, ZIK HALOmem,

Institut fir Chemie

Doktorand

Leistungsstipendium nach dem Graduiertenforderungsgesetz

des Landes Sachsen-Anhalt

wissenschaftlicher Mitarbeiter der mibe GmbH Arzneimittel in
der Abteilung Qualitatssicherung

Jan Auerswald



Publikationsliste

Publikationen und Preprint-Artikel

J. Auerswald, J. Ebenhan, C. Schwieger, A. Scrima, A. Meister and K. Bacia; Measuring Protein
Insertion Areas in Lipid Monolayers by Fluorescence Correlation Spectroscopy; bioRxiv preprint; 2020

S. Daum, D. Kriger, A. Meister, J. Auerswald, S. Prinz, J. Briggs and K. Bacia; Insights from
reconstitution reactions of COPIl vesicle formation using pure components and low mechanical
perturbation; Biol. Chem., 395(7-8): 801-812; 2014

Posterprasentationen

S. Daum, M. Grimmer, J. Ebenhan, A. Meister, J. Auerswald, D. Kriiger, S. Werner and K. Bacia;
Membrane binding and remodelling by the COPII coat. Biophys. J., 112, 239a; 2017

J. Auerswald, A. Meister, S. Daum and K. Bacia; Fluorescence Correlation Spectroscopy reveals
additional information on protein insertions into phospholipid monolayers; Biophys. J., 106, 514a;
2014

D. Kruiger, S. Werner, S. Daum, J. Auerswald, P. Simeonov, C. Haupt, M. Tanabe and K. Bacia; Dual-
Color Fluorescence Cross-Correlation Spectroscopy of reconstituted protein-membrane systems;
Biophys. J., 106, 712a; 2014



Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung Bezeichnung

Ao Oberflache der Filmwaage

AFP actual focus position

Alexad488 Alexa Fluor® 488 Cs Maleinimid

ATR attenuated total reflection

CLSD cranio-lentikulo-sutural dysplasia
COPII coat protein complex Il

D Diffusionskoeffizient

E.coli-BL21-DE3 Escherichia coli Expressionsstamm
E.coli-DH5a Escherichia coli Plasmid-Vermehrungsstamm
ER Endoplasmatisches Retikulum

F Fluoreszenzsignal

Fy Auftrieb

Fe Gewichtskraft

Fu Gewichtskraft des Meniskus am Wilhelmyplattchen
Fy, Kraft, die auf das Wllhelmy-Plattchen wirkt
FCS fluorescence correlation spectroscopy
g Gravitationskonstante (9,81 m s)
GAP GTPase activating protein

GDP Guanosindiphosphat

GEF guanine nucleotide exchange factor
GFP green fluorescent protein

GMP-PNP Guanylyl-5-imidodiphosphat

GTP Guanosintriphosphat

GUV giant unilamellar vesicle

kg Boltzmannkonstante

Keat Wechselzahl (turnover number)
LB-Agar lysogeny broth Agar

LB-Medium lysogeny broth Medium

LC liquid condensed

LE liquid expanded

Mg** Magnesiumion

MIP maximum insertion pressure

MPE multi-photon excitation

MMM Major-Minor-Mix

N mittlere Anzahl Fluorophore im Fokus
NFP nominal focus position

off Offset der Korrelationsfunktion

PCR polymerase chain reaction

P; anorganisches Orthophosphat

R universelle Gaskonstante

R, hydrodynamischer Radius

laterale Ausdehnung des Fokusvolumens

Abkiirzungsverzeichnis




Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung Bezeichnung

RICS raster image correlation spectroscopy

Sarl secretion-associated Ras-related 1

Sarlp Sarl-Protein aus Hefe, Wildtyp-Protein

Sarlpaass Sarlp Wildtyp-Protein, dass mit Alexa,gg modifiziert wurde

Sarlpsccs Sarlp-Variante, bei der das Cystein 171 durch ein Serin und das Serin 147 durch
ein Cystein ersetzt wurde

Sarlpsccsaiass Sarlp-Variante, die mit Alexa,gg modifiziert wurde

SDS-PAGE SDS-polyacrylamid-Gelelektrophorese

Sec12AC |6sliche C-terminale Domédne von Sec12

SUvV small unilamellar vesicle

T Tempertur

Tt Triplettanteil

tER transitorisches endoplasmatisches Retikulum

v/v volume per volume

VS-Charakteristik

Bestimmung der Umsatzrate von Enzymen in Gegenwart verschiedener Mengen
an Substrat

Zg axiale Ausdehnung des Fokusvolumens

Zen2009 Auswerte und Analysesoftware zum konfokalen FLuoreszenzmikroskop (LSM
710 and ConfoCor 3)

a?P-GDP radioaktiv markiertes GDP

a?p-GTP radioaktiv markiertes GTP

n dynamische Viskositat

T Oberflachendruck

1] Oberflachenspannung

o Diffusionszeit

5

Triplettrelaxationszeit




Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
R 1141 1T 11 4 Y-S ROS 1
1.1 Techniken zur Untersuchung von Membransystemen und Biomolekilen................cccceeuneeene. 1
1.2  Sarl - ein Beispiel fiir Proteininteraktionen an Monoschichten ..........c.c.ccooeviiiiiiiin e, 1
b R A 1= [ =1 1 (Vo - PPt 3
3.  Theoretischer Tl ....ccccciiiiiiiiiiiiiiiiiirir s s s rsassssssassens 4
3.1 GTPasenund deren Bedeutung im Stoffwechsel .........ccoovviiiiiiiiiiii e, 4
3.1.1 FAN ] =0T 0 g 1= o LS 4
3.1.2 Die Ras-SUPEITAMIlI® ....iiiiieieiiiii et e e e et e e e e e e e aaa s 4
3.1.3 Sarl als Schalter des anterograden Vesikel-Transports ........cccevvvviviiiiniiiinieineiiineeineeeen, 5
K 18 A (0o <1721 o PP PPPRPPP 9
3.2.1 [TVl aYe o141 o VAT o JS 9
3.2.2 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie.......ccouuiiiiiiiiiiiii e 11
3.2.3 Fluorescence Correlation SpectroscopPy (FCS)....uuuimuiiiiiiiiiiiieiiieeiie e eeeee e e e e e e 13
3.24 Yot | o O PP 15
3.2.5 Bestimmung von molekularen Insertionsflachen in Monoschichten .............ccoccceueii. 17
0. I =T 0 15 (o] 44 1= o 4 =TSP P TP UPPTRPPRRPPR 18
3.3.1 Grundsetup und Vergleich verschiedener Langmuir-TrOge ........ccovvvvreeeiiiieeineeeneeninenn, 19
3.3.2 Kraftmessung nach der Plattenmethode von Wilhelmy .......cccooviviiiiiiiiiiiie e, 19
333 Adsorption von Molekilen aus der Subphase........c.cooviiiiiiiiiiiini e, 21
334 Konfokale Mikrosko pie in Kombination mit dem Langmuir-Filmwaagesystem.............. 22
4. Materialien und Methoden ........cocceuiiiiiiiiiiiiiiiiir e 23
o R |V 1 £ o - 1= o O UPSTPRR 23
4.1.1 Chemikalien/Proteine/Lipide ........ouuuiiiiiiiii et e e e e e 23
4.1.2 Kits UN STANdArds ......iiiiieieiiiiee e e et e e e e e e eaan 24
4.1.3 Nahrmedien/Puffer und StammIOSUNGEN ......ccoevuii i 24
4.1.4 GTPase-Aktivitatstest auf Basis von Malachitgriin ..........ccooooviiiiiiiiiiiiie e, 25
4.1.5 [T o] 1o 1 (o 1 U o= L] o S 26
4.1.6 StAMME UNA PIaSMIAe c..uuiiiiiieieeee e 26
N 1= 1 ¢ o Yo [ o R OO PR UPPPPTRPPPPIN 26
4.2.1 Generierung von Sarlp Varianten ... 26
4.2.2 Proteinpraparation und Modifikation .........cceeiiiuiiiiiiiiiiiiice e 28
4.2.3 [T o) To Fo T =Y oF- [ = A (o] 0[] o U 30
4.2.4 GTPASE-AKLIVITAT. ..etutiii ettt s e e e e e e e e s e et e ea e e eees 31
4.2.5 Funktionsanalyse von COPI an GUVS..........ciiiiiiiieciiie e e e e e e e e 33
4.2.6 FCS-Setup Kalibrierung fiir Messungen in wassrigen Systemen und an Grenzflachen.... 33
4.2.7 Z-Scan-FCS Auswertung mittels MATLAB .......couuiiiiieieii e e e e e e e 35
LT =17~ 7= « T 1 T 39
5.1 Generierung und Modifikation von Sarlp und Sarlpsccs Mit AleXasgg coeeeveneerrneeeineennneennnnnns 39
5.1.1 Entwicklung der Variante ..o 39
5.1.2 Zellanzucht und Proteinreinigung von Sarlp und Sarlpgecs..cceeeeeeeereneerenreeineeeneeennnenns 39
5.1.3 Fluoreszenzmarkierung von Sarlp UNd Sarlpgecs ceeeeeeereererrieeeinrermneesieerieessnneennneenens 40
5.2  Etablierung eines Testverfahrens zum Nachweis der katalytischen Aktivitdt von Sarlp........ 44
5.2.1 Optimierung der Messparameter und der Nachweislosung..........ccoceeevviiiiiiiiiiiniinnnnn, 44
5.2.2 Entwicklung eines geeigneten Kalibrierstandards zum Nachweis der GTP-Hydrolyse .... 45



Inhaltsverzeichnis

5.2.3 Einfluss von Phospholipiden Und AleXagg........eeeeueeriiiiiiiieiiieeiiieeeie e e et e e e eaieeenns 47
5.3  GTPase-Aktivitdat von Sarlp und dessen Regulation .......cccceviiiiiiiiiiiii e 47
5.3.1 Vergleich verschiedener Verfahren zur Bestimmung der Basalaktivitdt von Sarlp ........ 47
5.3.2 Einfluss von nicht proteinogenen Effektoren auf die GTPase-Aktivitat von Sarlp.......... 48
5.3.3 Einfluss von proteinogenen Effektoren auf die GTPase-Aktivitdt von Sarlp.................. 48
5.3.4 GTPase-Aktivitat von Sarlpscesaass im Vergleich zu Sardp ...ceeeeveeieiiiiiiiii s 50
5.4 Membraninteraktion von Sarlp und Sarlpsccsaiags im Vergleich.....oooooeiiiiiiiiiiiiininiennne, 51
5.4.1 Tubulierungsnachweis mit konfokaler Mikroskopie ..........ccevveiiiiiiiiiniiiiiin e, 51
5.4.2 Tubulierungsnachweis mit Kryoelektronenmikroskopie ........ccocovvveviiiiiiiiiiiiiniiiiiienens 52
5.5 Auswertung der Z-Scan-FCS-Daten mittels MATLAB........coeiviuiieeiiiiieeeeie et e e e e eaa s 53
5.5.1 Korrelation der Z-Scan-FCS-Daten .......coiviiiiiiiiiiiiie e e eeee 53
5.5.2 FCS-Modellanpassung durch MATLB.......c.uiiiiiiiiiie e e e 54
5.5.3 Anpassung der einzelnen FCS-Fitparameter im Rahmen der Z-Scan-FCS ...................... 57
5.6  Etablierung eines Messsystems fiir FCS-Analysen an Phospholipid-Monoschichten............. 59
5.6.1 Technische Umsetzung des kombinierten SEtUPS ......couviviiiiiiiiiiiie e, 59
5.6.2 Einfluss des Rithrens auf die Gleichverteilung.......c.cccovviiiiiiiiiiini e, 60
5.6.3 Einflussfaktoren auf die Messung des Oberflachendrucks .......c..coovvviiiiiiiiiiiniin. 61
5.6.4 Systemkalibrierung und Fokussierung der Grenzflache ........cccooevviviiiiiiiiiiiiiieee, 64
5.6.5 Stabilitdat der Monoschicht wahrend der MesSUNG.........uovviviiiiiiiiiiiin e 66
5.7 Interaktionsanalyse von Proteinen und Phospholipid-Monoschichten durch Z-Scan-FCS...... 68
5.7.1 Interaktion von Sarlp mit MMM-Monoschichten.........cccoviiiiiiiiiiiiiiiin e, 68
5.7.2 Insertionsflache von Sarlpsccsaiags in Gegenwart verschiedener Lipidsysteme............... 69
5.7.3 Interaktionsanalysen mit zwei Farben.......c.coouiviiiii i 69

6. DISKUSSION cuuuiiiiiuniiiiiiniiiiiiuiiiiiiiiniieniiiiesessiisssssstissssssisssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssssssssssssnes 72
6.1 Modifikation von Sarlp und Sarlpsces Mit AlEXaAsgg «vveerrneerrneerriieriiieeeiieeriieeeiieeriieersneeannans 72
6.1.1 Modifizierungsstrategien und Markierungseffizienz .........ccooevvviiiiiiiiiiiiiii, 72
6.1.2 Proteinreinigungsverfahren ... 74
6.2 Etablierung eines GTPase-Aktivitatstest fiir Sarlp mit nichtradioaktiven Substanzen........... 74
6.3  Funktionsanalysen VON Sarlp UNd Sarlpgeesaiagg. -« e eeeeeseeernrermnermuneesmermneemnneessnseesnnerenneees 76
6.3.1 GTPase-Aktivitdt Und RegUIAtION . ..uuiiiiiiii e 76
6.3.2 TubulieruNgsTANIGKEIT .. .. eeeiee e 78
6.4  Z-Scan-FCS-Analyse mittels MATLAB ... ...ttt ettt e e e ean e eaa e 79
6.5 Etablierung eines Systems zur Analyse von Protein-Monoschicht-Interaktionen mittels FCS 80
6.5.1 Validierung der SystempParameter ........iiiiieiiii e e 80
6.5.2 Grundprinzipien des Systemaufbaus und der Justage/Kalibrierung.................ooovvvnnnnn.. 83
6.6 Interaktion von Sarlp mit Phospholipid-Monoschichten..........c.ccoiiiiiiiiiii i 85
6.6.1 Bindung und Insertion in Gegenwart verschiedener Lipidsysteme ..........cccoceevveevnnnnnne. 85
6.6.2 Interaktionsanalyse mit zwei Farben .......ccouiiiiiiiiii i, 87

7. ZUSAMMENTASSUNE «..iieeiieeiiiieiiiteiitieniitnseiensssrasisenessrasssrsasssenssrssssssssssanssssnssssnssssnssssnsssanssssnns 89
Y7 1 11 T2 T Y 91

L R ¥ o 1ol TN 93
10. DaNKSQBUNE .ccuuuiiiinniiiiiiieiiiiieeieiinniettrnnssettrnssssrsrnssssssnsssssssnsssssssnsssssssnsssssssassesssnsssssssnnssssans 94
3 S Ty (=T U] 7 - RO 95
12. LiteraturverzeiChnis ....cccciiiiieiiiiiieiiiiiiiii e e 96
T V' 1 T T3 - |



Inhaltsverzeichnis

13.1.1  Diffusionskoeffizie Nt Sarlp/SardPgecsaiagg -« - veeeeeeeeeeerermrrruieeeeeeeererurieeeeeeesererrrieaaeeeeseenns I
13.2 Etablierung eines Testverfahrens zum Nachweis der katalytischen Aktivitat von Sarlp........... I
13.2.1 Reaktionsgleichungen zum Phosphatnachweis mit Malachitgriin .............cccccooeviiiiinnnins I
13.2.2  Sensitivitdat des Nachweisverfahrens..........o.uovviiiiii i e I
13.2.3  Autohydrolyse GTP UNA GDP ......couniiiiiieeieie et e e e et e et e e e eanns I
13.2.4  Einfluss von MMM Lipiden auf den Malachitgriin-Nachweistest..........cc.ccoevviviiieinnennnnnn. I
13.2.5 Einfluss von Alexasgg auf den Malachitgriin-Nachweistest .........ccoovvvvviiiiiiiiniiinienee, 1"
13.3 GTPase-Aktivitdt von Sarlp und dessen Regulation .......c.ccoeevvveiiiiiiiiiniiiiiineeccce e v
I e TN R € 1 o Y4 T= g =T o 1= o ISPt v
13.3.2  BasalaKtiVitat VON SArLp...cccuee i iiiiiiii ittt e e e et e e et e e et e e e e at e e ear e aes v
13.3.3  Einfluss von Mg”" auf die BasalaktiVitat...........ceevueeeeeeeeee et \
13.3.4  Einfluss von MMM-Liposomen auf die Basalaktivitdt von Sarlp .....cccccceiiiviiiivineennnnnnn. \
13.3.5 Einfluss von COPII-Komponenten auf die Basalaktivitdt von Sarlp.......cccccccoeviviinennnnnnnn. \
13.4 Etablierung eines Messsystems fiir FCS-Analysen an Phospholipid-Monoschichten ............. Xl
13.4.1 Installation eines zweiten KUhIKkreislaufes .........couuviiiiiiiiiiiiiiii e Xl
13.4.2 Bestimmung der idealen Z-Position des Objektivs ........ccoevviiiiiiiiiiiiiiiin e, Xl
13.4.3 Monoschichtstabilitdt/Fluoreszenzstabilitit bei verschiedenen Laserleistungen......... XVII
13.4.4 Monoschichtstabilitdt beim Bewegen Ulber die Filmwaage........ccoocvvvviiiiiiniiinnnenn. XXXV
13.4.5 Test auf Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-Test) ......ccccceeveruirieiiiiinreriiineeeeiiineeeenns LI
13.5 Interaktionsanalyse von Sarlp und Phospholipid-Monoschichten durch Z-Scan-FCS............ LIV
13.5.1 Setupkalibrierung zur Bestimmung der Fokusflache ..........ccccoooiiiiiiiiiiiiin i, LIV
13.5.2 Interaktion von Sarlpsccsaass (100 %) mit einer MMM-Monoschicht..........cococoveeiinneiee. LV
13.5.3 Interaktion von Sarlp-Mischungen mit MMM-Monoschichten ...........ccccocevevivinennnnnen. LVI
13.5.4 Interaktion von Sarlp-Mischungen mit DLPC/DPLS-Monoschichten ............cccccueee..... LVII
13.5.5 Interaktion von Sarlp-Mischungen mit fluoreszierenden MMM-Monoschichten ........ LVII
13.5.6  Filmwaagedaten zu den vorherigen Insertionen von Sarlp .....ccccoovvveiiieiineineennennnn, LXXI

13.5.7 Bestimmung des Fehlers der Flachenermittlung durch die Langmuir-Filmwaage ....... LXXV



1 Einleitung

1. Einleitung

1.1 Techniken zur Untersuchung von Membransystemen und Biomolekiilen

Biomembranen sind fir Zellen ein essentieller Bestandteil, da sie zum einen deren Inhalt von der
Umgebung abgrenzen, zum anderen das Zellinnere in verschiedene Bereiche unterteilen. Je nach Art
ihrer Beschaffenheit (ibernehmen diese Bereiche spezielle Aufgaben. So sorgen beispielsweise
Lysosomen flr den Abbau von Makromolekilen [1], das endoplasmatische Retikulum (ER) stellt u. a.
den Produktionsort fiir sekretorische Vesikel dar [2] und im Golgi-Apparat erfolgt die Glycosylierung
von Proteinen [2]. Neben der Funktion als Barriere ermoglichen Membranen auch Stoff-, Energie-
sowie Informationsaustausch und bilden dadurch ein komplexes System, das durch verschiedene
Techniken untersucht werden kann. Bezugnehmend auf deren Morphologie kann zwischen
kugelformigen und planaren Systemen unterschieden werden. Untersuchungen an kugelférmigen
Strukturen werden dabei an Liposomen verschiedener GréRen durchgefiihrt [3, 4, 5]. Planare
Doppelschichtsysteme werden z.B. als aufgespannte Membranen (black lipid membranes [6]) oder
als, auf Oberflachen, fixierte Membranen (als Modellmembran der attenuated total reflection (ATR)
Spektroskopie [7]) analysiert. Im Falle der planaren Systeme gibt es noch eine weitere Méglichkeit,
diese zu untersuchen, indem nur eine Lipidschicht der ansonsten doppelschichtigen Membran als
Untersuchungsgegenstand verwendet wird. Diese Monoschichten werden klassischerweise mit der
Langmuir-Filmwaage-Technik prapariert und analysiert. Durch Variation des Oberflachendrucks ist es
dabei moglich, die sich an einer Luft-Puffer Grenzflaiche befindlichen Lipide zu beeinflussen. So
kénnen beispielsweise deren Packungsdichte und Organisation (z.B. durch Ubergang der gesittigten
Phospholipidseitenketten von einer flissigen (liquid expanded, LE) in eine kondensierte (liquid
condensed, LC) Phase, [8, 9]) verdandert werden. Dadurch werden z.B. Bedingungen geschaffen, bei
denen Monoschichten in Abhdngigkeit der verwendeten Molekile (z.B. Dipalmitoyl-
phosphatidylcholine, DPPC) kleine Aggregate oder Domanen ausbilden kénnen [8]. Zusatzlich stellt
die Monoschicht ein planares System dar, dessen Komponenten freibeweglich sind, im Gegensatz zu
den teilweise fixierten Komponenten der black lipid membranes.

Fir Molekdle, die nur mit einer Schicht einer Biomembran interagieren, ist dieses System ein
geeignetes Modell, um Interaktionsprozesse ohne zusatzliche Einfllsse (z.B. Oberflachenkrimmung)
zu analysieren. Der Nachteil dieser Technik besteht darin, dass die Interaktionseffekte nur global als
gesamte Anderung des Oberflichendrucks (1) oder der gesamten Oberfliche (Ag) analysiert werden
kdnnen. Aussagen zur Anzahl und Beschaffenheit der interagierenden Molekile, ihrer
Bewegungsdynamik oder der Bildung von Mikrodomadnen sind mit der Langmuir-Filmwaage allein
und in direkter Weise nicht mdglich. Die Aufklarung derartiger Fragestellungen kann durch optische
Methoden (z.B. fluorescence correlation spectroscopy (FCS)) erfolgen. Aufgrund der Empfindlichkeit
der FCS-Technik kdnnen durch Kombination einer Langmuir Filmwaage mit einem konfokalen
Mikroskop neben der Variation von Oberflaichenparametern somit auch Details auf molekularer
Ebene an Monoschichten untersucht werden.

1.2 Sarl - ein Beispiel fiir Proteininteraktionen an Monoschichten

Fir die Untersuchung von Proteinen an Monoschichten ist es Voraussetzung, dass diese im
natlirlichen System nur mit einer Halbschicht der Membran interagieren. Die kleine GTPase der
Ras-Superfamilie Sarl erfillt diese Vorgaben, indem sie durch eine amphipathische a-Helix am
N-Terminus, mit einer Monoschicht interagiert. Diese wird dabei zwischen die Lipide eingebettet.
Neben diesem eher technischen Aspekt, der das kleine Protein als gutes Testobjekt fir
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1 Einleitung

Untersuchungen an Monoschichten definiert, stellt es auch in Bezug auf seine Rolle im
Zellstoffwechsel einen Untersuchungsgegenstand dar. So spielt Sarl als molekularer Schalter bei der
Biogenese von Transportvesikeln vom ER zum Golgi-Apparat eine initiale Rolle. Neben der GTPase
sind dabei weitere Proteine involviert, die sich im Laufe der Vesikelbildung mit dem Enzym zu einem
Huallkomplex (coat protein complex 11, COPIl) zusammenlagern und so zu dessen Bildung beitragen.
Die COPII-Proteine wurden sowohl in Hefezellen (Saccharomyces cerevisiae, allgemeine Erweiterung
der Proteinbezeichnung mit p, z.B. Sarlp) als auch in tierischen Zellen, wenngleich auch hier in
groRerer Variation, nachgewiesen.

In humanen Zellen treten beispielsweise zwei Paraloge von Sarl (SarlA und SarlB) auf. Einige
Mutationen im Paralog SarlB fiihren dabei zum Funktionsverlust des Enzyms, was bei neugeborenen
Kindern zu Gedeihstorungen, Diarrhoe und Steatorrhoe fiihren kann [10]. Dabei handelt es sich um
eine autosomal rezessive Chylomikronen-Retentions-Krankheit [11]. Ein weiteres Beispiel ist die
cranio-lentikulo-sutural dysplasia (CLSD), die ebenfalls im Zusammenhang mit einer Mutation einer
der COPII-Komponenten steht, dem humanen Sec23-Paralog SEC23A. Durch die unzureichende
Bildung von COPII-Vesikeln am rauen ER von Fibroblasten wird der Transport von Proteinen und
anderem Sekretionsmaterial inhibiert. Elektronenmikroskopischen Aufnahmen von Gewebeproben
der betroffenen Patienten wiesen dabei stark aufgeblahte und (berproportional ausgedehnte
ER-Strukturen auf [12]. Diese ebenfalls autosomal rezessiv vererbbare Krankheit duRert sich im
Neugeborenen- und Kleinkindalter. Sie ist gekennzeichnet durch sich spat bis gar nicht schlieRende
Fontanellen, grauen Star, Fehlbildungen des Gesichtes und Defekte des Skeletts.

Aufgrund der aufgefiihrten Beispiele konnte die Kombination aus Langmuir-Filmwaage und
konfokalem Mikroskop einen weiteren Beitrag leisten, der es ermdglicht, die initialen Schritte
wahrend der COPII-Vesikel-Biogenese besser zu verstehen. Dadurch ware es denkbar, auf Basis
dieser Kenntnisse weitere Therapieansatze fir die oben beschrieben Krankheitsbilder zu entwickeln.



2 Zielstellung

2. Zielstellung

Ziel dieser Arbeit ist die Etablierung und Validierung eines Messsystems, das es ermoglicht,
Interaktionen von Molekiilen mit Monoschichten auf Basis einzelmolekilsensitiver Techniken (FCS)
zu untersuchen. Dazu soll ein kommerzielles Fluoreszenzmikroskop mit einer Langmuir-Filmwaage
kombiniert werden mit dem Ziel, die ermittelten Daten von Langmuir-Filmwaage Experimenten
durch zusatzliche Parameter (z.B. Teilchenzahl, Diffusionskoeffizienten) zu erweitern. So kann zum
einen die Anzahl der Molekiile bestimmt werden, die mit der Monoschicht interagieren. Auch
kdnnen Aussagen Ulber die molekulare Struktur (Monomer, Dimer, Oligomer) basierend auf
Helligkeitsanalysen getroffen werden. Beziiglich der Molekildynamik erweitert dieses Messsystem
die Moglichkeiten der Filmwaage erheblich, indem z.B. Diffusionskoeffizienten der inserierten
Molekile bestimmt werden kénnen, und auch die Bildung von Domanen liee sich verfolgen.
Weiterhin besteht die Moglichkeit, aufgrund der hohen Sensitivitit der FCS-Technik die
Interaktionen von Molekiilen unter Bedingungen zu untersuchen, bei denen die Filmwaage keine
Informationen mehr liefert (z.B. im Bereich des maximum insertion pressure, MIP). Da die
Etablierung am Beispiel der kleinen GTPase Sarlp erfolgen soll, muss diese im Vorfeld mit einem
Fluoreszenzfarbstoff modifiziert werden. Dabei sollen moglichst hohe Markierungsausbeuten bei
minimalem Verlust an biologischer Funktionalitdt erreicht werden. Fir den Nachweis der
Funktionalitdt miissen auf Basis der enzymatischen Aktivitdt weitere Testverfahren entwickelt bzw.
auf die GTPase angepasst werden.
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3.1 GTPasen und deren Bedeutung im Stoffwechsel

3.1.1 Allgemeines

Als GTPase wird eine Gruppe von Hydrolasen bezeichnet, die Guanosintriphosphat (GTP) binden und
in Guanosindiphosphat (GDP) und Orthophosphat (P;) spalten (hydrolysieren) [13]. Die Bindung und
Hydrolyse erfolgt dabei in einer hochkonservierten Domane des Enzyms (GTPase-Domane). GTPasen
fungieren als molekulare Schalter, die zahlreiche grundlegende Prozesse innerhalb der Zelle
regulieren und steuern [14]. Dies betrifft u.a. Prozesse der Signaltransduktion, bei denen
heterotrimere GTP-bindende Proteine (G-Proteine) im Zusammenspiel mit Transmembran-
rezeptoren (G-Protein-gekoppelte Rezeptoren) extrazelluldre Informationen ins Innere der Zelle
weitergeben [14, 15, 16]. Auch an der Proteinbiosynthese (Vermittlung der Bindung des Ribosoms an
die ER-Membran durch translation factor family GTPases, [17, 18, 19]) sind GTPasen ebenso beteiligt
wie an Prozessen der Zelldifferenzierung und Zellbewegung [20]. Ein weiterer wichtiger Prozess
innerhalb der Zelle ist die Biogenese von Transportvesikeln, die ebenfalls von kleinen GTPasen
reguliert und umgesetzt wird [20].

Um diese Schalterfunktion wahrnehmen zu kénnen, existiert eine GTPase in zwei Zustdnden,
einem inaktiven, GDP-gebundenen Zustand und einem aktiven, GTP-gebundenen Zustand [14, 15].
Dabei bewirkt der Wechsel vom inaktiven Zustand in den aktiven und wieder zuriick jeweils eine
Konformationsanderung des Enzyms, welche wiederum Signalkaskaden (z. B. Bindung mit anderen
Proteinen, [13]) auslésen kann oder aber zu Bindungen mit Membranen/Vesikeln [21] fuhrt. Aus
regulatorischer Sichtweise existieren flir eine GTPase somit zwei Prozesse, die die ,Schaltung”
ermoglichen und steuern. Zum einen die Beladung mit GTP (inaktiv zu aktiv) und zum anderen
dessen Hydrolyse (aktiv zu inaktiv). Beide Prozesse werden durch Effektoren stimuliert und
beschleunigt. Im Falle des Nukleotidaustauschs erfolgt dies durch GEF-Proteine (guanine nucleotide
exchange factor). Die Hydrolyserate wird durch GAP-Proteine (GTPase activating protein)

beeinflusst.
3.1.2 Die Ras-Superfamilie

Als molekulare Schalter Gbernehmen GTPasen zahlreiche grundlegende Funktionen des zelluldaren
Stoffwechsels. Aufgrund dieser Vielfalt an Funktionen existieren GTPasen in unterschiedlichen
Formen und GréRen und lassen sich dementsprechend in unterschiedliche Gruppen einteilen.

Die Ras-Superfamilie stellt eine Gruppe von kleinen monomeren GTPasen dar, die ein
Molekulargewicht von ca. 21 kDa aufweisen. Sie wurde nach dem ersten identifizierten Vertreter
kleiner monomerer GTPasen benannt, die aus einer einzigen Untereinheit (GTPase-Doméane) besteht
[22, 23]. Aufgrund der Aminosauresequenz, Struktur und Funktion lassen sich die Mitglieder dieser
Superfamilie in weitere Untergruppen/Familien einteilen (Ras, Rho, Rab, Arf, Ran) [22, 23, 24]. Dabei
reguliert die Ras-Familie Prozesse der Zellproliferation, wahrend GTPasen der Rho-Familie Einfluss
auf das Zytoskelett und die Zellmorphologie nehmen. GTPasen der Ran-Gruppe steuern den
Transport zwischen Zytoplasma und Zellkern und die der Arf- und Rab-Familien den zellularen
Vesikeltransport [20, 23].

Da viele der monomeren GTPasen mit Membranen assoziiert sind, weisen diese Untergruppen
haufig posttranslationale Modifikationen auf, welche die Membranbindung beeinflussen. So
erfahren die GTPasen der Ras-, Rho- und Rab-Subfamilien an der C-terminalen, zur GTPase-Domane
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befindlichen CaaX-Sequenz (C=Cystein, a=aliphatische Aminosdure, X=C-terminale Aminosdure)
verschiedene Anderungen wie beispielsweise Isoprenylierungen oder Palmitylierungen des Cysteins,
Abspaltung der aaX-Sequenz, oder Carboxymethylierung des isoprenylierten Cysteinrestes. Im
Gegensatz dazu weist die Arf-Untergruppe eine Modifizierung in Form einer Myristoylierung am
N-Terminus auf und keine posttranslationalen Modifikationen an der CaaX-Sequenz. Die Ran
Untergruppe besitzt im Gegensatz dazu weder am N-Terminus noch in der C-terminalen
CaaX-Sequenz eine posttranslationale Modifikation [23].

3.1.3 Sarl als Schalter des anterograden Vesikel-Transports
3.1.3.1 Strukturvon Sarl

Wie in 3.1.2 erwdhnt fungiert die Arf-Familie kleiner GTPasen der Ras-Superfamilie als Regulator fir
den vesikelgesteuerten Transport innerhalb der Zelle. Sarl (secretion-associated Ras-related 1) wird
aufgrund einer Sequenzidentitat von 30-35 % ebenfalls zu dieser Untergruppe gezahlt, da diese
hoher ist als im Vergleich zu anderen Familien der kleinen GTPasen (Ras und Rab, 20-25 %) [25].
Neben dieser Sequenzidentitdt rechtfertigt Sarl auch funktionell die Zuordnung zur
Arf-Untergruppe, da es den anterograden Vesikeltransport, der einen Teil des zelluldren
Vesikeltransports darstellt, (siehe 3.1.3.2) reguliert und initiiert [4, 26]. Ein weiteres Merkmal, das
allen kleinen GTPasen gemeinsam haben, ist die GTP-Bindedomane (Abbildung1, Bild A) [25].
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Abbildung 1: (Bild A) Aminosduresequenz von Sarlp mit den Bereich der N-terminalen amphipathischen a-Helix (rot) sowie
den Abschnitten, die die GTP-Bindedomane bilden (griin)(in Anlehnung an 25, 28, 29). (Bild B) Aminosauresequenzen
verschiedener Sarl-Varianten unterschiedlicher Organismen im Vergleich. Gekennzeichnet sind das konservierte Cystein
(gelb) im C-terminalen Bereich sowie das Serin im Hefeprotein an Position 147 (rot), welches zwischen den dargestellten
Organismen und Proteinvarianten nicht konserviert ist (modifiziert nach 35).

Beziglich der posttranslationalen Modifikation weist Sarl gegeniiber Arfl sowohl Gemeinsamkeiten
als auch Unterschiede auf. So besitzen beide Proteine keine Isoprenylierungen oder
Palmitylierungen des Cysteinsrests der CaaX-Sequenz. Allerdings existiert bei Arfl eine
Myristoylierung der N-terminalen amphipathischen a-Helix, die die Interaktion des Proteins mit der
Membran unterstiitzt. Sarl hingegen, dem dieser Myristoylanker fehlt, weist eine um neun
Aminosauren langere N-terminale amphipathische a-Helix auf [27].

Fir die Untersuchungen von Proteinen mit bildgebenden Verfahren (z.B. Fluoreszenz-
mikroskopie) oder mit einzelmolekilsensitiven Techniken (z.B. FCS) werden diese an einzelnen
funktionellen Gruppen (z.B. Thiolgruppen von Cysteinen [30, 31] bzw. Aminogruppen von Lysinen,
Argininen oder der des N-Terminus [32]) modifiziert. Da alle Versuche mit Hefeproteinen
durchgefiihrt wurden, beziehen sich alle weiteren Informationen/Uberlegungen in diesem Abschnitt
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bezlglich der Struktur auf das Sarlp. Da in diesem Protein nur ein Cystein existiert, dessen
Thiolgruppe nicht bereits durch einen Isoprenyl- oder Palmitylrest blockiert ist, bietet dies bei einer
moglichen Modifikation den Vorteil, dass diese spezifisch an einer Position an der Molekiiloberflache
erfolgt.

Nach Abbildung2 befindet sich dieses Cystein 171 allerdings eher in einer sterisch
geblockten/gehinderten Umgebung, wodurch niedrige Markierungsausbeuten zu erwarten wiaren.
Hinzu kommt die Ndhe zur Membranbinderegion, die die Interaktion des Proteins mit ihr
beeinflussen kdnnte. Eine Losung bietet das Umsetzen des Cysteinrestes an eine andere, besser

Abbildung 2: Oberflachenstruktur von SarlpAN
(Sarl-Variante aus Hefe ohne die N-terminale
amphipathische o-Helix) mit dem Bindebereich zur
Membran (M), dem Interaktionsbereich zu Sec23p (M) dem
aktiven Zentrum (), dem nicht konservierten Serin an
Position 147 (M) und dem konservierten Cystein an Position
171(-) (erstellt mit Pymol 34, pdb-file: 1M20).

exponierte Position im Protein. Dazu misste das vorhandene Cystein entfernt und an Stelle einer
anderen Aminosdure eingefligt werden. Grund daflir ist eine mogliche Ausbildung von
intramolekularen Disulfidbriicken welche Fehler bei der Proteinfaltung verursachen kdnnte. Nach
[33] ist es allerdings moglich, das Cystein zu ersetzen, ohne dabei die katalytische Funktion von Sarl
zu verlieren. Auch die Stimulation durch das GAP (Sec23/24) bliebe bei diesem
Aminosaureaustausch erhalten. Aufgrund des Raumbedarfs von Cystein sowie der Funktionalitat
stellt Serin einen guten Ersatz dar. In diesem Fall wiirde lediglich eine Thiolgruppe durch eine
Alkoholgruppe ausgetauscht. Der Sequenzvergleich von Sarlp mit verschiedenen anderen Sarl
GTPasen aus verschiedenen Organismen (Abbildung 1, Bild B) zeigt, dass das Cystein 171 konserviert
ist [35]. Von den vorhandenen Serinresten ist das an Position 147 (M) befindliche sowohl
oberflachenexponiert als auch wenig konserviert. Weiterhin befindet es sich in einer Region des
Proteins, die entfernt ist vom Bindebereich mit der Membran (M) bzw. dem mit dem GAP Sec23/24p

(=)
3.1.3.2 Der COPII - Komplex

Sarl ist wie die anderen GTPasen der Arf-Familie fir die Regulation und Bildung von
Transportvesikeln zustandig. Hierbei betrifft es Vesikel des sekretorischen Pfades, die vom ER
abgeschniirt werden, um mit den Zisternen der cis-Seite des Golgi-Apparates zu fusionieren. Den
Ausgangspunkt flr die Bildung derartiger Transportvesikel stellen spezialisierte, ribosomenfreie
Bereiche des ER (transitorisches ER, tER) dar [2, 36, 37]. Fir einen effektiven Transport wird neben
der Auswahl der richtigen Fracht und Aufkonzentrierung dieser auch sichergestellt, dass
ER-ansdssige Proteine dieses nicht mit den Transportvesikeln verlassen. Realisiert wird dieser
Prozess letztlich durch die Lokalisation mehrerer Proteine, die einen Hillkomplex um die sich
bildenden Vesikel formen (COPII-Komplex) dessen Aufbau durch Sarl eingeleitet wird [35, 38, 39,
40]. Dieser Komplex besteht aus minimal 5 verschiedenen Proteinkomponenten (Sarl, Sec23, Sec24,
Sec13 und Sec31)[41].

Zu Beginn der Vesikel-Bildung liegt Sarl als globulares, |6sliches Protein im Zytoplasma vor. Um
die Vesikelbildung zu initiieren, muss es aus seiner inaktiven, GDP-gebundenen Form in eine aktive
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Form gebracht werden. Wie bereits unter 3.1.1 erwdhnt, ist fir die Aktivierung der GTPasen ein
Nukleotidaustausch notwendig, der seinerseits eine Konformationsdanderung nach sich zieht. Im Fall
von Sarl wird der Austausch durch den transmembranen Guanidinaustaschfaktor (GEF) Sec12
beschleunigt. Dieser GEF stellt ein Glycoprotein dar, welches aus einer N-terminalen
zytoplasmatischen Domane, einer Transmembrandomane und einer glykosylierten Doméane im
Lumen des ER besteht [42]. Bei in vitro Versuchen konnte weiterhin gezeigt werden, dass die
katalytische zytoplasmatische Domane von Sec12 (Sec12AC), fur die Rekrutierung von Sarl an die
ER-Membran und den damit verbundenen Nukleotidaustausch ausreichend ist [21]. Wahrend dieses
Nukleotidaustauschs erfahrt Sarl eine strukturelle Anderung, die dazu fiihrt, dass die bis dahin in
einer Tasche an der Proteinoberflache befindliche amphipathische N-terminale a-Helix aus dieser
heraus geklappt wird. Aufgrund der Tatsache, dass Secl2 ein Transmembranprotein des ER ist,
erfolgt diese Konformationsdanderung in unmittelbarer Nahe zur ER-Membran und ermdglicht so ein
leichteres Einbetten des hydrophoben Teiles der Helix in die dullere Halbschicht der ER-Membran
(Abbildung 3) [43, 44]. Durch diese Einlagerung werden die dufleren Lipide auseinandergedriickt,
was nach dem nach dem Bilayer-Couple-Modell eine leichte Krimmung der Membran nach sich

Abbildung 3: Aktivierung von Sarl (@) durch den Austausch von GDP zu
GTP. Diese Reaktion wird durch den GEF (Sec12 ()) katalysiert. Da dieser
. Prozess in der Ndhe der ER-Membran stattfindet, kann die amphipathische

ER Lumen a-Helix in die duBere Monoschicht inserieren (in Anlehnung an 43).

zieht. Versuche mit Sarl-Varianten, denen die amphipathische Helix fehlt, haben ergeben, dass eine
Vesikelbildung und anschliefende Abschnirung nicht stattfinden kann [45].

Im weiteren Verlauf der Vesikelbiogenese wird das Heterodimer Sec23/24 zur Membran
rekrutiert und bildet den inneren Hillkomplex (prebudding complex). Beide Monomere
unterscheiden sich dabei deutlich in ihren Sequenzen (Sequenzidentitdt 14 %) [46], obwohl sie
beziiglich der Faltung und der vorhandenen Domianen Ahnlichkeiten aufweisen. Auch phylogenetisch
sind beide Proteine miteinander verwandt [47]. Die Struktur von Sec23/24 dhnelt dabei einer Fliege
(bow tie, Abbildung 4) mit einer konkaven inneren Oberflache [37]. Diese kann sich wiederum sehr

Abbildung 4: Proteinstruktur des inneren
COPII-coat-Komplexes bestehend aus Sarl (weill), Sec23
(rot) und Sec24 (grun). Die konkave Form des
Heterodimers Sec23/24 erzwingt bei Anlagerung an eine
Membran (braun) eine Krimmung (erstellt mit Pymol 34,
pdb-file: 1M20).

gut an Sarl und die leicht gekrimmte Membran anlagern. Eine trunk-Doméane verknipft dabei die
einzelnen Monomere des Heterodimers. Eine Bindung von Sec23/24 an die Membran ohne Sarl ist
nur schwer moglich [45, 48], da der Sec23-Korper fir die Bindung mit Sarl um dessen ausgeklappte

7
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Helix rotiert und zur trunk-Domane gekrimmt vorliegt. Erst dadurch beschreibt die konkave
Oberflaiche des Heterodimers den gleichen Verlauf wie die gekrimmte Membran. [46]. Durch
basische Aminosdurereste und positiv geladene Zinkfinger-Domadnen (koordiniert durch
Argininreste) wird die Bindung an negativ geladene Phospholipide zusatzlich verstarkt. Die die
bereits vorhandene Krimmung der Membran weiter dadurch weiter forciert und stabilisiert [37].
Dariber hinaus bindet Sec23 an Sarl und GTP mit seinen B-barrel-, helikalen und gelsolindhnlichen
Domanen und bewirkt als GTPase aktivierendes Protein (GAP) eine Steigerung der GTPase-Aktivitat
[49]. Dabei ragt der Argininrest 722 des Sec23 in das aktive Zentrum von Sarl und bildet
Wasserstoffbriicken mit den Sauerstoffatomen der Phosphatgruppen (Abbildung5). Dies hat zur
Folge, dass sich die negativen Ladungen um das Phosphoratom reduzieren, wodurch ein Angriff von

Abbildung 5: aktives Zentrum von Sarl mit gebundenem
Mg2+ (@) und einer nicht hydrolysierbaren Variante von
GTP (GMP-PNP). Durch die Bindung an Sec23 wird ein
Argininrest  (Argininfinger ) im aktiven Zentrum
positioniert, der durch Wasserstoffbriickenbindungen die
negativen Ladungen der Sauerstoffatome in den
Phosphatresten abschwacht.( erstellt mit Pymol 34,
pdb-file: 1M20)

Wasser effizienter erfolgen kann [46, 50, 51]. Sec24 hingegen dient als Adapter fir Transportgut, das
spezifisch und selektiv mit den sich bildenden Vesikeln transportiert werden soll. Hier sind drei
voneinander unabhangige Plattformen fiir die Bindung auf der Oberflache lokalisiert, die durch die
B-barrel-Domane und einem Zinkfinger-Motiv erzeugt werden [45].

Als weiterer Schritt zur Bildung von Transportvesikeln erfolgt die Rekrutierung des
Heterotetramers Sec13/31. Dadurch erfdhrt Sarl eine weitere Stimulation seiner intrinsischen
GTPase-Aktivitat. Sec 13/31 fungiert dabei als duBere Hille (outer coat) [48, 49, 52], die beziiglich
ihrer Struktur flexibel aufgebaut ist. So haben in vitro Versuche zur Assemblierung von Sec13/31
gezeigt, dass sich das Heterotetramer bei Abwesenheit von Membranen und den anderen
COPII-Proteinen zu kafigartigen Strukturen (Kuboktaeder) zusammenlagert [53]. In Gegenwart von
tubuldren Strukturen wiederum beschreibt Sec13/31 andere Geometrien, was zeigt, dass es sich
hierbei um ein sehr flexibles und an die Erfordernisse (z. B. VesikelgroBe in Abhadngigkeit von der zu
transportierenden Fracht) angepasstes System handelt [54]. Beispielsweise verknipfen sich
Sec13/31 Heterotetramere zu rautenartigen Strukturen an der Oberfliche langer Ré6hren,
wohingegen sie an deren Enden Dreiecke bilden [54]. Weiterhin vereint das Heterotetramer
angrenzende Sec23/24-Komplexe, um damit Transportgut im reifenden Vesikel zu konzentrieren
[48]. Die kontinuierliche Steigerung der Membrankrimmung durch die schrittweise Rekrutierung
des inneren (Sec23/24) und duReren coat (Sec13/31) sowie die Aktivierung der GTPase-Aktivitat von
Sarl fuhrt letztlich zur Abschniirung von Vesikeln mit einem Durchmesser von 50-90 nm [2, 48, 49].
Durch Hydrolyse von GTP zu GDP und P; gelangt Sarl dabei wieder in seinen inaktiven Zustand
zurlck. Als Folge dessen wird die N-terminale amphipathische a-Helix in einer weiteren
Konformationsanderung in die hydrophobe Tasche von Sarl zuriickbewegt. Die Verankerung mit der
Membran wird gelést und die GTPase liegt wieder als inaktives, zytosolisches Protein vor [55].

In Gegenwart von nichthydrolysierbaren Varianten des GTP (z.B. Guanylyl-5-imidodiphosphat,
GMP-PNP) wird der Prozess der Vesikelbildung wahrend der Biogenese gestoppt [4, 52]. Anstelle der
Vesikel entstehen tubuldre Strukturen, auf denen die COPII-Proteine angeordnet sind.

8
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Kryoelektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen, dass diese Tubes teilweise in regelmaRigen
Abstanden eingeschniirt sind. Die Abstdnde dieser Einschniirungen (ca. 100 nm) entsprechen dabei
in etwa der GroBe der Transportvesikel, wie sie unter Hydrolysebedingungen entstehen
(50 bis 90 nm) [2, 48, 49]. AuRerdem ist neben der verdickten Membran (Indiz fiir den Einbau von
Sarl und Sec23/24) auch ein weiterer Bereich mit hoher Elektronendichte zu sehen. Dieser,
unmittelbar neben der Membran befindliche, wird dem Sec13/31 zugeordnet[54].

3.2 Fluoreszenz

3.2.1 Grundprinzip

Als Fluoreszenz wird die Eigenschaft von Molekilen und Atomen bezeichnet, Photonen einer
definierten Wellenldnge zu emittieren, unter der Voraussetzung, dass sie vorher angeregt worden
sind. Neben der Phosphoreszenz stellt die Fluoreszenz ebenfalls eine Art der Lumineszenz dar, deren
grundlegende Prozesse im nachfolgenden Jablonski-Diagramm (Abbildung 6) vereinfacht dargestellt

sind.
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Abbildung 6: Jablonski-Diagramm, in dem die grundlegenden Vorgédnge bei der Entstehung von Lumineszenz dargestellt
sind. — symbolisieren dabei den elektronischen Grundzustand S,, sowie die beiden angeregten Zustande T, und S;. Zu
jedem dieser einzelnen Energiezusténde (Sq, S; und T,) existieren verschiedene Schwingungsenergieniveaus —. Strahlende
Uberginge zwischen den Niveaus, sind als senkrechte Pfeile (Fluoreszenz, Phosphoreszenz) dargestellt. — zeigen
strahlungslose Relaxation innerhalb eines Niveaus und = strahlungslose Uberginge zwischen den elektronischen
Zustanden. Die Abgabe von Fluoreszenzlicht (a), das intersystem crossing auf héhere Schwingungsenergieniveaus des
Triplettzustands (b) sowie die Innere Umwandlung auf héhere Schwingungsenergieniveaus des Singulettgrundzustands (c)
stellen 3 Moglichkeiten dar, den ersten angeregten Singulettzustand zu verlassen (modifiziert nach [56]).

Werden Molekiile oder Atome mit Licht bestrahlt, dessen Energiegehalt groRer oder gleich der
Energiedifferenz  zwischen dem ersten angeregten Singulettzustand (S;) und dem
Singulettgrundzustand (Sp) ist, so besteht die Méglichkeit, dass durch Absorption dieser Photonen
und der damit verbundenen Energieaufnahme einzelne Elektronen vom Singulettgrundzustand (Sg)
auf einen Singulettzustand hoherer Energie wechseln kdnnen. Jedes dieser elektronischen
Energieniveaus (—, Abbildung 6) besitzt wiederum verschiedene Schwingungsenergieniveaus
(—, Abbildung 6), die von dem angeregten Elektron besetzt werden kdnnen. Dieser Wechsel
zwischen den elektronischen Energieniveaus (Sp zu S;) lauft in einem Zeitintervall von 10 s ab, was
zur Folge hat, dass nach dem Frank-Condon-Prinzip keine Anderung des Kernabstandes stattfindet.
Befindet sich ein Elektron auf einem Schwingungsenergieniveau innerhalb von S;, so relaxiert es auf
das niedrigste Schwingungsniveau des angeregten Zustandes (S;) herab. Hierbei handelt es sich um
einen strahlungslosen Prozess, bei dem die Anregungsenergie in Schwingungs- und Rotationsquanten
umgewandelt und anschliefend ins Medium abgegeben wird. Dadurch, dass dieser Prozess mit einer
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Lebensdauer von 102 s ca. 10000-mal schneller abliuft, als die Fluoreszenzlebensdauer betragt
(10%s), erfolgt die Riickkehr in den Grundzustand (S,) in der Regel von dem niedrigsten
Schwingungsenergieniveau des angeregten Zustandes (Kashas Regel, [57]). Dabei existieren mehrere
Moglichkeiten, wie diese Riickkehr erfolgen kann.

Zum einen ist eine Rickkehr in den Grundzustand durch Abgabe von Fluoreszenzphotonen
moglich. Bei diesem Prozess besitzt das Elektron, welches angeregt wurde, einen dem Elektron aus
dem Grundzustand entgegengesetzten Spin, womit eine Riickkehr nach dem Pauli-Prinzip moglich ist.
Eine weitere Moglichkeit, das S;-Niveau zu verlassen, stellt das intersystem crossing in den ersten
angeregten Triplett-Zustand (T,) dar. Dabei erfolgt allerdings eine Spinumkehr des angeregten
Elektrons, wodurch eine Riickkehr in den Grundzustand nach dem Pauli-Prinzip nicht erfolgen kann.
Da der Triplett-Zustand (T;) energetisch niedriger ist als der S;-Zustand, ist eine Riickkehr aus diesem
ebenfalls nicht moglich. Um in den Grundzustand zurilickkehren zu kénnen, ist neben der Emission
von Photonen auch eine erneute Spinumkehr notwendig. Diese Emission von Photonen aus dem
T,-Zustand wird als Phosphoreszenz bezeichnet. Die Lebensdauer dieses angeregten Zustandes ist
hierbei mit 102 bis 1 s deutlich groRer als die des S;-Zustandes. Wiahrend ein Molekiil im Triplett-
Zustand verweilt, befindet es sich in einer Dunkelphase. Eine dritte im Jablonski-Diagramm
(Abbildung 6) abgebildete Moglichkeit, das S; Niveau zu verlassen, besteht in der inneren
Umwandlung. Dabei wechselt das Elektron vom S;-Niveau auf ein hoheres Schwingungsniveau des
Grundzustandes Sy und relaxiert strahlungsfrei auf das niedrigste Schwingungsenergieniveau.

Weitere zuséatzliche Maglichkeiten, in den Grundzustand zurlickzukehren, sind strahlungslose
Konkurrenzprozesse zur eigentlichen Emission von Fluoreszenzlicht (Quenchen). Dabei besteht die
Moglichkeit, dass der Fluorophor durch Zusammenstofe mit dem Losungsmittel relaxiert
(dynamisches Quenchen) oder nichtfluoreszierende Komplexe (statisches Quenchen) bildet. Diese
Prozesse sind jedoch meist reversibel und kdnnen bei geeigneter Wahl des Messsystems reduziert
oder komplett unterdriickt werden. Einen irreversiblen Prozess stellt das sogenannte Photobleichen
(photo bleaching) dar, wobei das Molekil dauerhaft im Dunkelzustand verbleibt. Grund dafir ist die
teilweise Zerstorung der Molekulstruktur, z.B. in Form von Bindungsbriichen durch zu hohe
Lichtintensitaten.

In der Regel besitzt das Fluoreszenzlicht eine grofere Wellenlange und somit niedrigere Energie
als das Anregungslicht. Das Fluoreszenzspektrum ist also im Vergleich zum Anregungsspektrum in

Ml

e —

~ s,

Wellenlance
,_I

Wellenlange

5 Abbildung 7:  Schematische Darstellung des Stokes-Shift.

Fluoreszenz Betrachtet werden dabei die Ubergidnge zwischen dem

Absorption Grundzustand S, und dem ersten angeregten Zustand S;. Die

Stoes s I?icke der jeweiligen Pfeile (blau und grin) stellt"dabei die
JﬂN\f\y_’ Ubergangswahrscheinlichkeit dar. Gleiche Ubergangs-

» wahrscheinlichkeiten fiihren zu gleichen relativen Peakhodhen.
(entnommen aus 58)

Wellenlange

den langerwelligen Spektralbereich verschoben worden, was als Stokes-Shift bezeichnet wird
(Abbildung 7) Ursache dafiir ist die Reorientierung der den Fluorophor umgebenden
Losungsmittelmolekiile, wenn dieser angeregt wird. Diese Reorientierung benotigt ihrerseits Energie,
die dem angeregten Fluorophor entzogen wird. Das hat eine energetische Absenkung des angeregten
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Zustandes S; zur Folge und verursacht die Emission von Licht geringerer Energie bzw. gréRerer
Wellenldnge. Da der Prozess der Reorientierung der Lésungsmittelmolekiile im Bereich von 10 s
geschieht, erfolgt die Absenkung des S;-Niveaus vor der Emission von Fluoreszenzlicht. Diese
Verschiebung stellt eine wichtige Voraussetzung dar, Anregungs- und Emissionslicht durch
wellenlangenabhangige Strahlteiler zu trennen, was z.B. bei der konfokalen Fluoreszenzmikrosko pie
angewendet wird.

3.2.2 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie
3.2.2.1 Allgemeiner Aufbau

Fluoreszenzmikroskopie ist ein in den Biowissenschaften hadufig eingesetztes bildgebendes
Verfahren. Dabei werden Proben, die mit Hilfe eines fluoreszierenden Molekiils (Fluoreszenzmarker,
wie zum Beispiel synthetische Farbstoffe oder fluoreszierende Proteine wie des green fluorescent
protein, GFP) markiert wurden, durch Licht einer bestimmten Wellenlange (Anregungswellenldnge)
bestrahlt. Dieses Licht ist charakteristisch flir den Fluoreszenzmarker und wird in der Regel von
einem Laser abgegeben, Uber einen dichroitischen Spiegel auf die Probe geleitet und durch ein
Objektiv fokussiert (Abbildung 8). Das Emissionslicht, welches von der Probe abgegeben wird, wird
durch dasselbe Objektiv eingesammelt und lber den dichroitischen Spiegel zum Detektor geleitet.

konfokale Blende dichroitischer Spiegel Scanner

(pinhole)
l\.
N
Objektiv

Objekt innerhalb |
der Brennebene

Detektor

Objekt

Abbildung 8: Grundprinzip eines konfokalen Fluoreszenzmikroskops (in Anlehnung an 59)

Dadurch liegen die beiden Foki der Punktlichtquelle und des Punktlichtdetektors aufeinander
(konfokal). Aufgrund des Stokes-Shift (siehe 3.2.1) kdnnen das Anregungslicht und das Emissionslicht
am dichroitischen Spiegel voneinander getrennt werden. Um die axiale Auflésung zu verbessern,
wird vor dem Detektor eine Lochblende (pinhole) installiert, die dafir sorgt, dass nur
Fluoreszenzlicht aus dem Fokusbereich detektiert wird. Licht der unteren und oberen Bildebenen
wird dabei ausgeblendet. Da nur Licht innerhalb des Fokus analysiert werden kann, muss eine
groBere Probe Punkt flr Punkt gescannt werden. Veranderungen in sehr kurzen zeitlichen
Intervallen lassen sich dadurch nur bedingt abbilden. Ein Vorteil der konfokalen Technik besteht
allerdings in der Moglichkeit, Informationen und Signale von einzelnen Fluorophoren zu
untersuchen, die im gemittelten Signal einer klassischen Ensemble-Messung verborgen sind.

3.2.2.2 Fokusbeschreibung und Modelle

Die Ausdehnung des kombinierten Fokus aus Punktlichtquelle und Punktlichtdetektor kann durch ein
dreidimensionales GauR-Profil ndherungsweise beschrieben werden (Gleichung [1]).

11



3 Theoretischer Teil

=)
p(¥) = Iye i e\ % Gleichung [1]

p(7) wird als Detektionsprofil bezeichnet, wobei 7 die Position des Molekiils im Raum beschreibt.
Das elliptische effektive Fokusvolumen wird durch die radiale (1) und axiale (zZ) Ausdehnung
beschrieben, bei denen 1, (bei z=0) bzw. z, (bei r=0) die Abstande vom Mittelpunkt darstellen, fir
die gilt:

p = IO:—Z(AbbiIdung 9)

A

Abbildung 9:  Schematische  Darstellung  des
Detektionsvolumens eines konfokalen Mikroskops.

Nach [56] ergibt sich ein effektives Fokusvolumen gemaR Gleichung [2].

3
V=mn271fz, Gleichung [2]

Da in einem konfokalen System die Auflésung beugungsbegrenzt ist, ergeben sich fir die
Ausdehnung 71, in Abhdngigkeit von der Wellenldnge des verwendeten Anregungslichts
GréBenordnungen von einigen 100 nm. Die Ausdehnungvon z, hangt vom Durchmesser des pinhole
ab und betrdgt einige um. Anhand dieser Dimensionen ergibt sich gemaR Gleichung [2] ein effektives
Fokusvolumen im Bereich von < 1 fl.

Um ein einzelnes Fluorophor zu detektieren, ist ein moglichst hohes Signal zu Rausch-Verhaltnis
notwendig. Das Rauschen ist dabei abhdangig von der Anzahl der in Losung vorhandenen Molekile
und wird durch eine Reduktion des Detektionsvolumens ebenfalls reduziert. Dadurch wird es
moglich, die Fluoreszenzsignale eines einzelnen Fluorophors in Lésung zu detektieren.

Objektiv. |

Abbildung 10: Prinzipieller Strahlenverauf innerhalb des
Immersionsmediums, des Deckglases und der Probe.
Aufgrund der Unterschiede in den Brechungsindices des
Objekt/Medium Immersionsmediums (n,) und der Analytenumgebung (n,)
entsteht ein Unterschied zwischen der theoretischen
z-Position des Fokus (nominal focus position, NFP) und der
tatsachlichen (actual focus position, AFP), die als
focal shift bezeichnet wird (modifiziert nach 61)

Immersionsmedium

] Deckglas

NFP \

Ein weiterer wichtiger Aspekt ist das Immersionsmedium, da es einen Einfluss auf die Aberration
(sphérisch als auch chromatisch) sowie die Lage und Gestalt des konfokalen Volumens haben kann
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[61]. Grund dafiir sind Unterschiede im Brechungsindex des Immersionsmediums im Vergleich zur
Probe, die letztlich dazu flihren, dass die erwartete Z-Position nicht der tatsdchlichen entspricht
(Abbildung 10).

3.2.3 Fluorescence Correlation Spectroscopy (FCS)
3.2.3.1 Aligemeine Herleitung der Autokorrelationsfunktion

Gegenstand der FCS ist die Analyse von zeitabhdngigen Schwankungen der Intensitdt eines
Fluoreszenzsignals [62]. Diese Schwankungen stellen das Resultat dynamischer Prozesse, wie
beispielsweise translatorische Diffusion eines Molekils durch den Fokus, Rotationsdiffusion,
photophysikalische Prozesse oder interne Dynamik, dar. Dabei liefert die Korrelation des
detektierten Signals Giber ein definiertes Zeitintervall Informationen liber die temporaren Abldufe
der oben beschrieben Prozesse sowie die Anzahl der davon betroffenen Molekiile.

Die Fluktuation §F (t) des Fluoreszenzsignals F(t) wird dabei definiert als:

SF() = F(t) —(F(t)) ) Gleichung [3]
Aus den Fluktuationen kann die Autokorrelationsfunktion G (7 ) berechnet werden.

_BFOSFE+D) | (FOF(t+1)

G(7) F D)2 +1= TFOR . Gleichung [4]

Unter Berlcksichtigung der Fokusbeschreibung durch ein dreidimensionales Gaul3-Profil
(Gleichung [1]) kann die Autokorrelationsfunktion gemaR [56] beschrieben werden als

1

1 4pt\"" 4DT\ 2
Gr)= —|1+— 1+—- +1 . Gleichung [5]
N Ty zy

D entspricht dabei dem Diffusionskoeffizienten, N der mittleren Teilchzahl im Fokusvolumen, 7, der
radialen und z, axialen Ausdehnung des Fokusvolumens. Durch ersetzen von 7

¢ = 1p4D Gleichung [6]
und z3
z2 = S?r¢ = S?1p4D Gleichung [7]

in Gleichung [5] erhdlt man
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G(t) = 1<1+T)ﬂ<1+ ! y-+1 Gleich 8
7) = N - 7o, . eichung [8]

Diese beschreibt die charakteristische Abklingkurve fir eine Fluoreszenzautokorrelation bei
dreidimensionaler translationaler Diffusion. Im Fall einer zweidimensionalen Diffusion reduziert sich
Gleichung [5] zu

6 = —(142F _1+1
T) = — — i
N 7”02 . Gleichung [9]

Auch hier lasst sich roz (Gleichung [6]) in Gleichung [9] ersetzen zu

1 T\ !
G(r) = N(l +¥) +1 Gleichung [10]

Gleichung [10] beschreibt die charakteristische Abklingkurve fiir eine Fluoreszenzautokorrelation bei
zweidimensionaler translationaler Diffusion.

Mit Hilfe der Stokes-Einstein Relation (Gleichung[11]) kénnen die Diffusionskoeffizienten D
kleiner globuldrer Makromolekiile (z.B. Proteine) bei dreidimensionaler Diffusion mit dem
hydrodynamischen Molekdilradius R, in Verbindung gebracht werden

kg T

=— Gleichung [11
6mn R, g[11]

Dabei stellen T die Temperatur des Mediums, kg die Boltzmannkonstante und 7 die dynamische
Viskositdt des Mediums bei gegebener Temperatur T dar.

3.2.3.2 Triplettdynamik und Afterpulsing

Wie in 3.2.1 erwdahnt, existieren fir ein Elektron im ersten angeregten Zustand (S;) neben der
Abgabe von Fluoreszenzlicht noch weitere Moglichkeiten, das S;—Niveau zu verlassen und in den
Grundzustand zuriickzukehren. Eine davon, bei dem das Elektron vom Singulettzustand (S;) in den
Triplettzustand wechselt, sorgt dafiir, dass der Fluorophor in eine Art Dunkelzustand versetzt wird
und kein Fluoreszenzlicht abgeben kann. Dies hat Auswirkungen auf die Autokorrelationsfunktion,
bei der sich die Amplitude aufgrund der geringeren Anzahl an Fluorophoren, die Fluoreszenzlicht
abgeben kénnen, erhoht. Weiterhin fiihrt es zu einer regelmaRigen Fluktuation des Signals, bei der
ein Hell-Dunkel-Zyklus eine gewisse Zeit (Triplettzeit, ) dauert. Fir den Fall, dass translationale
Diffusion und Triplettdynamik auf deutlich (um mehrere GréRenordnungen) verschiedenen
Zeitskalen stattfinden, gelten folgende Ausdriicke fiir die Korrelationsfunktion [63]
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1

T\ ! ) _z
G =7(1+—) (1+ ) (1—T + T T)+0 leich 12
(@) N(—T) o S2r, r+ Tre 7T ff Gleichung [12]
fir dreidimensionale Diffusion und
T\ ! _T
G(r) = N(l——TT)(l-I_g) (1_TT + Tre TT)"'Off Gleichung [13]

fir zweidimensionale Diffusion. Dabei entspricht T dem Anteil an Fluorophoren, die sich im
Triplettzustand befinden, tr ist die Triplettzeit und Off einem Offset, der die Verschiebung der
Korrelationskurve in Y-Richtung u.U. korrigiert. Wenn keine Verschiebung vorhanden ist, betragt
dieser Offset den Wert 1. Die Notwendigkeit fiir einen Offset besteht in der Anderung der mittleren
Signalintensitat wahrend der Z-Scan-FCS-Messung (siehe 3.2.4).

3,5 4

3,0 4

2,5 . 1

2,0 J

G(t)

1,54 B

1,0

T T T T T T
3 2 1 0

10° 107 10° 10 16*‘ 10° 10° 10" 10" Abbildung 11: Autokorrelationskurve mit translationalem
Diffusionsanteil (=), Triplettanteil (=) und

/s
/ Afterpulsing(e).

Aufgrund von Riickkopplung besteht fiir jedes detektierte Fluoreszenzphoton eine gewisse
Wahrscheinlichkeit, dass der Detektor im Anschluss einen weiteren Impuls abgibt. Dieser Effekt wird
als Afterpulse bezeichnet und ist abhdngig von der Art des Detektors [64]. Afterpulsing hat ebenfalls
einen Einfluss auf den Verlauf der Autokorrelationsfunktion, da er im Zeitbereich kleiner
10° Sekunden deren Amplitude deutlich erhéht (Abbildung 11).

3.2.4 Z-Scan-FCS

Wie in 3.2.3 ff. erldutert, findet die FCS Anwendung bei der Aufklarung von Dynamiken auf
molekularer Ebene. Dabei werden in der Regel Prozesse betrachtet, die in raumlicher Umgebung
stattfinden und durch dreidimensionale Diffusionsmodelle beschrieben werden (z.B. Proteinfaltung
[65, 66, 67] oder Bewegung von Proteinkomplexen [68] sowie DNA-DNA-Interaktionen in Losung
[69]).

Einen Unterschied stellt die Untersuchung von molekularen Vorgiangen an Grenzflachen dar,
wie sie beispielsweise bei Protein-Membran-Interaktionen vorliegen. In diesem Fall werden
zweidimensionale Diffusionen analysiert [70, 71]. Dies hat zur Folge, dass die Position des Fokus zum
Analyten/der Grenzfliche einen Einfluss auf die Auswertung der FCS-Parameter (N und 1p) zeigt
(Abbildung 12). Grundsatzlich kann das Anregungsprofil (Abbildung12, Bild A) durch den
fokussierten Laserstrahl auch als fokussierter GaulRstrahl beschrieben werden [60]. Das bedeutet,
dass bei Messungen oberhalb und unterhalb des Fokuszentrums eine groBere Anregungsflache zu
Grunde liegt, als bei Messungen im Zentrum. So beschreiben N sowie T einen parabolen Verlauf in
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Abbildung 12: Auswertungsstrategie von zeitabhdngigen Z-Scan-FCS-Daten (gemdR 70) am Beispiel der mittleren
Teilchenzahl im Fokus. (Bild A) Bewegung einer Grenzflache () (z.B. Aufgrund der Verdunstung der Subphase, auf der
diese préapariert wurde) durch das konfokale Detektionsvolumen (). Wihrend dieser Migration diffundieren
Fluorophore innerhalb dieser Grenzschicht durch den Fokus (—). (Bild B) Peak-formige Kurve der Fluktuations-
signale (—) von Fluorophoren innerhalb der planaren Schicht, die sich durch das konfokale Detektionsvolumen bewegt.
Diese wird in mehrere gleichgroBe Segmente zerlegt (). (Bild C) Signale von jedem der Segmente werden
autokorreliert (¢) und gemaR Gleichung [13] angepasst (—). (Bild D) Die so aus jeder Korrelationskurve bestimmten
mittleren Teilchenzahlen beschreiben bei der Auftragung gegen die Migrationszeit des zugehdérigen Segmentes einen
parabolen Verlauf (e). Dieser wiederum kann durch ein Polynom zweiten Grades angendhert werden (--), dessen
Minimum der mittleren Teilchenzahl in der Aquatorialebene des konfokalen Volumens entspricht. Im Falle von 7 ist die
Vorgehensweise analog.

Abhangigkeit von der axialen Position innerhalb des Detektionsfokus [72]. Die Signalintensitat
hingegen zeigt in Abhangigkeit von der Z-Position einen glockenkurvenartigen Verlauf. Aus diesen
Betrachtungen folgt, dass die ermittelten FCS-Parameter eine Abhangigkeit von der jeweiligen
Z-Position innerhalb des konfokalen Volumens zeigen. Um mehrere parallele Messungen vergleichen
zu kdnnen, ist es notwendig, diese auf eine Z-Position (Aquatorialebene) innerhalb des konfokalen
Volumens zu beziehen. Dies lasst sich beispielsweise realisieren, indem Grenzflachen, die in der
axialen Position gezielt bewegt werden kdnnen (z.B. Phospholipid-Monoschichten an Luft-Puffer-
Grenzflachen) durch Pumpen, Absaugen oder Verdunsten der Subphase letztlich durch den Fokus
,wandern” (zeitabhangige Z-Scan-FCS, [70]). Das Ergebnis dieses kontinuierlichen Durchwanderns
zeigt eine Fluktuationskurve mit einem glockenkurvenférmigen Charakter (Abbildung 12, Bild B).
Durch Zerlegung dieser Fluktuationskurve in kleine Segmente und deren jeweiligen Analyse nach
Gleichung [12] (fur ein zweidimensionales Diffusionsmodell, Abbildung 12, Bild C) lassen sich
abhdngig von der Z-Position die Parameter N und tp bestimmen. Werden die so ermittelten
Parameter gegen die Messzeit t aufgetragen, ergibt sich der bereits erwdhnte parabole Verlauf,
dessen Minimum die jeweiligen Parameter im Zentrum des konfokalen Volumens wiedergibt
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(z.B. Auswertung der mittleren Teilchenzahl im Fokus N, Abbildung12, Bild D). Eine andere
Moglichkeit, die Grenzflaiche durch den Fokus zu bewegen, besteht darin, dass diese konstant
gehalten wird und der Fokus in definierten Schritten entlang der Z-Achse bewegt wird. Die bei jedem
Schritt erhaltenen Fluktuationskurven ergeben ebenfalls ein in Abbildung 12, Bild B vergleichbares
Profil. Aus jedem dieser Abschnitte konnen analog zur Variante mit kontinuierlichem
»,Durchwandern“ N und tp bestimmt werden. Auch hier zeigt die Auftragung der jeweiligen
Fitparameter (N und tp) gegen die Z-Position einen parabolen Verlauf [70].

In [70] wurde weiterhin gezeigt, dass die Z-Scan-FCS-Analyse von Vesikeln, die auf
Borosilikatglas gespreitet wurden, beziiglich der Minima der Fitparameter (N und 1p) in
Abhangigkeit ihrer Z-Position nicht identisch sind mit der Z-Position, bei der die hdchste
Signalintensitdt gemessen wurde. Die GroRRe dieser Verschiebung zwischen dem Maximum der
Intensitdt auf der einen Seite und dem Minimum der Fitparameter auf der anderen Seite ist
abhangig von der Art und Dicke des Tragermaterials [70]. Derartige Effekte sind somit bei Systemen
zu erwarten, bei denen die zu analysierende Grenzflaiche zusatzlich auch eine Trennung zweier
Medien verursacht, die unterschiedliche optische Brechungsindices aufweisen (z.B.
Phospholipidmonoschicht, Wasser/Luft; gespreitete Lipide auf Tragermaterial, Wasser/Glas).

3.2.5 Bestimmung von molekularen Insertionsflachen in Monoschichten

Die Kombination einer Langmuir-Filmwaage mit einem konfokalen Mikroskop ermdglicht es, durch
Anwendung des Z-Scan-FCS-Verfahrens (3.2.4) die Anzahl der Molekiile zu bestimmen, die sich an
einer Monoschicht befinden. Unter der Annahme, dass sich alle Molekiile gleichmaRig auf der
gesamten Oberflache der Monoschicht verteilen, kann mit Hilfe der bestimmten Teilchenzahl bei
einer gegebenen Fokusflache (siehe Abbildung 12) und der gemessenen Flachendnderung wahrend
der Interaktionsphase die molekulare Interaktionsfliche gemald

AA
Amol = Ages X
A Nmin
Fokus

Gleichung [14]

bestimmt werden. Dabei stellen AA die Flachenanderung vom Beginn der Proteininteraktion bis hin
zum Zeitpunkt der FCS-Messung, Ages die absolut gemessene Oberflache zwischen den Barrieren
zum Zeitpunkt der FCS-Messung, Agokus die im Rahmen der Systemkalibrierung ermittelte Flache
der Aquatorialebene des konfokalen Volumens, N.;, die minimale Teilchenzahl im Fokus
(siehe 3.2.4 ff.) und X den Dotierungsgrad dar.

Alternativ ist es auch moglich, die molekulare Interaktionsflache lber die Verdrangung der
vorhandenen Monoschichtkomponenten durch Z-Scan-FCS zu berechnen. Voraussetzung dafir ist,
dass dabei sowohl die Monoschicht als auch die inserierenden Molekiile durch einen
Fluoreszenzfarbstoff markiert sind. Unter der Annahme, dass sich alle Molekile in der Grenzflache
gleichmaRig verteilen, lasst sich der Platzbedarf der inserierten Molekile durch die Differenz der
Teilchenzahl der markierten Monoschichtkomponenten vor und nach der Insertion gemafR

AFokusmon
AA, = <M> (Nmono, — Nvonog) Gleichung [15]

Monop
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berechnen. Durch Bestimmung der Teilchenzahl der inserierten Molekule (z.B. Proteine) nach der
Insertionsphase gemaR

AFokus Nmin
Nipsert = ( Hone < Insert) Gleichung [16]
AFOkUSInsert X

lasst sich mit Hilfe von Gleichung [15] und Gleichung [16] die molekulare Interaktionsflache nach

Amol = AAl = <NM0n0A _ NMO“°B> (AFOkuslnsert>X

N Gleichung [17]

NInsert NMOHOA minypgert

berechnen. Dabei werden die unterschiedlichen Fokusflichen der beiden Detektionskandle in
Gleichung [16] bericksichtigt. AFOkuSMono stellt die Fokusflache des Detektionskanals dar, in dem die
Fluoreszenz der markierten Monoschichtkomponenten gemessen wird, und Nyopo,die Anzanl
markierter Monoschichtkomponenten im Fokus vor der Insertion. Der Quotient aus beiden
entspricht der Flache eines mittleren ,Clusters” der Monoschichtkomponenten, welches aus einem
fluoreszenzmarkierten Molekil und, gemall dem Mischungsverhdltnis der eingesetzten Losung,
entsprechend vielen anderen Molekilen besteht. Es wird davon ausgegangen, dass sich diese
einzeln und unabhdngig voneinander bewegen, sodass sie kein echtes Cluster oder Aggregat
gebildet wird. Diese Flache wird wahrend des Insertionsexperimentes als konstant angenommen.
Nyponogstellt die Anzahl von markierten Monoschichtkomponenten im Fokuszentrum nach der
Insertion dar.  Apous;,.,, P€2Z€iChnet die Fokusfliche des Detektionskanals, in dem die
Fluktuationen der inserierten Molekile gemessen werden, Np;, . die Anzahl an markierten
inserierten Molekilen im Zentrum des konfokalen Volumens und X den Dotierungsgrad der
inserierten Molekile. Es wird davon ausgegangen, dass markierte und nichtmarkierte Molekiile in

gleicher Weise in die Monoschicht inserieren.
3.3 Tensiometrie

Die Tensiometrie bezeichnet eine Technik zur Messung der Oberflichenspannung o an der
Grenzflache der flissigen Subphase zur umgebenden Luft. Bei dem in dieser Arbeit verwendeten
Messprinzip, namlich die Kraftmessung nach der Plattenmethode (Wilhelmy), wird die Kraft F
gemessen, die sich durch die Benetzung einer senkrecht aufgehdngten Platte ergibt. Lagern sich
Substanzen an der Luft/Subphasen-Grenzfliche an, so verdndern sie die Oberflichenspannung der
Subphase (Osyystanz). Diese Differenz der Oberflachenspannung der reinen Subphase und der
Oberflachenspannung der Subphase in Gegenwart grenzflachenaktiver Substanzen wird als lateraler

Oberflachendruck m bezeichnet

T = 0 — Osypstanz . Gleichung [18]

Diese Anderung in Form des lateralen Oberflichendruckes m kann zum einen durch Aufsetzen
(Spreiten) von amphiphilen Molekdilen (z.B. Phospholipide) erreicht werden, die sich ausschlielich
an dieser Luft/Subphasen-Grenzfliche anlagern (Langmuir-Monoschicht). Zum anderen ist es
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moglich, dass wasserlosliche Molekiile eine Monoschicht aufbauen, indem sie sich sowohl in der
waissrigen Subphase als auch an der Luft/Subphasen-Grenzfliche befinden und zwischen beiden in
einem dynamischen Gleichgewicht stehen (Gibbs-Monoschicht).

3.3.1 Grundsetup und Vergleich verschiedener Langmuir-Troge

Das Standardsetup zur Bestimmung des Oberflichendruckes m besteht aus einem flachen,
temperierten Becken (Langmuir-Trog), welches verschiedene geometrische Grundformen aufweisen
kann (rechteckig, rund; Abbildung 13). Als Material, welches den Trog auskleidet, wird in der Regel
Teflon verwendet, da es chemisch innert ist und abweisende Eigenschaften gegeniiber hydrophilen
und hydrophoben Systemen besitzt. In diesen wird die Subphase hineingefiillt.

Zur Erzeugung einer Monoschicht mit einem definierten Oberflachendruck gibt es wiederum
zwei Moéglichkeiten. Zum einen kdnnen wenige amphiphile Molekile auf die Subphasenoberflache

Abbildung 13: (Bild A) Beim rechteckigen Langmuir-Trog mit beweglichen
Barrieren kann der Oberflachendruck durch Kompression (Bewegung der
Barrieren) oder durch Andern der Menge an gespreiteten Material beeinflusst
werden. (Bild B) Beim runden Trog nicht dies nicht der Fall. Hierbei ist die
Einstellung des Oberflaichendrucks ausschlieBlich durch die Variation der
Menge an gespreitetem Material méglich.

gespreitet und diese dann mit Hilfe von beweglichen Barrieren (Abbildung 13, Bild A) soweit
komprimiert werden, bis der gewlinschte Oberflachendruck erreicht ist. Zum anderen ist es moglich,
solange Molekiile auf die Subphasenoberflache zu spreiten, bis diese eine Monoschicht ausbilden. Je
mehr Molekile auf die Oberfliche aufgetragen werden, desto mehr &dndert sich die
Oberflachenspannung der Subphase und somit auch der Oberflachendruck. Dieses Prinzip stellt bei
Langmuir-Filmwaagen ohne bewegliche Barrieren (Abbildung 13, Bild B) eine Mdglichkeit dar, den
gewlinschten Oberflachendruck zu erreichen.

3.3.2 Kraftmessung nach der Plattenmethode von Wilhelmy

Mit Hilfe der Plattenmethode nach Wilhelmy soll die Oberflichenspannung ¢ an der Grenzflache
Luft/Subphase Uber einen Zeitraum t gemessen werden. Die Oberflichenspannung o ist aus
thermodynamischer Betrachtung die partielle Ableitung der freien Enthalpie G nach der Oberflache
Ag bei konstantem Druck p und konstanter Temperatur T (Gleichung [19])
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aG
o= (—) Gleichung [19]
aAO T,p °

Bei der Plattenmethode wird ein in seiner Form definierter geometrischer Korper
(Wilhelmy-Plattchen) aus Platin oder, wie in dieser Arbeit verwendet, aus Filterpapier senkrecht zur
Luft/Subphasen-Grenzfliche in die Subphase hineingetaucht (Abbildung 14). Dabei wird die am

Umfang =
2(b+t) ot
! 1 Wasser
Kpntakt— : 3 Eintauch-
winkel (6) i = tiefe (d)
i1 = Breite (b) ih
- Abbildung 14: Schematische Darstellung eines Wilhelmy-

] Plattchens (Filterpapier) in der Subphase (modifiziert
Tiefe (tw) nach [74])

Plattchen wirkende Kraft Fyy; gemessen, welche sich aus drei Teilkomponenten (Gleichung [20]) 6
Fyw = [Fg] — [E] + [2 Fy] = [pplbtywg] — [psdbtwg]l + [2(b + ty)o cos O] Gleichung [20]

zusammensetzt. Hier sind Fg die Gewichtskraft des Wilhelmy-Pldttchens, E, der Auftrieb sowie Fy
die Gewichtskraft des sich bildenden Meniskus an der Kontaktflache von Subphase (Dichte pg) und
Wilhelmyplattchen. Das Wilhelmypldttchen wird durch seine Lange [, seine Breite b, seiner Tiefe ty,
sowie seiner Dichte pp beschrieben. Aufgrund seiner Rauigkeit und Saugfahigkeit fihrt das
Filterplattchen dazu, dass der Wassermeniskus in einem sehr kleinen Kontaktwinkel ® am Plattchen
anliegt (@~ 0°). Weiterhin kann die Gewichtskraft des Wilhelmyplattchens (nachdem es sich
vollstdndig mit der Subphase vollgesogen hat) als konstant angenommen werden. Anders als bei
Systemen mit stationdren Kraftmessern, bei denen die Eintauchtiefe d des Wilhelmyplattchens

Bewegung des pruckaufnehmers

Abbildung 15: Schematisch Darstellung der Eintauchtiefen des Wilhelmy-Plattchens wahrend der Bewegung des
Druckaufnehmers bei einem schief ausgerichteten Langmuir-Trog.
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ebenfalls als konstant angenommen werden kann, ist dies bei einem System mit Kraftmessern, die
parallel zur Grenzflaiche bewegt werden, nicht zwangslaufig der Fall (Abbildung 15). Wenn die
Filmwaage nicht parallel ausgerichtet ist, verandert sich d, da es auf der einen Seite in die Subphase
hineingedriickt und auf der anderen Seite herausgezogen wird. Andert sich nun die
Oberflachenspannung der Subphase o, so verdndert sich auch die Kraft des Meniskus F;; Damit die
gemessene Anderung der Kraft F auch wirklich nur der Anderung der Kraft des Meniskus F, (und
damit der der Anderung von o) entspricht, missen demnach die Gewichtskraft des
Wilhelmyplattchens und der Auftrieb des Systems konstant sein. Das heilt, dass die Filmwaage
horizontal ausgerichtet werden muss.

3.3.3 Adsorption von Molekiilen aus der Subphase

Neben der Analyse von amphiphilen Molekilen auf der Subphasen/Luft-Grenzfliche werden auch
Substanzen untersucht, die aus der wassrigen Subphase heraus mit der Grenzflache bzw. den darauf
befindlichen Molekiilen interagieren. Dazu wird die zu untersuchende Substanz unterhalb der
Subphasengrenzflache injiziert und durch langsames, aber gleichmaRiges Riihren in dieser verteilt
(Abbildung 16). Ist die zu untersuchende Substanz grenzflichenaktiv, so interagiert sie letztlich
(bedingt durch Diffusions- und Konvektionsprozesse) mit der Grenzflache, indem sie sich an dieser
anlagert und dadurch die Oberflichenspannung o verdndert. Dieser Vorgang erreicht ein

~—
Wilhelmy-Plittchen T N
) A
Barriere Phospholipidmonolayer Barriere /-
A B
Langmuir Trog Magnetriihrer

Abbildung 16: Schematische Darstellung des Verhaltens von Molekiilen, die in die Subphase injiziert werden und
anschlieBend mit der Monoschicht interagieren (in Anlehnung an 75).

dynamisches Gleichgewicht, welches von der substanzspezifischen Sattigungskonzentration I’

abhangt
n.

r=-- Gleichung [21
4o - eichung [21]

Dabei entsprechen n; der Stoffmenge der adsorbierten Substanz und Ag der Oberflache. Durch die
Beschreibung der substanzspezifischen Sattigungskonzentration I' mit Hilfe der Gibbs'schen
Adsorptionsisotherme  zeigt sich, dass mit Erreichen von T eine Anderung der
Oberflachenspannung o erfolgt. Unter den bisher beschrieben Bedingungen kénnen alle anderen
Parameter als konstant angenommen werden
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1 do
r= _ﬁ(d lnc) . Gleichung [22]

Hier entsprechen R der universellen Gaskonstante, T der Temperatur, o der Oberflachenspannung
und ¢ der Konzentration der grenzflichenaktiven Molekile. Unter der Annahme, dass diese
grenzflachenaktiven Molekile sich nur an der Monoschicht oder in der Subphase aufhalten (also
nicht an den Trogboden binden) und dass keine strukturellen Veranderungen hinsichtlich der
Moleklgestalt/GroRe/Geometrie stattfinden, ldsst sich anhand der Gibbs’schen Adsorptions-
isotherme berechnen, wie viele Molekile in der Grenzflache vorhanden sind.

3.3.4 Konfokale Mikroskopie in Kombination mit dem Langmuir-Filmwaagesystem

Neben der Untersuchung physikochemischer Eigenschaften von grenzflichenaktiven und
amphiphilen Molekilen/Substanzen ist das Langmuir-Filmwaagesystem auch ein Modell zur
Untersuchung von Protein-Membran-Wechselwirkungen, wenn diese sich nur auf eine Halbschicht
einer Phospholipiddoppelschicht beziehen. Wie im oberen Abschnitt bereits erwdhnt, kann mit Hilfe
der Gibbs’schen Adsorptionsisotherme die Anzahl der Molekiile bestimmt werden, die sich an der
Grenzflache angelagert haben (vergl. Gleichung[21] und Gleichung [22]). Flr ein System, bei dem
sich die grenzflachenaktiven Molekiile, welche in die Subphase injiziert werden, in eine bereits
vorhandene Langmiur-Monoschicht einlagern, ist es genauer, die inserierten Molekiile direkt zu
bestimmen. Dies ist allerdings nur moglich, wenn das bisher beschriebene Filmwaagesetup mit

Metallring und i
Deckglas Langmuirtrog
Abbildung 17: Schematische Darstellung eines Langmuir-

Trogs, der es erlaubt, konfokale Mikroskopie durch dessen
Boden hindurch anzuwenden (modifiziert nach 72).

anderen Messtechniken erweitert wird. Eine Variante besteht darin, die Langmuir-Filmwaage mit
einem konfokalen Mikroskop zu kombinieren, sodass mit dem Objektiv durch den Boden der
Filmwaage hinweg auf die Monoschicht fokussiert werden kann. Mit Hilfe eines Metallringes, der in
den Boden des Langmuir-Troges eingebracht ist, und einem dariber liegenden Deckglas, ist es
moglich, das Objektiv nahe genug an die Monoschicht heranzubewegen, um auf diese zu fokussieren
(Abbildung 17). Dies ermoglicht neben der einzelmolekilsensitiven Quantifizierung der
Teilchenanzahl auch die Bestimmung von Teilchendynamiken (z.B. Diffusionskoeffizienten) und

Molekdlstrukturen (z.B. Interaktionsflache).
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4. Materialien und Methoden

4.1 Materialien

4.1.1 Chemikalien/Proteine/Lipide

Bezeichnung Abkiirzung Hersteller
1,1’—Dioctad.ecyl-?a.,3,3’,3’- . DiD-C18 Invitrogen
tetramethylindodicarbocyanineperchlorat

1,2-Dilauroyl-sn-glycero-3-phosphocholin DLPC Avanti POLAR LIPIDS, Inc.
1,2-Dilauroyl-sn-glycero-3-phospho-L-serin DLPS Avanti POLAR LIPIDS, Inc.
1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-(cytidine diphosphat) | CDP-DAG Avanti POLAR LIPIDS, Inc.
1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphat DOPA Avanti POLAR LIPIDS, Inc.
1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin DOPC Avanti POLAR LIPIDS, Inc.
1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin | DOPE Avanti POLAR LIPIDS, Inc.

1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin
markiert mit ATTO 633

ATTO 633 DOPE

ATTO-TEC GmbH

1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serin DOPS Avanti POLAR LIPIDS, Inc.
R e

Agar Agar Agar Roth

Alexa Fluor® 488 Cs Maleinimid Alexa,gs Invitrogen
Alexa Fluor® 488 Hydrazid Alexa,gg Hydrazid Invitrogen
Alexa Fluor® 633 Hydrazid Alexagss Hydrazid Invitrogen
Ammoniumheptamolybdat(VIl)-Hexahydrat (NH4)6Mo0,0,, 4 H,0 Roth
Ammoniumperoxodisulfat APS Roth
Ampicillin Amp Roth
Borsgure | e Roth

bovine serum albumin BSA Thermo Scientific
Bromphenolblgu | - Roth
Coomassie Brilliant Blau R250 Coomassie Sigma Aldrich
Ergosterol | —- Sigma Aldrich
Essigsaure (glacial) | --—-- Roth

Ethanol 96%(v/v) (vergallt) | -——- Roth
Ethylendiamintetraessigsaure EDTA Roth
Glutathion-Agarose GSH-Agarose Invitrogen
Gly¢in | e Roth

Glyzerin | e Roth
Guanosin-5‘-diphosphat GDP Sigma Aldrich
Guanosin-5‘triphosphat GTP Sigma Aldrich
Guanylyl-5-imidodiphosphat GMP-PNP Sigma Aldrich
Hefeextrakt | - Roth
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid IPTG Roth
Kaliumacetat KCH;COO Roth
Kaliumdihydrogenphosphat KH,PO, Roth
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Bezeichnung Abkiirzung Hersteller
Kalziumchlorid CaCl, Roth
L-a-Phosphatidylinositol PI Avanti POLAR LIPIDS, Inc.
L-a-Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat PI(4,5)P, Avanti POLAR LIPIDS, Inc.
L-a-Phosphatidylinositol-4-phosphat PI4P Avanti POLAR LIPIDS, Inc.
Magnesiumchlorid-Hexahydrat MgCl,-6 H,0 Roth

Malachitgrin | e Merck Millipore
Methanol | e Roth
N,N,N’,N’-Tetramethylethan-1,2-diamin TEMED Roth

Natriumchlorid NaCl Roth
Natriumdodecylsulfat SDS Roth

Natriumhydroxid NaOH Roth

Salzsdure HCI Roth
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan Tris Roth

Trypton | e VWR International
B-Mercaptoethanol | - Roth

Fur die Herstellung der Puffer und Lésungen wurde doppelt deionisiertes Wasser (dd H,0) verwendet.

4.1.2 Kits und Standards

e Bradford Assay, Sigma Aldrich (Losungen zur quantitativen Proteinkonzentrationsbestimmung)
e QlAprep® Spin Miniprep Kits ,Qiagen (Praparationskit zur Plasmid-DNA-Isolierung )
e Pfu-Polymerase-Kit, Invitrogen (Praparationskit zur Mutagenese mit der Pfu-Polymerase)

¢ Amicon®Ultra-Einheiten, Merck Millipore (Kit zur Aufkonzentrierung durch Zentrifugation)

e DNA GroRenstandard (1-10 kb), Fermentas
e Proteinstandard (bovine serum albumin), ThermoScientific, 2 mg ml*

* PageRuler™ Prestained Protein Ladder (170 kDa;130 kDa; 100 kDa; 70 kDa; 55 kDa; 40 kDa; 35
kDa; 25 kDa; 15 kDa; 10 kDa), Thermo Scientific

4.1.3 Nahrmedien/Puffer und Stammlésungen

4.1.3.1 LB-Medium

. 5gl! Hefeextrakt
. 10g!* NaCl
. 10g It Trypton

4.1.3.2 LB-Agar-Platten

o 15g1* Agar

o 5gl! Hefeextrakt
. 10gI* NaCl

. 10gI™ Trypton

4.1.3.3 TBS-Mg-Puffer

. 50 MM Tris-Base
. 150 mM NacCl
. 5mM MgCl,

Der TBS-Mg-Puffer wurde mit HCl auf pH 7,4 eingestellt.
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4.1.3.4 GDP-Stammlosung

. 5mM GDP

4.1.3.5 TCB-Puffer

20 mM  HEPES
150 mM  K-Acetat
. 5mM Mg-Acetat

o 250 mM  Sorbitol
Der TCB-Puffer wurde mit KOH auf pH 8,0 eingestellt.

4.1.3.6 Tris HCI-L6sung zur pH-Wert Einstellung

. 0,15 M Tris-Base
. 0,175 M HCI

4.1.3.7 IlowK-HKM-Puffer fiir Versuchsansitze mit Sarlp

. 20mM  HEPES

. 50 mM  K-Acetat

. 1,2 mM MgCl,

Der pH-Wert wurde mit KOH auf 6,8 eingestellt.

4.1.4 GTPase-Aktivitatstest auf Basis von Malachitgriin

4.1.4.1 Malachitgriin-Nachweislosung

. 1M HCI
e 286 MM Ammoniumheptamolybdat
o 1 mM Malachitgriin

4.1.4.2 komplexe Kalibrierreihe

P,/uUM GDP/pM GTP/puM

0 0 1000
5 5 995
10 10 990
20 20 980
30 30 970
40 40 960
50 50 950
60 60 940
70 70 930
80 80 920
90 90 910
100 100 900
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4.1.5 Lipidlosungen

4.1.5.1 Major-Minor-Mix (MMM)

Komponente Anteil / mol%
DOPC 34,4
DOPE 14,8
DOPS 5,4
DOPA 3,4
Pl 54
Pl14P 1,5
PI(4,5)P, 0,5
CDP-DAG 1,3
Ergosterol 33,3

4.1.5.2 DLPC/DLPS

Komponente Anteil / mol%
DLPC 80
DLPS 20

4.1.6 Stamme und Plasmide
4.1.6.1 Verwendete Bakterienstamme

e F.coli-DH5a Stamm

e F.coli-BL21-DE3 Expressionsstamm

¢ chemokompetente E.coli-Zellen (von Dr. Sebastian Daum, AG Bacia, Institut fiir Chemie,
Martin-Luther Universitat Halle-Wittenberg zur Verfligung gestellt)

4.1.6.2 Verwendete Plasmide/Vektoren

e pGEX-Vektor

4.2 Methoden

4.2.1 Generierung von Sarlp Varianten
4.2.1.1 Plasmidpriparation fiir Mutagenese/Sequenzierung

Zu Beginn der Plasmidpraparation wurde eine Escherichia coli Glycerinkultur (E.coli-DH5a) (welche
das gesuchte Plasmid trug) auf einer LB-Agarplatte (siehe 4.1.3.2) vereinzelt. Zur Selektion diente
Ampicillin (Amp), welches dem LB-Agar (lysogeny broth) zugesetzt wurde (100 ug ml™). Die Platte
wurde anschlieBend bei 37 °C Uber Nacht inkubiert. Im weiteren Verlauf wurden 5 ml LB-Medium
mit einer der Uber Nacht gewachsenen E.coli-DH5a-Kolonien inokuliert und bei 37°C und 200 rpm
(Schuttelinkubator Multitron, INFORS) fir 12-16 h inkubiert. Die so gewachsenen Zellen wurden bei
4500 x g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Praparation der Plasmid-DNA erfolgte
gemal den Angaben des QIAprep® Spin Miniprep Kits (Qiagen). Die erhaltene Plasmid-DNA konnte
zum einen fir die Sequenzierung, fir anschlieRende Mutationsexperimente oder fir
Transformationen in andere Stamme verwendet werden.
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4.2.1.2 Sequenzierung

Die Sequenzierung der Plasmid-DNA wurde von der Firma GATC durchgefiihrt. Die Ergebnisse
wurden mit dem Programm Cromas lite (Technelysium, [76]) in eine Textdatei vom Typ ,,.txt“
Ubertragen und mit Hilfe von ExPASy (Schweizer Institut flr Bioinformatik (SIB), [77]) in eine
Proteinsequenz Ubersetzt. Der abschlieBende Sequenzvergleich erfolgte mit EMBOSS (Europdisches
Bioinformatik Institut (EBI), [78]), indem die Zielsequenz mit einer Referenzsequenz durch das
Programm verglichen wurde.

4.2.1.3 Mutagenese und polymerase cain reaktion (PCR)

Die Generierung von Punktmutationen in der Plasmid-DNA erfolgte im Rahmen einer QuickChange®
Mutagenese unter Verwendung des Pfu-Polymerase-Kit (Invitrogen). Die Zusammensetzung des
Reaktionsansatzes erfolgte gemaR den Angaben des Herstellers und ist in Tabelle 1 aufgelistet.

Tabelle 1: PCR-Reaktionsansatz Tabelle 2: PCR-Programmschritte
Komponente V/ul Schritt  Beschreibung
Wasser 37 1 Denaturierung der Plasmid-DNA bei
10 x Pfu-Puffer 5 95°C fiir 1 min
forward Primer 2 2 Denaturierung der Plasmid-DNA bei
reversed Primer 2 . 95°C fiir 30 sek
Plasmidlésung (5 pgml™) 2 3 Annealing-Phase b(;:-i versochiedeonen“
dNTP-Mix (10 mM) 1 IerrT:Eeraturen (48 °C, 50 °C, 52°C) fur
Pfu-DNA-Polymerase’ 1 *
- Y — - 4 PCR-Reaktion bei 68°C fiir 11 min (2
vor Zugabe den bisherigen Ansatz gut mischen min / kB)

"Die Schritte 2 bis 4 wurden 16 mal wiederholt.

Die PCR-Reaktion wurde gemal den Bedingungen aus Tabelle 2 durchgefiihrt und die Proben
anschlieRend auf ein 1%-iges Agarosegel aufgetragen. Die DNA-Fragmente wurden dabei mit Hilfe
eines Fluoreszenzfarbstoffes (Sybr® Safe, Invitrogen) detektiert, der dem Agarosegel vor dem
Erstarren beigemischt wurde (1:10000 (v/v)). Die Fluoreszenzmessung erfolgte an einem
Fluoreszenzscanner (ImageQuant™ LAS-4000, FUJIFILM) mit dem Anregungs-und Emissionssetup fur
GFP.

4.2.1.4 Transformation und Lagerung

Fir die Transformation der mutagenen Plasmid-DNA in chemokompetente Zellen wurden 5 ul des
PCR-Ansatzes (4.2.1.3) zu 100 ul chemokompetenten E. coli DH5a-Zellen (4.1.6.1) gegeben und fiir
1h auf Eis inkubiert. AnschlieBend erfolgte ein Hitzeschock fir 1,5min bei 42°C
(Digital Heizblock, VWR), gefolgt von einer dreiminiitigen Abkihlphase auf Eis. Im weiteren Verlauf
der Transformation wurden dem Ansatz 400 ul LB-Medium (4.1.3.1) ohne Antibiotika unter sterilen
Umgebungsbedingungen hinzugefigt und die Zellen weitere 60 min bei 37°C und 1000 rpm
(Thermomixer comfort, Eppendorf) inkubiert. Von diesen Ansatzen wurden je 200 ul auf
LB-Agarplatten mit Ampicillin (100 ug ml™) ausgestrichen und tiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Die Uber Nacht gewachsene E. coli DH5a-Kultur wurde in Form von Glycerolkulturen bei -80°C
gelagert. Dazu wurde zundchst eine 5 ml Schittelkultur (LB-Medium, 4.1.3.1 mit Ampicillin
100 ug mI™) mit einer der gewachsenen Kolonien inokuliert und ebenfalls Gber Nacht bei 37°C
ibkubiert. Anschliefend erfolgte die Entnahme von 500 pl dieser Schittelkultur welche in 4,5 ml
frisches LB-Medium gegeben und bis zu einer ODgy von 0,3 - 0,4 wachsen gelassen wurde. In einem
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LagergefaB wurden 150 pl steriles Glycerin (85 %) vorgelegt, 850 ul der Zellkultur hinzugefiigt und
kurz gemischt.

4.2.2 Proteinpraparation und Modifikation
4.2.2.1 Zellanzucht und Proteinexpression von Sarlp und dessen Variante

Die Anzucht der jeweiligen E.coli-BL21-DE3 Stamme erfolgte in LB-Medium (siehe 4.1.3.1). Dazu
wurde im Vorfeld von einer Glycerin-Kultur eine LB-Agar-Platte (siehe 4.1.3.2) inokuliert und Gber
Nacht bei 37 °C bebritet. AnschlieBend wurden vier Vorkulturen zu je 75 ml LB-Medium mit
Ampicillin versetzt (100 ug ml™) und mit je einer Kolonie von der LB-Agar-Platte inokuliert. Die
Vorkulturen wurden unter Schitteln bei 37 °C und 180 rpm (Schiittelinkubator Multitron, INFORS)
Uber Nacht inkubiert. Am Folgetag wurde je eine gewachsene Vorkultur komplett in eine von vier
Hauptkulturen (1,5 | LB-Medium mit 100 pg mlI™* Ampicillin) Gberfihrt. Die dadurch inokulierten
Hauptkulturen wurden ebenfalls bei 37 °C und 180 rpm (Schittelinkubator Multitron, INFORS)
inkubiert, bis eine ODgy von 0,6 erreicht war. Zu diesem Zeitpunkt erfolgte die Zugabe von
IPTG (1 mM). Die Hauptkulturen wurden fiir weitere 2 h unter Schitteln bei 30 °C inkubiert.
Abschliefend erfolgte die Zellernte durch Zentrifugation bei 5000 x g. Die so gewonnenen Zellen
wurden in ca. 5-6 g Aliquots aufgeteilt und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

4.2.2.2 Reinigung von Sarlp und dessen Variante

Zu Beginn der Proteinreinigung wurde eine Zellfraktion (5-6 g, siehe 4.2.2.1) in 8 ml TBS-Mg-Puffer
(siehe 4.1.3.3) pro g Zellmasse vollstandig resuspendiert. Zusdtzlich wurde GDP aus einer 5 mM
Stammlosung (siehe 4.1.3.4,) so zugesetzt, dass eine GDP-Konzentration von 5 uM erreicht wurde.
AnschlieRend erfolgte die Zugabe von Lysozym (1 mg ml™?). Nach vollstindigem Resuspendieren
wurde der gesamte Ansatz noch 25 min auf Eis inkubiert und die Zellen anschlieBend mittels
Hochdruckdispersion (Gaulin, AVP) in flinf Passagen aufgeschlossen. Zum Entfernen von grobem
Zellmaterial wurde der gesamte Ansatz bei 20000 x g und 4 °C fiir 30 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in eine mit GSH-Agarose gefiillte Polypropylentropfsiule (5 ml, Thermo Scientific)
gegeben und diese anschlieBend mit einem GDP-haltigen TBS-Mg-Puffer (siehe 4.1.3.3) (5 uM GDP)
gewaschen. Das Volumen dieses Waschpuffers betrug dabei das zehnfache des verwendeten
Sdulenvolumens. AnschlieRend wurde die Sadule mit GDP-haltigen TCB-Puffer (siehe 4.1.3.5)
(5 UM GDP) fur die Thrombinspaltung vorbereitet. Die Menge an TCB-Puffer fiir diesen Schritt betrug
das dreifache des Sdulenvolumens. Alle diese Schritte (Auftragen des Uberstandes auf die Siule,
Waschen, Pufferwechsel fiir die Thrombinspaltung) wurden bei 4 °C durchgefiihrt. Durch Zugabe von
Thrombin (4 U, entsprechen 4 umol/min™) und vollstindigem Resuspendieren des Sdulenmaterials
erfolgte der Verdau bei Raumtemperatur fir 1 h unter leichtem Schitteln und Schwenken der Saule
(PTR-30 Rotator, Grant). Die abschlieBende Elution erfolgte Uber eine mit Benzamidin-Sepharose
gefiillte Polypropylentropfsaule (5 ml, Thermo Scientific). Dazu wurde die GSH-Agarose-Saule Ulber
die Benzamidin-Sepharose-Saule gehdngt und mit ca. vier Sdulenvolumen (bezogen auf die
GSH Agarose-Saule) an GDP enthaltendem TCB-Puffer (siehe 4.1.3.5) (5 uM GDP) nachgespiilt. Es
wurden Fraktionen zu je 0,5 ml gesammelt und mittels Natriumdodecylsulfat-Poylacrylamid-
Geleelktrophorese (SDS-PAGE) und Coomassiefarbung analysiert.

Fir die Versuche zur Modifikation von Sarlp auf der GSH-Agarose-Sdule wurde eine 2 mM
Alexa Fluor® 488 Cs Maleinimid-Losung (Alexasgg-LOsung) in TCB-Puffer mit 5 uM GDP (siehe 4.1.3.5)
im Anschluss an den Pufferwechsel hinzugefligt, sodass die Alexa,gg-Konzentration 200 uM betrug.
Dieser Reaktionsansatz wurde fir 2 h bei Raumtemperatur (22°C) im Dunkeln geschittelt und
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geschwenkt. Im Anschluss daran erfolgte das Separieren des Uberschissigen Fluoreszenzfarbstoffes,
indem der Ansatz mit 50 ml TCB-Puffer mit 5 uM GDP bei 4 °C gewaschen wurde.

Fir die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde ein Analysetest nach Bradford
(Bradford Assay, Sigma Aldrich) verwendet. Alle Fraktionen, deren Sarlp-Konzentration 20 uM
Uberstieg, wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. Fraktionen mit geringeren
Proteinkonzentrationen  wurden  durch  Zentrifugation (ber  geeignete @ Membranen
(AusschlussgroBe: 10 kDa) (4.1.2) gemaR den Angaben des Herstellers auf > 20 uM aufkonzentriert
und ebenfalls bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

4.2.2.3 Markierung von Sarlp und dessen Variante nach der Proteinreinigung

Die Fluoreszenzmodifizierung von Sarlp und dessen Variante mit Alexa,gs erfolgte, wenn nicht
anders angegeben, in zehnfachem molarem Uberschuss an Fluoreszenzmarker zum Protein. Die
AnsatzgroRe sollte dabei 1 % des Sdaulenvolumens der anschlieBend verwendete n GroRenausschluss-
chromatographiesdule (120 ml, HiLoad 16/600 Sephadex 30pg, GE Healthcare) nicht iberschreiten.
Vor der Zugabe des Fluoreszenzfarbstoffes erfolgte eine tropfenweise Zugabe einer sauren
Tris-HCI-L6sung (4.1.3.6), bis sich der pH-Wert der Proteinldésung zwischen 7,0 und 7,5 eingestellt
hatte. AnschlieRend erfolgte die Zugabe des Fluoreszenzmarkers in Form einer wassrigen,
hochkonzentrierten Stammlésung. Fir eine moglichst vollstandige Markierungsreaktion sollte die
Proteinkonzentration im kompletten Markierungsansatz 20 UM nicht unterschreiten. Der gesamte
Markierungsansatz wurde fiir 2 h unter Lichtschutz bei Raumtemperatur inkubiert.

Die Trennung von markiertem Protein und ungebundenem Farbstoff erfolgte durch
GréRenausschlusschromatographie mit Hilfe eines AKTA FPLC Systems (GE Healthcare) bei einem
Fluss von 0,3 ml min. Als mobile Phase wurde GDP enthaltender TCB-Puffer (5 uM GDP) verwendet
(siehe 4.1.3.5). Es wurden Fraktionen von je 2 ml gesammelt und die Proteinkonzentration
(Bradford Assay, Sigma Aldrich) bestimmt. Alle proteinenthaltenden Fraktionen wurden
beginnend mit der niedrigsten Konzentration in ein Zentrifugationsrohrchen
(Amicon®Ultra-Einheiten, Merck Millipore) gegeben und gemall den Angaben des Herstellers durch
Zentrifugation aufkonzentriert. War das Volumen auf < 500 ul gesunken, wurden die Fraktionen mit
den nachsthoheren Proteinkonzentrationen hinzugefiigt. Wurden alle Fraktionen vereinigt, erfolgte
die Aufkonzentrierung auf ein Restvolumen von < 200 pl. Diese Prdparation wurde bis zur weiteren
Verwendung bei -80 °C gelagert.

4.2.2.4 Markierungsausbeute und Qualitit

Zur Bestimmung der Markierungsausbeute wurde die Proteinkonzentration mittels eines Bradford-
Assay (Bradford Assay, Sigma Aldrich) gemadR den Angaben des Herstellers bestimmt. Die
Quantifizierung des im Ansatz enthaltenden Fluoreszenzfarbstoffes erfolgte durch
UV-Vis-Spektroskopie (Infinite M200 pro, TECAN) bei einer Wellenldange von 488 nm unter
Verwendung eines molaren Extinktionskoeffizienten von 72000 M cm™ (Invitrogen). Die Korrektur
der gesamten Farbstoffkonzentration um den Anteil, der nicht kovalent gebunden hatte, wurde mit
Hilfe einer SDS-PAGE und anschlieRendem Fluoreszenzscan (ImageQuant™ LAS-4000, FUJIFILM)
durchgefiihrt. Dabei wurde dem Probenpuffer kein Bromphenolblau hinzugesetzt, um die
Fluoreszenzsignale des freien Alexa,gg nicht zu Gberdecken. Die Quantifizierung der Banden erfolgte
durch densitometrische Analyse der Fluoreszenzaufnahmen (ImageQuant™ LAS-4000, FUJIFILM).

Fur die Untersuchung der Proteinprobe beziiglich des Auftretens von Aggregaten wurde eine
FCS-Messung in Losung auf Deckglasern durchgefiihrt, die mit Casein beschichtetet waren. Dazu
wurden diese in eine gesattigte Caseinldsung (10 mg/ml™) getaucht, bei 50°C tiber 3 h inkubiert und
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anschlieRend tber Nacht getrocknet. Auf die getrockneten Deckglaser wurden 20 ul einer in
lowK HKM-Puffer (4.1.3.7) verdiinnten Proteinlésung gegeben und anschlieBend zweimal 60 s am
Fluoreszenzmikroskop (LSM 710 and ConfoCor 3, Zeiss) vermessen und mittels FCS analysiert. Die
Proteinlosung wurde dabei so verdiinnt, dass der enthaltene Fluoreszenzfarbstoff ca. 5-10 nM
betragt.

4.2.3 Lipidpraparationen
4.2.3.1 Major-Minor-Mix-Lipidmischung

Fir die Herstellung einer Major-Minor-Mix-Lipidmischung (MMM-Lipidmischung) wurden die
benottigten Lipidkomponenten gemalR des Mengenanteiles (siehe 4.1.5.1) gemischt und mit
Chloroform/Methanol (2:1, v/v) so aufgeflllt, dass die Lipidkonzentration 12 mM erreichte.
AnschlieRend wurde diese Stammlosung auf mehrere Glasgefalle verteilt (zu 50 ul, 100 pl und
500 pl). Alle diese Proben wurden unter einem leichten Stickstoffstrom komplett eingetrocknet. Zum
Schutz der Lipide vor Oxidation erfolgte eine abschlieRende Uberschichtung mit Argon. Die so
praparierten Lipidproben wurden bis zum Ablauf ihrer Haltbarkeit, basierend auf der kiirzesten
Haltbarkeit der beinhaltenden Komponente, bei-20 °C gelagert.

4.2.3.2 Herstellung von kleinen MMM-Liposomen

Zur Herstellung von kleinen MMM-Liposomen (small unilamellar vesicles, SUVs) als Komponente des
GTPase-Assay wurden auf ein Major-Minor-Mix-Aliquot (500 pl) 2 ml lowK-HKM-Puffer (4.1.3.7)
gegeben und diese vollstandig durch Schitteln resuspendiert. Die somit entstandene 3 mM
Lipidsuspension wurde nun 21-mal mit Hilfe eines Avanti™ Mini-Extruders durch eine Membran mit
400 nm grofRen Poren (Nucleopore® Track-Etched Membranes, Whatman) gedriickt (extrudiert).

4.2.3.3 Herstellung von groRen MMM-Liposomen

Die Herstellung von giant unilamellar vesicles (GUVs) erfolgte durch Elektroformation. Dazu wurde
eine 15 mM MMM-Lipidmischung in einem Chloroform/Methanol-Gemisch (2:1, v/v) aufgenommen.
Zum Anfarben der Membran wurde zusatzlich 0,5 mol% DiD-C18 hinzugefligt. In der Regel waren
hierfir 50 Il MMM-Aliquots (siehe 4.2.3.1) ausreichend. Wurden diese in 40 ul
Chloroform/Methanol-Gemisch aufgenommen, so entstand eine 15 mM MMM-Lipidlosung. Diese
wurde auf zwei Deckgldaser ausgestrichen, die mit Indiumzinnoxid (ITO) beschichtet waren.
AnschlieBend wurden die beiden Deckgldser zusammen mit einem ge6ffneten Gummiring
(U-Form, Dicke 3 mm) zu einer kleinen Kammer zusammengebaut, wobei die ITO-beschichteten
Seiten nach innen zeigten. Der so entstandene Hohlraum wurde mit einer ca. 500 mOsm
Saccharoseldsung (bestimmt mit Vapor Pressure Osmometer, VAPRO) befiillt und anschlieBend
verschlossen. Zur Herstellung der GUVs wurde die Kammer an ein Wechselspannungsfeld von 10 Hz
und 3 V (p-p) fir 4 h angeschlossen (Voltcraft® 8202 2MHz Sweep/Function Generator). Fir die
Untersuchungen der mit Alexa,gg modifizierten Variante von Sarlp (Sarlpsccsaiags) Wurde auf die
Liposomenmarkierung durch DiD-C18 verzichtet.

Nach erfolgter Elektroformation wurde die Lésung im Inneren der Kammer in ein Gefal3
Uberfihrt, in dem eine dquiosmolare Glucoselésung vorgelegt wurde. Durch Sedimentation Uber
Nacht bei 4 °C sanken die GUVs ab und konnten bei 4 °C fir ca. 1 Woche gelagert werden.
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4.2.3.4 Herstellung von Losungen zur Monoschichtpraparation

Fir die Herstellung einer MMM-Lipidl6sung zur Praparation von Monoschichten wurde ein 50 pl
Aliquot in 2 ml eines Chloroform/Methanol-Gemisches (2:1, v/v) aufgenommen. Zur Préparation der
Monoschicht wurde die Lipidldsung in eine 100 pl Glasspritze mit einer engen Kaniile tberfihrt und
tropfenweise auf die wassrige Subphase aufgesetzt. Bei Analysen von fluoreszenzmarkierten
Monoschichten wurden der MMM-Lipidlésung 5 - 10 mol% ATTO 633 DOPE (fir Analysen bei
633 nm) hinzugefiigt.

4.2.4 GTPase-Aktivitat
4.2.4.1 Malachitgriin-Nachweislosung

Zur Herstellung der Malachitgriin-Nachweislésung wurde Ammoniumheptamolybdat (20 mM
Orthomolybdat) in 1 M HCI gel6ést und anschlieBend festes Malachitgriinoxalat (1 mM Malachitgriin)
langsam unter Rihren hinzugefiigt. Nach weiteren 30 min unter Rihren wurde die bis dahin grin
aussehende Losung durch eine Membran (400 nm PorengroBe, Nucleopore® Track-Etched
Membranes, Whatman) filtriert. Das Filtrat hatte nun eine gelbe Farbe und war frei von nicht
gelosten Malachitgriin-Partikeln.

4.2.4.2 Standardansatz

Die Standardansdtze zur Bestimmung der basalen GTPase-Aktivitdit von Sarlp und dessen
Aktivierung durch die weiteren COPIlI-Komponenten wurden in Tabelle3 schematisch
zusammengefasst. Alle verwendeten Sec-Proteine wurden von Dr. Sebastian Daum, AG Bacia,
Institut fiir Chemie, Martin-Luther Universitat Halle-Wittenberg flr die Analysen zur Verfligung
gestellt.

Tabelle 3: Standardansatz zur Bestimmung der GTPase-Aktivitdt von Sarlp

MMM-SUVs* Sarlp Sec12ACp Sec23/24p Sec13/31p

Basalaktivitat 1,5mM o5uM  ----- e e
prebudding complex 1,5mM 0,5 UM 0,1 uMm o5um 0 -----
prebudding complex o

1,5mM  ----- 1 M -
(Referenz) s m 0,1 uM 0,51
COPII-Komplex 1,5mM 0,5 um 0,1 uM 0,5 um 0,5 uMm
COPII-Komplex wox

1 M - 1 M M
(Referenz) S m 01uM 0.5 u 05w

Die Lipidsuspension wurde durch eine Membran mit 400 nm PorengroRe (Nucleopore® Track-Etched Membranes,
Whatman) extrudiert. Die Konzentrationsangabe bezog sich auf die eingesetzte Lipidkonzentration vor dem
Extrudieren.

Anstelle von Sarlp wurde TCB-Puffer, pH 8,0 eingesetzt.

Zur Erstellung des Reaktionsansatzes (Vges = 175 pl) wurden im ersten Schritt 87,5 ul einer 3 mM
MMM-SUV-Suspension (4.2.3.2) vorgelegt und 8,75 pl eines 10 x lowK HKM-Puffers (pH 6,8;
Vergleich 4.1.3.7) sowie 1 mM GTP und H,0 hinzugegeben. Die Menge an eingesetztem H,O war
dabei abhdngig von der Anzahl der eingesetzten Proteine bzw. deren Konzentration und wurde
bendtigt, um den Reaktionsansatz auf 175 pl aufzufillen. Dieser Ansatz wurde kurz gemischt und
zentrifugiert. Die Proteinldsungen wurden nun an die GefaBwand pipettiert (Sarlp wurde dabei als
letzte Proteinlésung pipettiert), sodass sich diese als Tropfen (jede Proteinlésung fir sich) tGber der
Oberflaiche des Reaktionsansatzes befanden. Durch kurze Zentrifugation, Mischen und erneutes
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Zentrifugieren gelangten alle Proteine gleichzeitig in den Reaktionsansatz. Die Reaktion wurde durch
die Anwesenheit von Sarlp gestartet. Der Reaktionsansatz wurde in eine Mikrotiterplatte
(Nunclon 96-well Mikrotiterplatte, Thermo Scientific) mit flachem Boden verteilt, wobei in jede
Kavitat 20 pl pipettiert wurden. Die Reaktion erfolgte bei 22 °C. Dazu wurden die Mikrotiterplatten
verschlossen und in einem Umwalzthermostat (aRA8, Lauda) temperiert. Nach definierten Zeiten
wurde die Reaktion durch Zugabe von 5 pl einer 0,5 mM EDTA-LOsung gestoppt. Fiir die Bestimmung
der basalen Hydrolyserate von Sarlp sowie in Gegenwart des prebudding complex wurde der
Umsatz Uber einen Zeitraum von 0-4 h vermessen, im Fall des gesamten COPII-Komplexes von 0-90
min.

Um den GTP-Verbrauch zu ermitteln, wurden in alle Kavitdten 250 pl der Malachitgrin-
Nachweislosung (4.2.4.1) gegeben und die Ansdtze in einem Zeitfenster von 15-30 min Inkubation
(bei Raumtemperatur) bei 630 nm vermessen (Infinite M200 pro, TECAN). Um die so erhaltenen
Absorptionswerte in produziertes P, umrechnen zu kénnen, wurde eine Kalibrierreihe (0-150 uM P;,
siehe 4.1.4.2) ebenfalls mit 250 ul Malachitgriin-Nachweislosung versetzt und parallel die Absorption
bei 630 nm bestimmt. Der Kalibrieransatz pro Kavitat setzte sich dabei aus 20 pl der jeweiligen
Standardkonzentration und 5 pl einer 0,5 mM EDTA-L6sung zusammen. Da bei den Reaktionen von
Sarlp in Gegenwart des prebudding complex sowie des gesamten COPII-Komplexes auch ohne Sarlp
eine geringe zeitliche Steigerung des Absorptionsignals bei 630 nm zu beobachten war, wurde neben
dem eigentlichen Reaktionsansatz auch ein Referenzansatz (Tabelle 3) erstellt, dessen
Absorptionswerte von denen der Messungen mit Sarlp abgezogen wurden. An Stelle von Sarlp
wurde dabei TCB-Puffer, pH 8,0 eingesetzt.

4.2.4.3 VS-Charakteristiken

Die Reaktionsansdtze zur Bestimmung der Umsatzrate von Sarlp in Gegenwart verschiedener
Mengen an Substrat (VS-Charakteristik) wurden in dhnlicher Art und Weise durchgefiihrt wie im
Kapitel 4.2.4.2 beschrieben. Ein genereller Unterschied bestand allerdings darin, dass fir die
Analysen keine Lipide verwendet und als zusatzliche Proteinkomponente neben Sarlp nur Sec12ACp
eingesetzt wurde. Bei GTP-Konzentrationen bis zu 1 mM wurde beziliglich der Durchfiihrung des
Standardansatzes (Praparation in Mikrotiterplatte, Abstoppen der Reaktion, Durchfiihrung der
Nachweisreaktion) so verfahren, wie in 4.2.4.2 beschrieben. Lediglich bei GTP-Konzentrationen Uber
1 mM GTP erfolgte eine Verdiinnung des durch EDTA abgestoppten Ansatzes (Zugabe von 5 uM
einer 0,5 mM EDTA-L6sung) mit lowK HKM-Puffer, pH 6,8 (4.1.3.7), sodass die resultierende GTP-
Konzentration 1 mM entsprach. Von dieser Verdiinnung wurden 25 pl entnommen und mit 250 pl
Malachitgrin-Nachweislosung versetzt. Die Auswertung erfolgte nach 15-30 min Inkubation wie in
4.2.4.2 beschrieben.

4.2.4.4 Radioaktiver GTPase - Nachweis

Der Nachweis der GTP-Hydrolyse von Sarlp erfolgte mit radioaktiv markiertem oP*’-GTP. Der
hergestellte Reaktionsansatz entsprach dabei dem in 4.2.4.2 beschriebenen Ansatz zur Bestimmung
der basalen GTPase-Aktivitdit von Sarlp mit dem Unterschied, dass keine Liposomen eingesetzt
wurden. Das verwendete GTP wurde zudem mit aP*? GTP dotiert (1 pCuin 1 mM GTP). Die Trennung
der Nukleotide und die Auswertung der Radioaktivitat (Aufnahmen der jeweiligen Signalintensitaten
sowie die densitometrische Auswertung) wurde von Herrn Dr. Uwe Kithn (Martin-Luther-Universitat
Halle-Wittenberg, Arbeitsgruppe Prof. Wahle) durchgefiihrt.
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4.2.5 Funktionsanalyse von COPIl an GUVs

Fir die Untersuchung der Funktionsfahigkeit der COPII-Proteine an MMM-GUVs (Tubulation, siehe
3.1.3.2 ff.) wurden die Reaktionsansatze wie folgt pradpariert.

Tabelle 4: Reaktionsansatz zur Untersuchung der Funktionsfahigkeit von
COPII-Proteinen an MMM-GUVs

Komponente Konzentration
Sarlp/Sarlp-Variante 02uM /1 uM
GMP-PNP 1 mM
Secl2p 1uM
Sec23/24p 0,32 uM
Sec13/31p 0,52 uM

Hinzu kamen noch 1 pl einer konzentrierten GUV-Prédparation (4.2.3.3).
Abhdngig von der Summe der Osmolalititen der eingesetzten
Komponenten wurde durch Zugabe von Glycerin ein Ausgleich zum
Osmolalitatswert der GUV-Lésung erreicht.

Um die Liposomen nicht durch osmotische Einflisse zu zerstoren, wurden alle eingesetzten
wassrigen Komponenten beziglich ihrer Osmolalitdt vermessen und im Gesamtansatz mit Glyzerin
entsprechend auf die Osmolalitdt (bestimmt mit Vapor Pressure Osmometer, VAPRO) der
GUV-Suspension eingestellt. Die Reaktion wurde durch die Zugabe der Liposomen gestartet und der
Ansatz in einer Kammer, bestehend aus zwei mit Gelatine beschichteten Deckgldsern (von Frau
Claudia Miller, AG Bacia, Institut fiir Chemie, Martin-Luther Universitdt Halle-Wittenberg zur
Verfligung gestellt) und einem ca. 300 um hohen Abstandshalter aus doppelseitigem Klebeband fir
2-6 h bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss inkubiert. Anschliefend erfolgte die Untersuchung
mittels konfokaler Mikroskopie (LSM 710 and ConfoCor 3, Zeiss).

Fir die Analyse mittels Kryoelektronenmikroskopie wurden die Reaktionsansatze in kleinen
ReaktionsgefdaRen fir 2-6 h inkubiert. Die anschlieRende Prdaparation, Messung und Auswertung
erfolgte durch Frau Dr. Annette Meister (ZIK HALOmem) in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Gerd
Hause (Biozentrum, Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg).

4.2.6 FCS-Setup Kalibrierung fiir Messungen in wassrigen Systemen und an Grenzflichen
4.2.6.1 Allgemeine Kalibrierung des optischen Systems

Fir die FCS-Analyse wurde ein konfokales Laserscanningmikroskop (LSM 710 and ConfoCor 3, Zeiss)
verwendet. Die Anregung erfolgte durch Laserlicht der Wellenldange 488 nm (externer Argon Laser,
Lasos) und 633 nm (LSM710 integrierter HeNe-Laser, Zeiss). Das Fluoreszenzlicht wurde Uber einen
wellenlangenabhingigen Strahlteiler (488/561/633) vom Anregungslicht getrennt und durch einen
weiteren Strahlteiler (NFT 635 VIS) auf die beiden Detektionskandle geleitet. Vor dem Erreichen des
jeweiligen Detektors wurde es noch einmal mit einem Bandpassfilter von 505-540 nm (BP505-540
fur Emissionslicht aus 488 nm Anregung) sowie einem Bandpassfilter von 655-710 nm (BP655-710
fur Emissionslicht aus 633 nm Anregung) gefiltert.

Fir die Kalibrierung des Analysesetups beziiglich Proben mit dreidimensionaler Diffusion wurde
ein Tropfen Immersionswasser auf ein Wasserimmersionsobjektiv (C-Apochromat 40x, NA 1,2)
gegeben und ein Deckglas (Nr. 1,5; Menzel-Glaser) aufgelegt. Auf dieses wiederum wurden ca. 20 pl
einer Fluoreszenzstandardlésung gegeben. Diese beinhaltete Alexasgs-Hydrazid (5 nM) und
Alexagzs-Hydrazid (5 nM). Der Korrekturring am Objektiv wurde mit Hilfe der beiden Fluorophore so
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eingestellt, dass die gemessene molekulare Helligkeit beider Farbkandle der maximalen Helligkeit
des einzelnen Farbkanals so gut wie mdglich entsprach. AnschlieRend erfolgte die Positionskorrektur
des pinholes (liber Zen2009, Software zum LSM 710 and ConfoCor 3, Zeiss) mit dem Ziel, dass die
maximale Zahlrate beider Farbkandle in X-und Y-Position moglichst deckungsgleich
Ubereinanderlagen. Daflir wurden die X-und Y-Positionen der jeweiligen Farbkandle einzeln
vermessen. Im Falle einer Differenz zwischen den X- bzw. Y-Positionen der einzelnen Farbkanale
wurde der Mittelwert der jeweiligen Position verwendet. Fir die Messung von Proteinen oder
anderen Analyten, die stark an Glasoberflichen haften, wurden anstelle der herkémmlichen
Deckglaser caseinbeschichtete Deckglaser (4.2.2.4 ff.) verwendet.

Zur Vorbereitung von Analysen an Monoschichten wurde ein long dicstance Objektiv
(LD C-Apochromat 40x, NA 1,1) verwendet und der Korrekturring auf 1,7 eingestellt. Die pinhole-
Justage erfolgte in der gleichen Art und Weise, wie sie zuvor fir die Analyse von dreidimensionalen
Diffusionen beschrieben wurde. Lediglich beim Immersionsmedium wurde hier eine olartige
Substanz (Immersol W) verwendet, die einen vergleichbaren Brechungsindex aufwies wie
Immersionswasser.

4.2.6.2 Praparation und Reinigung des Langmuir-Troges mit Metallring

Zu Beginn von Experimenten an Langmuir-Monoschichten erfolgte eine Reinigung des Troges wie im
weiteren Verlauf beschrieben. Sowohl der Teflonbereich des Troges als auch der Metallring und das
Deckglas wurden einmal mit 2 % iger Hellmanex Il-Losung (HeIImaTM) gewaschen. Anschliefend
erfolgten drei Spilschritte mit H,0, indem der Trog komplett gefiillt wurde. Das Deckglas und der
Metallring wurden zuséatzlich noch einmal mit Chloroform, zweimal mit Methanol und abschlieRend
mit Ethanol gereinigt. Nach jedem dieser Waschschritte wurde der gesamte Trog zweimal komplett
mit H,0 gefillt und dadurch gespiilt. Im Anschluss daran erfolgte das Befiillen des Troges mit der
Subphase. Durch mehrfaches Komprimieren der Barrieren und Absaugen der Oberflache wurde
eventuell vorhandener Staub schrittweise entfernt.

4.2.6.3 Praparation der Monoschicht fiir FCS-Analysen

Auf die bereits gereinigte Oberflache der Subphase (4.2.6.2) wurde eine in Chloroform/Methanol
(2:1, v/v) hergestellte Losung mit amphiphilen Molekllen (z.B. MMM-Lipidlosungen, 4.2.3.4)
tropfenweise aufgebracht. Wichtig dabei war, dass die Tropfen nicht Gilber dem Metallring oder dem
Deckglas aufgebracht wurden, da die Subphase mit ca. 0,5 mm Ho6he zerreilen wiirde. Ebenfalls war
ein ,Fallen lassen” der Tropfen zu vermeiden, da diese ggf. durch die Oberfliche hatten
durchschlagen kdnnen. Nachdem die vorgesehene Menge an Lipiden auf der Oberflache gespreitet
worden war, wurde die Subphase durch Ilangsames Hineinpumpen oder Absaugen
(Microlab 600 Verdiinner/Dispensiersystem, Hamilton) von Subphasenlésung in den Bereich des
konfokalen Detektionsvolumens so positioniert, dass das gemessene Fluoreszenzsignal maximal
wurde. Um der Verdunstung der Subphase entgegenzuwirken, wurde die Pumprate so eingestellt,
dass die Monoschicht im Zentrum des Fokus verweilte oder leicht nach oben aus dem konfokalen
Volumen herauswanderte. AnschlieBend wurden die Lipide unter Rithren der Subphase (neben dem
Metallring) durch kontinuierliches Bewegen der Barriere A (Abbildung 16) auf eine gewinschte
Zielflache (Ag) oder einen gewiinschten Zieldruck () komprimiert. Um die Monoschicht mittels FCS
analysieren zu kénnen, wurde diese durch paralleles Bewegen beider Barrieren iber dem Objektiv
positioniert.
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4.2.6.4 Insertionsexperimente an Phospholipidmonoschichten

Die Praparation von Insertionsexperimenten z.B. mit Sarlp erfolgte stets neben dem Metallring.
Dazu wurde die Monoschicht so prapariert, dass sich diese nach dem Komprimieren neben dem
Objektiv befand (4.2.6.3). Im Falle einer Analyse der Monoschicht vor der Insertion wurde diese
unter Beibehaltung der vorgegeben Flachen- und Druckbedingungen parallel Gber das Objektiv
bewegt. Im Anschluss an diese Verschiebung erfolgte eine Relaxationsphase der Monoschicht von
15 min. Um die Insertionsexperimente durchfiihren zu kénnen, wurde die Monoschicht nach
erfolgter FCS-Messung wieder in die Ausgangsposition gebracht und erneut 15 min relaxieren
gelassen. AnschlieRend erfolgte unter Rihren der Subphase die Zugabe von Sarlp unter der
Barriere B (Abbildung 16) hindurch, sodass die Monoschicht nicht durchstochen werden musste.

4.2.7 Z-Scan-FCS Auswertung mittels MATLAB
4.2.7.1 Allgemeines

Die Auswertung der Z-Scan-FCS-Daten erfolgte mit Hilfe eines selbsterstellten Programmes in
MATLAB (MathWorks, [79]) in Zusammenarbeit mit Herrn Jan Ebenhan. Das Programm wurde dieser
Dissertation beigefligt. Grund fiir diese Eigenentwicklung war, dass die zum Laserscanningmikroskop
gelieferte Auswertesoftware (Zen2009) nur sehr eingeschrankte Moglichkeiten besaB, eine
komplette Fluktuationskurve automatisch in Segmente zu zerlegen, zu korrelieren und anzupassen.
Das selbsterstellte Programm war in der Lage, Rohdaten des Laserscanningmikroskops zu
importieren, zu korrelieren und gemal dem Z-Scan-FCS-Verfahren auszuwerten.

4.2.7.2 Korrelation der Z-Scan-FCS-Segmente

Wie unter 3.2.4 erlautert, wurde die gemessene Fluktuationskurve in kleine Segmente zerlegt und
jedes einzeln korreliert. Da eine komplette Fluktuationskurve importiert wurde, war es méglich diese
automatisch in Segmente zu zerlegen und anschlieBend zu analysieren. Die Korrelation erfolgte
dabei gemdR Gleichung [4]. Die Glattung der Korrelationsdaten wurde durch einen
multiple-t-Algorithmus realisiert, bei dem die Verschiebung der Fluktuationskurve (7) immer nach
8 Schritten um den Faktor 2 vergrobert wurde. Die Kontrolle der Eignung erfolgte durch einen
Vergleich der in MATLAB erzeugten Daten mit denen, die durch den dem Mikroskop beigefligten
Korrelator erzeugt wurden. Dabei wurde eine 5 nM Alexasgs-Hydrazid LOsung verwendet, deren
Fluktuationssignale durch einen 50/50 Strahlteiler auf die beiden Detektoren geleitet wurden. Somit
lieBen sich die Korrelationskurven der beiden Detektionskandle (Autokorrelation Detektionskanal 1
und Autokorrelation Detektionskanal 2) sowie die Kreuzkorrelationen der beiden Detektionskanale
gegeneinander (Detektionskanal 1 gegen Detektionskanal 2 bzw. Detektionskanal 2 gegen
Detektionskanal 1) erzeugen und mit den Korrelationskurven vergleichen, die durch den Korrelator
des LSM 710 and ConfoCor 3 (Zeiss) erzeugt wurden.

4.2.7.3 Modellanpassung der FCS-Segmente

Mit Hilfe eines Diffusionsmodells, welches eine zweidimensionale translationale Diffusion einer
Komponente mit zusatzlichem Triplettanteil beschreibt (Gleichung[13]), wurden die in MATLAB
erzeugten Korrelationsdaten angepasst. Dies erfolgte im Bereich von 1 ps bis zum Ende der
Korrelationskurve. Die Umsetzung dieser wurde durch eine MATLAB interne Funktion fir
nichtlineare Regressionen (Isgnonlin) realisiert. Eine zusatzliche Wichtung einzelner Bereiche oder
Punkte der Korrelationskurve wahrend der Anpassung wurde nicht durchgefihrt.
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Da bei der Datenanpassung die vorherige Angabe von Startwerten fiir die einzelnen Parameter
notwendig war und sich diese von Korrelationskurve zu Korrelationskurve dnderten, wurden diese
aus den jeweiligen Korrelationskurven ndherungsweise ermittelt, indem die Kurve geglattet und
nummerisch differenziert wurde (Abbildung 18). Fiir die Glattung der Korrelationskurve wurde fir

1,8 T T T T T T
1,'.7
1,6
1,5
. Abbildung 18: Charakteristischen Bereiche einer FCS-Kurve
..0’:‘. L4 fur die Startparameterableitung. Die automatisierte
1,34 Ermittlung der Startparameter einer FCS-Kurve erfolgt
1,2 durch ihre nummerische Differenzierung um die
11 Startwerte der Triplettzeit (Wendepunkt—>,), die

: : : i i : : . translationale Diffusionszeit (Wendepunkt —,), reziproke

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 Tejlchenzahl (Wendepunkt —*), den Offset (=) und den

T-Segment Triplettanteil (=) zu ermitteln und fir jede FCS-Kurve
individuell festzulegen.

jeden Punkt ein Mittelwert von diesem und seinen 4 nachfolgenden Punkten gebildet und in einer
Matrix abgelegt. Dadurch wurde jeder Punkt der Korrelationskurve fiinfmal bei der Berechnung
eines Mittelwertes bendtigt, sodass jedem Punkt der Korrelationskurve fiinf Mittelwertspunkte
zugeordnet wurden. Der resultierende Punkt der Glattung war dabei der Zentralwert der finf
Mittelwertspunkte (siehe Abbildung 19). Um die ersten bzw. letzten fiinf Punkte der Kurve ebenfalls
nach diesem Prinzip glatten zu kénnen, wurden in diesem Bereich die Mittelwerte nach oben bzw.
unten aufgefillt, sodass jeder Punkt der geglatteten Kurve durch einen Zentralwert aus 5 Werten
gebildet wurde. Diese Glattungskurve diente wiederum als neue Korrelationskurve fir die
darauffolgende Glattung. Der Algorithmus wurde solange durchgefiihrt, bis alle Punkte der Kurve
einen definierten Abstand zur Vorgangerkurve unterschritten. Dieser wurde Anhand des
Mittelwertes der Korrelationskurve im Bereich von 0,45 us bis 1 us (Bereich nach dem Afterpulsing
mit der groRten zu erwartenden Fluktuation) festgelegt. Waren die Differenzen aller Punkte der

1 2] 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
1| 23149)y | 14734 121248 11206 10048 10584 0 0 0 0 o «
2| 1a7ss| N | 14734 (121247 11296 10948 10584 0 0 0 0 of -
3| 12775 H 14734 | 12124] 11296 10948 10584 0 0 0 0 0] =
a| 12310] | pfreree 12124 11296 10948] 10584 0 0 0 0 0
5| 106a6| /|| V14734 | 12124] 11206 10048 10584 0 0 0 0 0
6| 10104 7 of Y1212 11296 10948 10584  1.0568 0 0 0 0
7| 10646 0 o[ _11206] 10948] 10584 1.0568“ 0 0
8| 11033 0 0 o[ 10048 10584 10568 10638 0 0
9| 1os01 0 0 0 o 10584 10568 10638 10591 10529 0
10| 10568 0 0 0 0 o 10568 10638 10591 10529 10452
1| 10452 0 0 0 0 0 o 10638 10591 10529 10452
12| 10413 0 0 0 0 0 0 o 10591 10529 10452 ~
4 1 b

Abbildung 19: Prinzip der Datengldttung fir die Funktionswerte einer Korrelationskurve (). Die Funktionswerte der
Glattungskurve (M) entsprachen dabei dem Zentralwert aus fiinf Mittelwerten (), von denen sich jeder einzelne aus
fiinf Funktionswerten der FCS-Kurve ergab (}{ bzw. }). In den Bereichen der ersten und letzten fiinf Funktionswerte
einer Korrelationskurve wurden die fehlenden Mittelwerte aufgefiillt, sodass auch hier ein Zentralwert aus fiinf Werten
bestimmt wurde ().

Glattungskurve zur Vorgangerkurve unter 1/1000 gesunken, wurde die Glattung beendet, spatestens
aber nach 100 Runden. Punkte, deren Differenz zum Vorganger bereits kleiner waren als der zuvor
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definierte Grenzwert, wurden im weiteren Verlauf der Glattung nicht mehr verandert.

Diese geglattete Kurve wurde nummerisch abgeleitet. Da die Abstdnde auf der X-Achse nicht
konstant waren, wurden die geglatteten Datenpunkte gegen ihre jeweiligen T-Segmente und nicht
gegen ihren eigentlichen 7-Wert aufgetragen und nummerisch nach Gleichung[23] abgeleitet. Als
t-Segment wird eine natlirliche Zahl bezeichnet, die die Anzahl der jeweiligen Verschiebungen der
Fluktuationskurve nach dem multiple-t-Algorithmus darstellt. Der erste Punkt der Korrelationskurve
erhalt den Wert 1, der zweite den Wert 2 und so weiter.

GEnde - GAnfang

Gableitung = — Gleichung [23]
XEnde xAnfang

Die so erhaltene erste Ableitung wurde nach dem oben beschriebenen Verfahren (iber 10 Runden
geglattet und daraus gemaR Gleichung [23] die zweite Ableitung berechnet. Aus dieser wurde nach
einmaliger Glattung gemaR Gleichung [23] die dritte Ableitung berechnet, die wiederum nur einmal
geglattet wurde.

Die Positionen, an denen die zweite Ableitung Nullstellen aufwies und die dritte Ableitung
positiv war, wurden als Kandidaten fiir Startwerte von Zeitkomponenten (71 und tp) festgelegt.
Dabei wurde die Nullstelle, deren Position < 53 Punkte war (entsprach einem t-Wert von 20 ps) und
den maximalen Wert der dritten Ableitung aufwies, als Startwert fir 1 betrachtet. Die Nullstelle,
deren Position > 53 Punkte war und den maximalen Wert der dritten Ableitung besal}, wird als
Startwert fir 7p definiert. Der Startwert des Offsets der Korrelationskurve wurde durch den
Endpunkt der geglatteten Korrelationskurve bestimmt. Der Startwert fir N wurde aus der
Kombination des Offset und der Diffusionszeit T ermittelt. Dazu wurde die Vorganger-Nullstelle der
zweiten Ableitung gewadhlt, die fir die Ermittlung von t verwendet wurde und in der dritten
Ableitung negativ ist. Der Wert der geglatteten Korrelationskurve an der Stelle dieser neuen
Nullstelle ergab nach Gleichung [24] den Startwert fiir N.

1
N =
GNullstelle - Startwertoffset

Gleichung [24]

Aus den ersten Werten der geglatteten Korrelationsfunktion, dem Startwert fir N und dem
Startwert fiir den Offset wurde nach Gleichung [13] (fir T = 0) der Startwert fiir den Triplettanteil Tt
bestimmt.

4.2.7.4 Z-Scan-FCS-Modellanpassung

Fur die globale Analyse der FCS-Parameter (N, tp) wurden diese gemaR den Ausfiihrungen in
3.2.4 ff. segmentweise gegen die Aufnahmezeit aufgetragen und nach Gleichung [25] angepasst.

f)=alx—-b)*+c Gleichung [25]

Dabei spiegelte ¢ je nachdem, welcher FCS-Parameter aufgetragen wurde, Ny,;, oder TDin wider. b

entsprach der Migrationszeit, bei der die jeweils minimale Teilchenzahl N;, oder die minimale
Diffusionszeit 7p . —erreicht war. Deren Startwerte wurden aus den jeweiligen Segmenten
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bestimmt, indem 7 bzw. N des Segments verwendet wurde, welches die groRte Helligkeit aufwies.
a beschrieb die Streckung bzw. Stauchung der Parabel und wurde basierend auf den Abstanden der
Segmente mit halbmaximaler Helligkeit zum Segment mit der maximalen Helligkeit gemaR
Gleichung [26] definiert.

_ Pyen’ = Pyen

= 5 Gleichung [26]
|Xten — Xnerl

Pyenr bezeichnete dabei den Parameterwert eines Segmentes (N oder tp) bei halbmaximaler
Helligkeit und Py den Parameterwert eines Segmentes bei maximaler Helligkeit. xyq) bezeichnete
die Segmentzahl des Segmentes mit maximaler Helligkeit und xy¢ 7 die Segmentzahl des Segmentes
mit halbmaximaler Helligkeit. Der Parameter b wurde dabei so angepasst, dass er sowohl bei der
Auftragung der Wanderzeit durch den Fokus (t) gegen N als auch bei der Auftragung der Wanderzeit
durch den Fokus (t) gegen tp den gleichen Wert annahm.

Aufgrund der Streuung der Daten wurde eine gewichtete Anpassung der Z-Scan-FCS-Daten
durchgefiihrt. Der Wichtungsfaktor berlicksichtigte dabei sowohl die Lage zum Zentrum als auch die
Giute der einzelnen FCS-Datenanpassungen. Ersteres wurde durch die reziproke Helligkeit des
jeweiligen Segmentes realisiert. Die Beurteilung der Giite der Datenanpassung erfolgte Uber die
Summe der jeweiligen quadrierten gewichteten Residuen zwischen der Korrelationskurve mit der
angepassten Modellkurve im Bereich von 1 us bis zum Ende der Korrelationskurve. Als Wichtung
wurde hier die Multiplikation des Residuenwertes mit der Anzahl des jeweiligen
Vergroberungsschrittes (1, 2, 3, usw.) (entspricht der Glattung der Korrelationskurve gemaR des
multiple-t-Algorithmus) definiert. Der Wichtungsfaktor fir die parabolen Kurven ergab sich aus dem
Produkt der reziproken Helligkeit und der Summe der modifizierten Residenwerte, welches
anschlieRend noch einmal quadriert wurde. Zusatzlich wurden alle Segmente, deren Helligkeiten
kleiner als die halbmaximale Helligkeit des hellsten Segmentes war, von der Z-Scan-Anpassung
ausgeschlossen.

Die Anpassung der Helligkeiten der einzelnen Segmente erfolgte durch Anpassung der Daten
mit einer lorentzférmigen Peak-Funktion ohne zusatzliche Wichtung. Um die molekulare Helligkeit in
der Aquatorialebene des konfokalen Volumens zu bestimmen, wurde der Helligkeitswert der
angepassten lorentzformigen Peak-Funktion gewahlt, dessen Migrationszeit derjenigen bei der
minimalen Teilchenzahl N,,;, entsprach. Diese Helligkeit wurde dann mit N,;, dividiert.
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5. Ergebnisse

5.1 Generierung und Modifikation von Sarlp und Sarlpsccs mit Alexasgs
5.1.1 Entwicklung der Variante

Aufgrund der Proteinstruktur von Sarlp wies das natirlich vorkommende Cystein an Position 171
neben seiner Nahe zur Sec23p-Binderegion eine zusatzliche, sterische Hinderung auf. Wie in 3.1.3.1
erldutert, lieBen diese strukturellen Gegebenheiten eine reduzierte Markierungsausbeute bzw. eine
wenig effiziente Markierung vermuten. Durch den Austausch des Cysteins an Position 171 durch das
strukturell dhnliche Serin und einen weiteren Austausch des Serins an Position 147 durch ein
Cystein, sollten bessere Modifizierungsbedingungen geschaffen werden. Dieser
Aminosdureaustausch in Form einer doppelten Punktmutation wurde durch eine zweifache
Quickchange-Mutagenese realisiert. Abbildung 20 zeigt dabei den Vergleich der Aminosauresequenz
von Sarlp und dessen Variante Sarlpses. Die Variante wies dabei die Mutationen an

Sarlp 1 MAGWDIFGWFRDVLASLGLWNKHGKLLFLGLDNAGKTTLLHMLKNDRLAT 50
crererrrrrererrrrrerrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e

SarlpCl71sSs5147C 1 MAGWDIFGWFRDVLASLGLWNKHGKLLFLGLDNAGKTTLLHMLKNDRLAT 50

Sarlp 51 LQPTWHPTSEELAIGNIKFTTFDLGGHIQARRLWKDYFPEVNGIVFLVDA 100

crererrrrrererrrrrerrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
SarlpCl71sSs5147C 51 LQPTWHPTSEELAIGNIKFTTFDLGGHIQARRLWKDYFPEVNGIVFLVDA 100

Sarlp 101 ADPERFDEARVELDALFNIAELKDVPFVILGNKIDAPNAVSEAEL LG 150
crererrrrrererrrrrerrrrrerrrrrrrrrrrrr e e rrgL
SarlpCl71585147C 101 ADPERFDEARVELDALFNIAELKDVPFVILGNKIDAPNAVSEAELRCALG 150
Sarlp 151 LLNTTGSQRIEGQRPVEVFMCSVVMRNGYLEAFQWLSQYI 190
crrrerrrrrerrrrrrrer-rrrrrrrrrrrrrrrrrel
SarlpCl7185147C 151 LLNTTGSQRIEGQRPVEVFMSSVVMRNGYLEAFQWLSQYT 190

Abbildung 20: Sequenzvergleich von Sarlp (Sarlp) mit Sarlpsccs (SarlpC171SS147C). Beide Proteine unterschieden sich
nur an den Positionen 147 (O) und 171 (0).

Position 147 (Serin zu Cystein O) und Position 171 (Cystein zu Serin ©O) auf. Alle anderen
Aminosdurepositionen von Sarlpsces entsprachen denen von Sarlp. Auch die Anzahl der
Aminosauren beider Proteine war identisch. Mit dem erzeugten Plasmid wurde jeweils ein E. coli
dH5a-Stamm und ein E. coli BL21DE3-Expressionsstamm transformiert.

5.1.2 Zellanzucht und Proteinreinigung von Sarlp und Sarlpsccs

Die Proteinexpressionen von Sarlp bzw. Sarlpsccs erfolgte in E. coli BL21DE3-Expressionsstammen.
Die Anzucht dieser wurde in LB-Medium (siehe 4.1.3.1) durchgefiihrt. Aus 6 | Ndhrmedium konnten
dabei durchschnittlich 8-10 g Feuchtmasse erhalten werden.

Die Proteinreinigung erfolgte gemal den Angaben in (4.2.2.2). In Abbildung 21 sind die SDS-
PAGE-Gele der Proteinprdparation am Beispiel von Sarlpsccs mit den Belade- und Waschfraktionen
(Bild A) sowie den Elutionsfraktionen (Bild B) dargestellt. Der Vergleich der einzelnen Bahnen in der
ersten Phase der Proteinreinigung (Bild A) zeigte, dass die anfanglich vorhanden Proteinbanden im
Uberstand nach dem Zellaufschluss (U) und den anschlieRenden Waschfraktionen (W; bis W5) an
Intensitat und Haufigkeit abnahmen. Die Elutionsfraktionen (Bild B) wiesen nur noch eine sichtbare
Bande zwischen 15 kDa und 25 kDa auf, die dem Molekulargewicht von Sarlp (ca. 22 kDa) entsprach.
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Abbildung 21: Die SDS-PAGE-Gele der Reinigung von Sarlpscc zeigen im ersten Teil der Reinigung (Bild A), dass sich die
zahlreichen Proteinbanden des Uberstandes (U) wahrend der einzelnen Waschschritte(W;-Ws) an Intensitét und Haufigkeit
reduzierten. Bei der abschlieRenden Elution (Bild B) wurde ausschlieRlich Protein der GréRe zwischen 15 kDa und 25 kDa in
Form einer einzelnen Bande erhalten, welches Sarlpg. entsprach (ca. 22 kDa). Die mit I markierten Fraktionen stellten
die mit der groBRten Proteinkonzentration dar.

Parallel dazu wurde eine Proteinbestimmung aller Elutionsfraktionen nach Bradford durchgefiihrt
(4.2.2.2 ff). Mit allen Fraktionen, die eine Proteinkonzentration > 20 uM aufwiesen, (E, = 55 = 9 uM,
E3=42+6 uM, E, =26+ 2 uM [O) wurde entsprechend (4.2.2.2 ff.) verfahren.

5.1.3 Fluoreszenzmarkierung von Sarlp und Sarlpsccs
5.1.3.1 Modifikation wahrend der Proteinreinigung

Die Modifizierung von Sarlp erfolgte mit zehnfach molarem Uberschuss an Alexasgg im Anschluss an
die Waschschritte 1-3 (siehe 4.2.2.2 ff). Dazu wurden die Préparations- und Modifikationsschritte auf
ein SDS-PAGE-Gel aufgetragen und mittels Fluoreszenzscan analysiert (Abbildung 22, Bild B). Dabei
zeigte sich, dass bei dem Waschschritt nach der Markierung (Durchlauf nach der Markierung, Dy)
neben Uberschiissigem Alexa,ss ((1) auch zuvor gebundenes Protein (=) von der GSH-Agarosematrix

A B

ny

UD W, W, W; D, W,E

UD W, W, W; D,, Wy E

Abbildung 22: SDS-PAGE-Gel der Praparationsschritte bei der Herstellung und gleichzeitigen Modifikation von Sarlp nach
Coomassie-Farbung (Bild A) und Fluoreszenzscan (Bild B). Dabei stellen U den Uberstand nach Zellaufschluss, D den
Durchlauf nach Auftragung des Uberstandes auf eine GSH-Agarose-Saule und W;-W; die einzelnen Waschfraktionen der

GSH-Agarose-Saule dar. Dy, steht fur den Durchlauf nach der Markierungsreaktion, W,, fir einen weiteren Waschschritt
nach der Markierung und E fiir die Elution nach erfolgter Spaltung durch Thrombin.

eluiert wurde. Durch einen weiteren Waschschritt (W,,) war es zwar méglich, den restlichen freien
Fluoreszenzfarbstoff zu entfernen, bei der anschlieRenden Spaltreaktion mit Thrombin zeigte die
Durchlauffraktion (E) allerdings keine fluoreszierende Proteinbande. Auch bei der im Anschluss
durchgefiihrten Coomassie-Farbung (Abbildung 22, Bild A) wurde kein Protein nach der Spaltung
durch Thrombin erhalten.
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5.1.3.2 Modifikation nach der Proteinreinigung

Die Modifikation von Sarlp erfolgte in Gegenwart von 20 x molarem Uberschuss an Alexa,gs. Die
Variante Sarlpsccs wurde in Gegenwart von 10 x molarem Uberschuss markiert. Bei allen Ansitzen
wurde eine Proteinkonzentration von = 50 UM eingesetzt. Die Probenpraparation, Aufreinigung und
Konzentrierung erfolgten dabei gemadR den Angaben in 4.2.2.2. Fir nachfolgende Charakteristiken
wurde dabei eine moglichst vollstandige Markierung des Proteins angestrebt. Die Ausbeute wurde
dabei wie in 4.2.2.4 beschrieben, bestimmt und fir verschiedene Inkubationszeiten und
Proteinvarianten in Tabelle 5 zusammengefasst.

Sarlp wies dabei eine Markierungsausbeute von 12,6 % nach 2 h Inkubationszeit bei 22 °C auf.
Eine Verlangerung der Inkubationszeit von 2 h auf 24 h fiihrte zu einer Erhohung der
Markierungsausbeute auf 66,3%. Im Vergleich dazu wies die Variante Sarlpsees nach 2 h
Inkubationszeit bei 22 °C mit 99,9 % die hoéchste Markierungsausbeute auf, die zudem einer
vollstandigen Modifikation sehr nahe kam. Wie in 4.2.2.2 dargelegt, wurde der Uberschissige
Alexa,gg Farbstoff mittels GroRenausschlusschromatographie vom Protein entfernt. Bei allen diesen

Tabelle 5: Vergleich der Markierungsausbeute verschiedener Sarlp-Prdparationen

Markierungsansatz [Sarl] / uMm [Alexa,gg] / UM Ausbeute” / %
Sarlp 2 h bei 22°C 11,2 1,4 12,6
Sarlp 24 hbei 22°C 104 6,9 66,3
Sarlpscs 2h bei22°C™ 9,2 9,2 99,9

Anteil des mit Alexa,gg modifizierten Sarlp
Die Analyse der Sarlpgccs-Variante wurde im Rahmen der Bachelorarbeit von Herrn Tobias Irmscher (unter der
praktischen Leitung von Herrn Jan Auerswald) durchgefihrt.

Reinigungen zeigte sich eine groRenbedingte Zerlegung der jeweiligen Proteinprobe auf zwei
verschiedene Fraktionen (Fraktion 1 und Fraktion 2; Abbildung 23). Diese beiden Fraktionen und die
Alexa,gg-Fraktion konnten dabei vollstandig voneinander getrennt werden. Die Analyse der
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0 25 50 75 100 125 150 175 200 Abbildung 23: Vergleich der Elutionsprofile von Sarlp (—),
Alexa,gg (—) und dem Modifizierungsansatz von Sarlp mit

t/ min
Alexa,gg nach 24 h bei 22°C (—).

Modifikation von Sarlp (nach 24 h Modifikationszeit bei 22 °C) mittels SDS-PAGE und
anschlieRendem Fluoreszenzscan (4.2.2.4) lieB erkennen, dass sowohl Fraktion 1 als auch Fraktion 2
eine sehr intensive Proteinbande enthielten (Abbildung24, Bild A). Da fir die Markierung
ausschlielRlich Proteinpraparationen eingesetzt wurden, die nur eine sichtbare Proteinbande
aufwiesen (Vergleich Abbildung 21, Bild B), wurde diese dem modifiziertem Sarlp (Sarlpajags)
zugeordnet. Anders als Fraktion 2, dessen SDS-PAGE-Gel-Analyse eine einzige Proteinbande zeigte,
weist das SDS-PAGE-Gel von Fraktion 1 zusatzliche, fluoreszierende Banden auf, die sich oberhalb
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und unterhalb der intensiven Bande von Sarlpauassg befanden. Diese entsprachen zum einen
Molekilen mit gréRerem Molekulargewicht (Banden oberhalb der intensiven Sarlppsgg-Bande), zum
anderen Molekilen mit kleinerem Molekulargewicht (Banden unterhalb der intensiven
Sarlppagg-Bande). Dieser Vergleich verdeutlichte, dass es sich bei Fraktion 2 um eine Fraktion
handelte, die Sarlpaass 0hne nachweisbare Riickstande an weiteren Proteinen oder freiem Farbstoff

Fraktion 1 Fraktion 2

Abbildung 24: Fluoreszenzscan der SDS-PAGE-Gele von Sarlppuss und Sarlpscesausse (Bild A) aufkonzentrierte
Elutionsfraktionen (Fraktion 1 und Fraktion 2) von Sarlpauss bei 22 °C nach 24 h. (Bild B) Elutionsfraktionen von
Sarlpgcesauss bei 22 °C und 2 h (Bereich 1), die Elutionsfraktionen von freiem Alexa,gg (Bereich 2) sowie einen Teil der
Elutionsfraktion von Sarlp,ugg (vergl. Fraktion 2, Bild A) (Bereich 3).

beinhaltete. Die Elutionsfraktionen der Reinigung von markiertem Sarlpgsces (Sarlpscesaiags) hach
dessen Modifikation mit Alexa,gg bei 22 °C liber 2 h (Abbildung 24, Bild B, Bereich 1) wiesen ebenfalls
nur eine Proteinbande im SDS-PAGE-Gel auf. Diese befand sich auf der gleichen H6he wie die Bande
der Fraktion 2 aus der Reinigung von Sarlpaags (Abbildung 24, Bild A), welche im Bild B als Referenz
zusatzlich mit aufgetragen wurde (Bereich 3). Die Unterschiede in den Helligkeiten lieRen sich
dadurch erkldren, dass die Praparation von Sarlppgs bereits aufkonzentriert worden war, die
Fraktionen im Bereich 1 hingegen ohne Aufkonzentrierung analysiert wurden. Neben der gleichen
Lage der Proteinbanden war im Bereich 1 ebenfalls kein zusatzlicher freier
Alexa,gg-Fluoreszenzfarbstoff zu identifizieren. Dieser ware auf der Héhe der Banden im Bereich 2 zu
erwarten gewesen, da dort die Fraktionen des freien Alexasgg (vergl. Abbildung 23) aufgetragen
wurden.

Da das Protein durch die Zugabe von SDS denaturierte, war eine Aussage zur Veranderung der
Konformation durch die Modifikation mit Alexa,gs und anschlieBender Aufreinigung nicht moglich.
Aus diesem Grund wurden die erhaltenen Elutionsfraktionen von Sarlpauags (Fraktion 1 und
Fraktion 2) sowie Sarlpscesaass (Fraktion 2) (vergl. Abbildung 24) mittels FCS analysiert. Die
Fluktuationskurven der jeweiligen Fraktion 2 von Sarlpauags (Abbildung 25, Bild B) als auch von
Sarlpscesaags (Abbildung 25, Bild C) wiesen dabei eine homogene Fluktuation UGber den gesamten
Messzeitraum auf. Bereiche mit starken Intensitdtsschwankungen, welche sehr hellen Teilchen
zugeordnet werden konnten, waren im Gegensatz dazu charakteristisch fiir die Fluktuationskurve
der Elutionsfraktion 1 von Sarlppags (Abbildung 25, Bild A). Der Vergleich der Autokorrelations-
funktionen dieser drei Fluktuationskurven (Abbildung 25, Bild D) und deren Datenanpassung mit
einem dreidimensionalen Diffusionsmodell einer Komponente mit Triplettanteil (Gleichung[12],
Tabelle 6) zeigte, dass die beiden Elutionsfraktionen 2 (Sarlpaiags (@), und Sarlpscesaass (@) Partikel
beinhalteten, die im Mittel eine &dhnliche Diffusionszeit von ca. 140 ps aufweisen. Durch die
Anpassung dieser Korrelationskurven mit einem Diffusionsmodell einer Komponente und der
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Abbildung 25: Zusammenfassende Darstellung der gemessenen Fluktuationskurven der Elutionsfraktionen von Sarlpauss
(22°C fir 24 h) (Fraktion 1, Bild A und Fraktion 2, Bild B) sowie der Elutionsfraktionen von Sarlpsccsauss (22°C fur 2 h)
(Fraktion 2 Bild C). Alle diese Fluktuationskurven wurden autokorreliert und gemaR (Gleichung [12]) angepasst (Bild D;
Sarlppausg Fraktion 1: (e); SarlpAl488 Fraktion 2: (e); Sarlpsccsaumss Fraktion 2: (e)). Die Bezeichnung der Fraktionen
entspricht der aus Abbildung 23.

Tatsache, dass die SDS-PAGE-Gele (Abbildung 24, Bild A, Fraktion 2 bzw. Bild B, Bereich 1) nur eine
Bande aufwiesen, konnte davon ausgegangen werden, dass es sich um eine Partikelart handelt.
Diese wies basierend auf dem jeweiligen Diffusionskoeffizienten  D(Gleichung [6],
Tabelle 6)(Sarlpaags: 10,0 - 107cm? s Sarlpscesaass: 10,2 - 107 cm? s°t) einen Wert auf, der dem von
Sarlp (10,2 107 cm? s, sieche Anhang 13.1.1) entspricht. Im Gegensatz dazu ergab die Analyse der
Korrelationskurve der Fraktion 1 (e), dass es sich um Partikel handelte, die mit ca. 5 ms langsamer

Tabelle 6: Zusammenfassung der FCS-Analyse der verschiedenen Sarlp-Varianten

Fraktion N Tp / us D"/ cm?s? Ty /% Ty [ ps
Sarlppas-Fraktion 1 0,8 49372 0,3-107 26 296,7
Sarlppyags-Fraktion 2 2,7 140,5 10,0 - 107 20 10,0
Sarlpsccsauss-Fraktion 2 2,1 137,3 10,2 - 107 [+ — ”

Der Diffusionskoeffizient wurde nach Gleichung[6] berechnet. Das 1, wurde im Rahmen einer Kalibrations-
messung mit Alexasgg-Hydrazid bestimmt und betrdgt 237 nm (Dgiexq,,, = 414 - 10° cm? st [81];

=33,8 ps). Dsar1p=10,2 - 107 cm®s™ (bestimmt nach Gleichung [11], siehe13.1.1)

TDAlexa458
*%

Die Modellanpassung ergab einen Triplettanteil von 0 %, wodurch nach Gleichung [12] der Triplettterm entfallt.

als Sarlpaags bzw. Sarlpscesaags diffundierten. Der ermittelte mittlere Diffusionskoeffizient war mit
0,3- 107 cm* st um den Faktor 35 kleiner als der von Sarlpysss. GemaR Gleichung [11] ergaben sich
daraus Partikel mit einem mittleren hydrodynamischen Kugelradius von ca. 86 nm
(vergl. Sarlp: ca. 2 nm).
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5.2 Etablierung eines Testverfahrens zum Nachweis der katalytischen
Aktivitat von Sarlp

5.2.1 Optimierung der Messparameter und der Nachweislosung

Um die Hydrolyse von GTP zu GDP und P; zu quantifizieren, wurde eine chemische Nachweisvariante,
basierend auf Molybdat und Malachitgriin, verwendet. Die Etablierung erfolgte dabei in Anlehnung
an die in [73] beschriebene Methode. Im Rahmen der Anpassung dieses Nachweisverfahrens an das
COPII-System wurde zu Beginn ein Test auf Sensitivitdit und Signalentwicklungszeit durchgefihrt
(Abbildung 26). Das Kriterium fiir die Signalsensitivitat ist dabei der Anstieg der P;-Kalibriergeraden
(in mAU puM,; %), bei der das Messsignal gegen die jeweiligen P;-Konzentration aufgetragen wurde. In
[73] wurde eine Steigung von 4,0 mAU pMp™" nach 5min Inkubationszeit mit Malachitgrin-
Nachweislosung erreicht (entspricht in Abbildung 26, Bild A). Im Gegensatz dazu betrug die

>
o)

4,0 ol
3,51 i
3,04 ]

-1
Pi
-1
Pi
w
1
.
-
.

2,54 4
2,04 .
1,5 . 4
1,0 L E
0,54 . 4
0,0 ¢ 1 0 4

o 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60 70

t/ min t / min

Anstieg / mAU pM_
Anstieg / mAU pM_

Abbildung 26: Anstiege einer P;-Kalibrierreihe (0-100 pM) nach verschiedenen Inkubationszeiten mit Malachitgrin-
Nachweislosung (4.2.4.1)(Bild A, @) im Vergleich zum beschrieben Geradenanstieg von 4,0 mAU uMp{l [73] (Bild A, ). Die
Zugabe von Wasser bewirkte dabei eine Erhdohung des Anstieges der P-Kalibrierreihe (Bild B, ®) nach verschiedenen
Inkubationszeiten mit Malachitgriin-Nachweisl6sung iber das Niveau von 4,0 mAU uMpi'1 [73](Bild B, ).

Steigung der P;-Kalibriergeraden auch nach 60 min Inkubationszeit mit Malachitgriin-Nachweislésung
nur ca. 50 % des Niveaus, welches in [73] beschrieben wurde (maximal 2 mAU uMp™
Abbildung 26 Bild A). Eine Erhéhung des Probenvolumens durch Zugabe von 100 pl H,0 von 175 ul
auf 275 pul, was gleichzeitig eine Erhohung des pH-Wertes der Nachweislosung nach sich zog, zeigte
eine Erhohung des Geradenanstieges auf 4,6 mAU pMy™" (Abbildung 26, Bild B). Dies entsprach
115 % des Niveaus, welches in [73] publiziert wurde (4,0 mAU pMp--). Weiterhin bewirkte die
Zugabe von H,0 eine Beschleunigung der Signalentwicklung. Diese war bereits nach ca. 20 min
maximal und fiel im Laufe der weiteren Minuten wieder leicht ab. Dennoch konnte sie im Zeitfenster
von 15 min bis 35 min nach Zugabe von Malachitgriin-Nachweislésung als konstant angesehen
werden, was vergleichbare Messwerte ermoglichte.

Da das Gleichgewicht zwischen Ortho-und Heptamolybdat im sauren Milieu auf der Seite des
Heptamolybdates lag (siehe Anhang 13.2.1), die Phosphatnachweisreaktion jedoch nur unter sauren
Bedingungen erfolgte, wurde im Folgenden der Einfluss der Orthomolybdat-Menge (als
Heptamolybdat eingesetzt) auf die Signalintensitdt und Geschwindigkeit der Signalausbildung
untersucht (Abbildung 27, Bild A). Die maximale Signalintensitat (ca. 0,4 AU) wurde dabei ab etwa
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Abbildung 27: Optimierung des Orthomolybdat-Gehaltes. (Bild A) Sattigungsverhalten des Messsignals bei ca. 0,4 AU. Dies
wurde ab einer Orthomolybdatmenge von ca. 5 umol erreicht. (Bild B) Vergleich der Detektionsspektren von 20 uM P; —,
50 uM P; —, 80 uM P; und 100 uM P; — in Gegenwart von 150 pl Nachweislésung und 100 pl H,0 nach 60 min
Inkubationszeit mit Malachitgriin-Nachweislosung.

5 umol Orthomolybdat im Ansatz erreicht. Bei 2,5 nmol P; (100 uM in 25 pl Standardlésung), was der
héchsten Konzentration innerhalb der P;-Kalibrierreihe entsprach (0-100 uM P;), wie sie fir die
Anstiegsauswertung in Abbildung 26 Bild A und Bild B verwendet wurde, ergab sich ein Anstieg von
4 mAU uMpi'l. Dieser war identisch mit dem aus [73] (4 mAU uMpi'l). Eine Erhéhung der
Orthomolybdatmenge lber 5 umol hinaus fiihrte zu keiner weiteren Steigerung der Signalintensitat.
Weiterhin lieB sich die Signalintensitit durch Anderung der Detektionswellenlinge zusitzlich
steigern. Die UV-Vis-Spektren der Malachitgriin-Nachweislésung wiesen in Gegenwart verschiedener
Mengen P; (Abbildung 27, Bild B) ein lokales Maximum bei ca. 630 nm auf.

5.2.2 Entwicklung eines geeigneten Kalibrierstandards zum Nachweis der GTP-Hydrolyse

Nach [73] wurde als Kalibrierstandard eine Konzentrationsreihe von 0-100 uM P; verwendet. Die
eigentlichen Experimente beinhalteten allerdings GTP und GDP, welche in wassrig saurer Umgebung
autohydrolysieren und somit P; freisetzten. Aus diesem Grund wurde die Autohydrolyse von GDP
und GTP unter den vorherrschenden Bedingungen der Nachweisreaktion (4.2.4.1) bei
unterschiedlichen Inkubationszeitpunkten beobachtet (Abbildung28). In Gegenwart der
eingesetzten Menge an GDP (maximal 100 uM) konnte nur minimal eine zusatzliche Steigerung des
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Abbildung 28: Vergleich der Autohydrolyseraten von GDP und GTP bei verschiedenen Inkubationszeiten mit Malachitgriin-
Nachweislosung (Bild A; GDP: 0 min (e), 20 min (e), 45 min (®); GTP: 0 min (A), 20 min (A), 45 min. Die aus den
Absorptionssignalen erhaltenen Geradenanstiege (Bild B) fir GDP (e) und GTP (e) zeigten, dass GTP durch Autohydrolyse
einen Beitrag zum Messsignal leistete. Als Fehler wurden die im Rahmen der Datenanpassung erhaltenen Fehler fiir die
Geradenparameter verwendet.
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Absorptionssignals bei 630 nm gemessen werden. Die absoluten Absorptionen (Abbildung 28, Bild A
nach 0 min (e), 20 min (e) und 45 min (®) Inkubationszeit mit Malachitgriin-Nachweislésung) lagen
alle zwischen 0,10 AU und 0,15 AU. Der Vergleich der jeweiligen Geradenanstiege, die aus der GDP-
Reihe zu unterschiedlichen Zeitpunkten berechnet und gegen die Inkubationszeit mit Malachitgriin-
Nachweislosung aufgetragen wurden (Abbildung 28, Bild B, (e)), zeigten, dass sich dieser leicht
erhohte. GTP wies eine Zunahme des Absorptionssignals bei steigender Inkubationszeit mit
Malachitgrin-Nachweislosung auf. Abbildung 28, Bild B (e) zeigte, dass 1 mM GTP nach 20 min
Inkubationszeit zu einem Geradenanstieg von > 0,1 mAU uM™ fiihrte, was einem absoluten Signal
von > 0,1 AU entsprach. Verglichen mit der Kalibrierreihe aus reinem P;, die einen Anstieg von
4 mAU uMpi'l aufwies, wirden diese 0,1 AU einer P;-Konzentration von 25 uM (25 % der maximalen
P;-Konzentration der Kalibrierreihe) entsprechen, die jedoch nicht dem Enzymumsatz, sondern der
Autohydrolyse von GTP zuzuordnen ware.

Um die Hydrolyserate von GTPasen in Gegenwart der Autohydrolyse von GTP zu quantifizieren,
wurde eine Kalibriereihe entwickelt, die die Spaltung von GTP in GDP und P; simuliert. Abbildung 29,
Bild A zeige beispielhaft die gemessenen Absorptionssignale dieser Kalibrierreihe, die im zeitlichen
Verlauf nach Zugabe von Malachitgriin-Nachweislésung zwei Phasen aufwies. Zum einen wurde die
Nachweisreaktion des in der Losung vorhandenen P;, die mit der Erhohung des Geradenanstieges
verbunden war und zum anderen eine kontinuierliche Verschiebung der Gerade in Y-Richtung, was
auf die kontinuierliche Autohydrolyse des GTP zuriickzufiihren war, beobachtet. Da die gesamte
Kalibriergerade ab ca. 10 min (e) Inkubationszeit diese Verschiebung erfuhr, blieb der
Geradenanstieg ab diesem Zeitpunkt nahezu konstant (Abbildung28, Bild B ®). Neben diesem
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Abbildung 29: (Bild A) Die Signalentwicklung des Kalibrierstandards aus GTPR GDP und P; nach unterschiedlichen
Inkubationszeiten mit Malachitgriin-Nachweislosung (1 min @, 3 min ®, 5 min e, 10 min @, 15 min ¢, 20 min @, 30 min
und 45 min e). (Bild B) Die Entwicklung der Geradenanstiege in Gegenwart von H,0 e, HKM-Puffer @ und HKM-Puffer mit
EDTA o.

konstanten Messsignal zur Quantifizierung der Umsatzrate war es zudem hilfreich, die
Enzymreaktion vor dem Beginn der Nachweisreaktion abzubrechen. Dadurch bestand die
Moglichkeit, die Nachweisreaktion in allen Reaktionsansatzen gleichzeitig zu starten und nach dem
Erreichen der konstanten Geradenanstiege auch gleichzeitig zu vermessen. Im Falle von Sarlp,
welches in seinem aktiven Zentrum neben GTP auch Mg®* gebunden hatte (3.1.3.2), wurde der
Abbruch der Enzymreaktion durch Zugabe von EDTA realisiert. Abbildung 29, Bild B zeigte dabei den
Vergleich der Geradenanstiege der komplexen Kalibriergerade (GTP, GDP und P;, siehe 4.1.4.2) in
Abhangigkeit von der Inkubationszeit mit Malachitgriin-Nachweislésungin Gegenwart verschiedener
Losungsmittel (H,O o, HKM-Puffer (4.1.3.7) o, HKM-Puffer mit anschlieBender Zugabe von EDTA o).

In allen drei Fallen stellte sich eine Konstanz des Geradenanstieges im Bereich von ca. 10-30 min

46



5 Ergebnisse

Inkubationszeit mit Malachitgriin-Nachweislésung ein. Beim Vergleich der Gradenanstiege zeigte
sich kein Unterschied zwischen H,0 e und HKM-Puffer e. Die Zugabe von EDTA zum HKM-Puffer
filhrte zusatzlich zu einer geringen Steigerung des Anstieges von 3,7 mM uM™ (H,0 e, HKM-Puffer o)
auf 4,0 mM pM* (HKM-Puffer mit EDTA o).

5.2.3 Einfluss von Phospholipiden und Alexass

Da Phospholipide im sauren Milieu ebenfalls hydrolysieren konnten, und somit die Mdglichkeit der
Freisetzung von P; bestand und viele Reaktionen von Sarlp bzw. den COPII-Komponenten in
Gegenwart von Phospholipiden (z.B. in Form von MMM-Liposomen, 4.2.3.2), durchgefiihrt werden
sollten, wurde deren Einfluss auf das Malachitgriin-Signal in Gegenwart der komplexen Kalibrierreihe
(5.2.2) untersucht (Abbildung 30, Bild A). Unabhangig von der Lipidkonzentration existierte ein
zeitlicher Bereich der Inkubation mit Malachitgrin-Nachweislosung, in dem ein konstanter
Geradenanstieg beobachtet wurde (15-30 min). Bezilglich der Hoéhe des Geradenanstieges
schwankten die Werte von 3,6-4,2 mAU uM, ' (ohne Liposomen ergab der Geradenanstieg
3,8 mAU pMp ™).
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Abbildung 30: (Bild A) Einfluss der Lipidkonzentration auf die Signalentwicklung (Anstiege der Kalibrierreihe, 5.2.2) nach
unterschiedlichen Inkubationszeiten mit Malachitgriin-Nachweislésung (0,0 mM e; 0,2 mM e; 0,5 mM e; 0,75mM e;
1mM ¢; 1,25 mM e; 1,5 mM  Lipid). (Bild B) Einfluss von Alexa488 (O uM e; 5 uM e und 7,5 uM e). Alle Messungen
wurden in Gegenwart von HKM-Puffer und EDTA durchgefihrt.

Da neben Sarlp auch fluoreszenzmarkierte Varianten der GTPase enzymatisch untersucht
werden sollten, war es notwendig, den Einfluss des zu verwendenden Fluorophors (Alexa,gg) auf die
Nachweisreaktion zu analysieren (Abbildung 30, Bild B). Dabei zeigten alle eingesetzten Mengen an
Alexaygg keinen Einfluss auf die Lage des Maximums der Anstiege der komplexen Kalibrierreihe
(5.2.2). Diese lagen zwischen 3,6 mMAU pMp' (0 uM Alexass ®) und 3,8 mAU pMp*
(7,5 UM Alexasgg ®) bei 20 min Inkubationszeit mit Malachitgriin-Nachweislosung. Lediglich der
Beginn des Zeitfensters, in dem sich ein konstanter Geradenanstieg eingestellt hatte, verschob sich

von ca. 15 min auf 20 min.
5.3 GTPase-Aktivitdt von Sarlp und dessen Regulation

5.3.1 Vergleich verschiedener Verfahren zur Bestimmung der Basalaktivitdat von Sarlp

Sarlp war als GTPase in der Lage GTP zu GDP und P; zu hydrolysieren. Fiir den Nachweis bzw. die
Quantifizierung dieser Reaktion wurden sowohl das gebildete P; mittels Molybdat und Malachitgriin
(siehe Anhang 13.2.1) als auch das Verhaltnis von radioaktiv markiertem GTP zu radioaktiv
markiertem GDP bestimmt. Die Praparation der jeweiligen Reaktionsansatze erfolgte dabei gemald
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Tabelle 7: Vergleich der Sarlp Basalaktivitat im Rahmen verschiedener Nachweismethoden.

Nachweismethode Sarlp / pmol [GTP] / mM  Aktivitdt / pmol min™ Kear / min™t
Malachitgriin-Test 75,0 1,0 386+1,7 0,51 £+0,03
radioaktiver Test 1554,8 1,0 865,5 +48,3 0,56 £ 0,03

Als Fehler wurden die im Rahmen der Datenanpassung erhaltenen Fehler fiir die Geradenanstiege verwendet.

den Angaben unter 4.2.4.2 bzw. 4.2.4.4. Dabei wies Sarlp bei Anwendung des Malachitgriin-Tests
mit einer Umsatzrate (k) von (0,51 + 0,03) min™ einen dhnlichen Wert auf wie im Fall des Tests
mit radioaktiv markiertem GTP ((0,56 + 0,03) min™).

5.3.2 Einfluss von nicht proteinogenen Effektoren auf die GTPase-Aktivitdt von Sarlp

Im Rahmen der COPII-Vesikel-Bildung interagierte Sarlp neben Phospholipiden auch mit Mg als
nicht proteinogene Effektoren. Dabei wies die katalytische Aktivitit in Abhangigkeit von der Mg?*-
Konzentration (Abbildung 31, Bild A) ein Maximum bei 1 mM Mg”" auf. Diese maximale Basalaktivitat
von (0,52 + 0,03) min™ reduzierte sich im Falle von geringeren Mg**-Konzentrationen und fihrte bei
Abwesenheit von Mg®* zu einer kompletten Inaktivierung des Enzyms. In Gegenwart hoherer
Mg®*-Konzentrationen reduzierte sich die Basalaktivitat ebenfalls. Bei Anwesenheit von 15 mM Mg**
betrug die Basalaktivitdat nur noch (0,33 + 0,02) min, was (63,6 £ 5,0) % der urspriinglichen
GTPase-Aktivitat entsprach.
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Abbildung 31: Einfluss der Mgb-Konzentration (Bild A) und der Lipidkonzentration (Bild B) auf die basale GTPase-Aktivitat
von Sarlp. Die Inkubationszeit mit Malachitgriinlésung betrug 20 min. Die angegeben Fehler setzten sich aus den
Regressionsfehlern der Kalibrierreihe (siehe 13.3.3 und 13.3.4) und den jeweiligen Zeit-Umsatzkurven der einzelnen
Enzymreaktionen zusammen.

Bei Anwesenheit von Phospholipiden (in Form von extrudierten MMM-Liposomen, 4.2.3.2)
zeigten Titrationsexperimente von Sarlp in Gegenwart steigender Mengen an MMMe-Liposomen
eine Reduktion der Basalaktivitdat von (0,50 + 0,03) min™t auf (0,39 + 0,03) min?, was (77,4 + 5,4) %
des Originalniveaus (Abbildung 31, Bild B) entsprach.

5.3.3 Einfluss von proteinogenen Effektoren auf die GTPase-Aktivitdt von Sarlp

Wahrend der Bildung von COPII-Vesikeln waren neben Sarlp weitere proteinogene Faktoren
beteiligt, die die GTPase-Aktivitdt beeinflussten (3.1.3.2). In Gegenwart der wasserldslichen
C-terminalen Domdne des transmembranen Guanidin-Austauschfaktors Sec12p (Sec12ACp) und
MMM-Liposomen zeigte sich in Bezug auf die Basalaktivitdit von Sarlp keinerlei aktivierende
Wirkung (Abbildung 32, Bild A; Tabelle 8). Die Basalaktivitit des Enzyms (in Gegenwart von
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Abbildung 32: Einfluss proteinogener Faktoren (COPII-Proteine) auf die Basalaktivitat von Sarlp. (Bild A) Sarlp
Umsatzraten bei verschiedenen Mengen an Sec12ACp. (Bild B) Sarlp Umsatzraten in Gegenwart verschiedener Mengen an
Sec23/24p. Die in (Bild A) und (Bild B) angegebenen Fehler setzten sich aus den Regressionsfehlern der Kalibrierreihe und
den jeweiligen Zeit-Umsatzkurven der einzelnen Enzymreaktionen zusammen. (Bild C) Variation der Konzentration von
Sec12ACp bei 0,5 uM Sec23/24p und 0,5 uM Sarlp. (Bild D) Variation der Konzentration von Sec23/24p bei
0,1 uM Secl2ACp und 0,5 uM Sarlp. (Bild E) Variation der Konzentration von Sec13/31p zu den inneren Hillproteinen
(0,5 um Sec23/24p, 0,1 UM Sec12ACp und 0,5 uM Sarlp). Alle Darstellungen zeigten einen Sattigungsbereich (). (Bild F)
Vergleich der Umsatzraten von Sarlp bei verschiedenen Substratkonzentrationen in Abwesenheit (@) und Anwesenheit (®)
von Sec12ACp. Die Fehler entsprachen dabei der Standardabweichung aus einer Doppelbestimmung.

MMM-Liposomen, siehe 5.3.2) von (0,39 + 0,03) min erreichte auch bei einem sechsfachen
molaren Uberschuss an Sec12ACp nur einen maximalen Wert von (0,38 + 0,01) min™. Ein
vergleichbarer Trend zeigte sich bei Anwesenheit des Heterodimers Sec23/24p in Gegenwart von
MMM-Liposomen (Abbildung 32, Bild B; Tabelle 8). Auch hier wurde eine vergleichbare
Basalaktivitit mit (0,37 +0,09) min* bestimmt. Somit ergab sich in beiden Féllen unabhéngig von der
eingesetzten Menge an Effektorprotein keine Steigerung der Basalaktivitat von Sarlp.

Bei zunehmender Konzentration an Sec12ACp (0-0,5 uM) in Gegenwart von 0,5 uM Sec23/24p

und 0,5 uM Sarlp hingegen wurde eine Erhohung der GTPase-Aktivitdt beobachtet, die im Bereich
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Tabelle 8: Zusammenfassung des Einflusses proteinogener Effektoren auf die Basalaktivitat von Sarlp

[Sarlp] [Sec12ACp] [Sec23/24p] [Sec13/31p]

Kombination” Kear / min™t
/ uMm /uMm / um /um e

Sarlp 05 e e 0,39 + 0,03
Sarlp + Sec12ACp 0,5 Obis3  —— 0,38 0,01
Sarlp + Sec23/24p 05 Obis2 - 0,37 +0,09
Sarlp + Sec12ACp + 0,5 0 bis 0,5 o5 - 1,08 £ 0,09
Sec23/24p 0,5 0,1 0bis05 - 0,90 + 0,03
sarlp + Sec12ACp + 0,5 0.1 0,5 0 bis 0,5 5,40 + 0,02

Sec23/24p +Secl3/31p
Alle Messungen wurden in Gegenwart von 1,5 mM MMM-Lipiden (siehe 4.2.4.2) durchgefihrt.

von 0,1 uM bis 0,5 uM Sec12ACp eine Sattigung erfuhr (Abbildung 32, Bild C, OI). Innerhalb dieses
Plateaus betrug die durchschnittliche Umsatzrate von Sarlp (1,08 + 0,09) min’’. Dies bedeutete eine
Steigerung um den Faktor 2,8 + 0,5, verglichen mit der Basalaktivitat ((0,39 + 0,03) min™). Auch die
Titration von Sec23/24p in Gegenwart von 0,1 uM Sec12ACp und 0,5 uM Sarlp fuhrte zu einer
Steigerung der Basalaktivitdt. Bei héheren Konzentrationen von Sec23/24p (0,3-0,5 uM) erfuhr diese
ebenfalls eine Sattigung (Abbildung 32, Bild D, ). Die mittlere Umsatzrate in diesem Bereich
(0,90 + 0,03) min™ entsprach dabei einer Umsatzsteigerung auf das 2,3 + 0,3 fache der Basalaktivitat
((0,39 £ 0,03) min™). Zusammenfassend ldsst sich daraus ableiten, dass die wasserldsliche Domane
des Guanidinaustauschfaktors (Sec12ACp) notwendig war, damit die GTPase aktivierende Wirkung
des GAP (Sec23/24p, siehe 3.1.3.2) zur Anwendung kommen konnte. Eine mogliche Ursache dafir
zeigten Titrationskurven von Sarlp mit verschiedenen Mengen an GTP in Gegenwart und
Abwesenheit von Secl12ACp (Abbildung32, Bild F). Die daraus resultierenden Anstiege
(Substratumsatz pro Zeit), aufgetragen gegen die eingesetzte GTP-Konzentration, zeigten einen
hyperbolen Verlauf, der nach den Ausfihrungen von [80] ausgewertet wurde. Die maximale
Umsatzrate von Sarlp ohne Sec12ACp ((0,65 + 0,02) min®) hatte dabei einen dhnlichen Wert wie bei
Anwesenheit von Sec12ACp ((0,66 + 0,03) min™). Anders verhielt es sich mit der Michaelis-Konstante
(Kwm), die der Substratkonzentration bei halbmaximaler Umsatzrate entsprach. Bei Abwesenheit von
Sec12ACp betrug diese ((0,48 +£0,05) mM) das 2,5 fache von dem, welche in Gegenwart von
Sec12ACp ((0,19 £ 0,04) mM) erreicht wurde.

Neben den beiden inneren Hullproteinen Sec12ACP und Sec23/24p hatte auch das duBere
Hullprotein Sec13/31p einen Einfluss auf die GTPase-Aktivitdt von Sarlp (3.1.3.2). Dazu wurden
verschiedenen Mengen von Sec13/31p der Kombination der inneren Hillproteine hinzugefiigt. Dabei
zeigte sich eine  weitere Erhdhung der  GTP-Hydrolyserate, die bei hoheren
Sec13/31p-Konzentrationen (0,4-0,5 uM) ebenfalls eine Sattigung erfuhr (Abbildung 32, Bild E, ).
Die dabei erreichte mittlere Umsatzrate von (5,40 + 0,02) min™ entsprach zugleich einem
Aktivierungsfaktor, bezogen auf die Basalaktivitat von 13,8 + 1,1.

5.3.4 GTPase-Aktivitat von Sarlpsccsanss im Vergleich zu Sarlp

Wie in 5.1.3.2 gezeigt, war es moglich, Sarlpsces in 2 h vollstindig mit einem Fluoreszenzmarker zu
modifizieren. Um die Ergebnisse von zukiinftigen Untersuchungen dieser fluoreszenzmarkierten
Variante mit dem Wildtyp-Enzym vergleichen zu kénnen, wurden deren enzymatische Aktivitaten
bestimmt. Als Kriterium fir die enzymatische Funktionalitdt galten dabei die in 5.3.3 gezeigten
Aktivierungsschritte der Basalaktivititen in Gegenwart des inneren Hillkomplexes (bestehend aus
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Tabelle 9: Zusammenfassung des Einflusses proteinogener Effektoren auf die Umsatzrate von Sar1pgccsamss

[Sarlpscesamss] [Secl12ACp] [Sec23/24p] [Sec13/31p]
/ pM / pM / pM / pM

Sarlpsccsauss 05 e 0,01 +0,01

1

Kombination” Keat / min

Sarlpgccsauss +
Sec12ACp + 0,5 0,1 o5 1,07 £0,28

Sec23/24p

Sarlpsccsauss +
Sec12ACp +
Sec23/24p +

Secl13/31p

Alle Messungen wurden in Gegenwert von 1,5 mM MMM-Lipiden (in Form von extrudierten Vesikeln, siehe 4.2.4.2)
durchgefiihrt. Die angegeben Fehler wurden aus den Fitparametern der jeweiligen Umsatzkurven ermittelt. Alle Daten
waren im Rahmen der Bachelorarbeit von Herrn Tobias Irmscher (unter der praktischen Leitung von Herrn Jan
Auerswald) entstanden und wurden aus dieser entnommen [82].

0,5 0,1 0,5 0,5 4,28 +0,37

Liposomen, der jeweiligen Variante von Sarlp, Sec12ACp und Sec23/24p) sowie des gesamten
COPII-Komplexes (bestehend aus Liposomen, der jeweiligen Variante von Sarlp, Secl12ACp,
Sec23/24p und Sec13/31p). Die in Tabelle 9 zusammengefassten Umsatzraten zeigten, dass die
Basalaktivitdt von Sarlpsccsaiass in Gegenwart der inneren Hullproteine (Sec12ACp und Sec23/24p)
auf einen Wert von (1,07 + 0,28) min’ gesteigert werden konnte. Die basale Hydrolyserate von
Sarlpsccsaass fiel mit (0,01 + 0,01) min™ deutlich geringer aus, als die des Sarlp ((0,39 + 0,03) min™).
Dennoch entsprach die Aktivierung durch den inner coat in ihren Werten denen aus den
Titrationsexperimenten von Sarlp mit Sec12ACp ((1,08 + 0,09) min™) bzw. von Sarlp mit Sec23/24p
((0,90 + 0,03) min) (siehe Tabelle 8).

Auch in Gegenwart des gesamten Hiillkomplexes wurde eine weitere Aktivierung der
Basalaktivitit von Sarlpscesasss auf (4,28 + 0,37) min™* ermittelt. Dies entsprach einer Steigerung der
durch deninner coat aktivierten Hydrolyserate von Sarlpsccsaass Um den Faktor 4. Vergleichend dazu
konnte Sec13/31p die Hydrolyserate des bereits aktivierten Sarlp um den Faktor 5 bis 6 steigern
(Tabelle 8).

5.4 Membraninteraktion von Sarlp und Sarlpsccsaisgs im Vergleich

Neben der GTP-Hydrolyse war die Fahigkeit von Sarlp, in Gegenwart von nicht hydrolysierbarem
GTP (GMP-PNP) und Komponenten des COPII-Komplexes (Sec12ACp, Sec23/24p und Scel3/31p)
starre tubuldre Strukturen an der Oberfliche von grofen MMM-Liposomen (MMM-GUVs) zu
erzeugen, ein weiteres Kriterium, um die Funktionalitdit von Sarlpsccsaagg Mit der von Sarlp zu

vergleichen.
5.4.1 Tubulierungsnachweis mit konfokaler Mikroskopie

Um die Bildung von starren tubuldaren Strukturen durch das Zusammenwirken der jeweiligen
Sarlp-Variante (Sarlp oder Sarlpsccspass) mMit den restlichen COPII-Proteinen unter nicht
hydrolysierbaren Bedingungen (siehe 3.1.3.2) zu beobachten, wurden GUVs (Herstellung siehe
4.2.3.3) mit den COPII-Proteinen und GMP-PNP inkubiert und mittels konfokaler
Fluoreszenzmikroskopie untersucht (siehe 4.2.5). Abbildung 33 zeigt dabei die Tubulierung in
Gegenwart von Sarlp (Bild A) und Sarlpsccsaiags (Bild B). In beiden Fallen wiesen die GUVs tubulare
Strukturen (—) auf, die sich allerdings in ihrer Lange unterschieden. So wurden in Gegenwart von
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Sarlp (Bild A) Tubes von bis zu 5 um Lange beobachtet, wohingegen bei Anwesenheit von

[3

Sarlpscesaags Tubes mit ca. 2,5 um Lange gemessen wurden.

Abbildung 33: Fluoreszenzaufnahmen (MafRstab: — 10 um; y=0,45) von MMM-GUVs in Gegenwart von COPII-Proteinen,
GMP-PNP und Sarlp (Bild A) sowie Sarlpsccsaugs (Bild B). Dabei wiesen die GUVs in beiden Fallen tubuldre Strukturen auf
(-»), die bei Anwesenheit von Sarlp (Bild A) mit ca. 5 um langer sind als die in Gegenwart von Sarlpsccsauss gebildeten
Strukturen (Bild B, ca. 2,5 um). Alle Daten waren im Rahmen der Bachelorarbeit von Herrn Tobias Irmscher (unter der
praktischen Leitung von Herrn Jan Auerswald) entstanden und wurden von dieser entnommen [82].

5.4.2 Tubulierungsnachweis mit Kryoelektronenmikroskopie

Die Bildung starrer tubuldrer Strukturen an der Oberflaiche von GUVs war ein Hinweis darauf, dass
die eingesetzten COPII-Komponenten so miteinander interagierten, wie es der natirlichen
Gegebenheit entsprach (siehe 3.1.3.2). Da sich bereits im Rahmen von lichtmikroskopischen
Untersuchungen (siehe 5.4.1) Unterschiede zwischen den tubularen Strukturen in Gegenwart von
Sarlp und Sarlpscesaass beziglich  deren  Langen zeigten, sollte im Rahmen von
kryoelektronenmikroskopischen Untersuchungen geklart werden, ob und in welcher Art und Weise
die COPIlI-Komponenten mit den jeweiligen Sarlp-Varianten interagierten (Abbildung34).
Charakteristisch fur die Bildung der COPII-Hillstruktur war das Auftreten einer zweiten Linie (—*)
neben der eigentlichen Membran (), welche den duBeren Hillkomplex Sec13/31p darstellte.
Derartige Strukturen sind sowohl bei den Tubulierungsversuchen in Gegenwart von Sarlp (Bild A) als
auch bei denen, wo Sarlpsccsaags €ingesetzt wurde (Bild B) zu beobachten. Allerdings unterschieden
sich die Bereiche, die die dulRere COPII-Hiille darstellten, in Abhdngigkeit von der eingesetzten Sarlp-
Variante voneinander. Bei Anwesenheit des Sarlp war diese zweite dinne Linie (=) regelmaRig und
Giber den gesamten Tube verteilt zu beobachten, wohingegen diese Strukturen bei Anwese nheit von

Sarlpscesaags €her lokal und teilweise punktformig auf den Tubes zu finden waren.
F 3 : " k‘

Abbildung 34: Kryoelektronenmikroskopische Aufnahmen (Malstab: gg100 nm) von MMM-GUVs in Gegenwart von
COPII-Proteinen, GMP-PNP und Sarlp (Bild A) sowie Sarlpsccsauss (Bild B). Dabei wiesen die tubuldren Strukturen in
beiden Fallen eine zweite diinne schwarze Linie (—*) Uber der eigentlichen Membran () auf, die auf die Anwesenheit
des duBeren Hullproteins (Sec13/31p) zurlickzufihren war. Alle Daten waren im Rahmen der Bachelorarbeit von Herrn
Tobias Irmscher (unter der praktischen Leitung von Herrn Jan Auerswald) entstanden und wurden von dieser
entnommen([82].
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5.5 Auswertung der Z-Scan-FCS-Daten mittels MATLAB

5.5.1 Korrelation der Z-Scan-FCS-Daten

Die Fluktuationsdaten, die im Rahmen der FCS-Analyse an Monoschichten gemessen werden
konnten, wurden nicht durch Zen2009 analysiert. Stattdessen erfolgte die Korrelation und
Auswertung durch ein selbst entwickeltes Programm (in Zusammenarbeit mit Jan Ebenhan in der
Anwendungsumgebung von MATLAB), welches dieser Dissertation beigefiigt ist. Um die Korrektheit
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Abbildung 35: Vergleich der korrelierten Kurven einer Alexa,gg-Hydrazid Messung, die durch einen 50/50 Strahlteiler an
beiden Detektionskanalen aufgezeichnet wurde. Somit konnten sowohl die Autokorrelation des Detektionskanals 1 (Bild A;
MATLAB e; Zen2009 e), die Autokorrelation des Detektionskanals 2 (Bild B; MATLAB e; Zen2009 e), die Kreuzkorrelation
des Detektionskanals 1 gegen den Detektionskanal 2 (Bild C; MATLAB «; Zen2009 e) als auch die Kreuzkorrelation des
Detektionskanals 2 gegen den Detektionskanal 1 (Bild D; MATLAB ; Zen2009 e) erzeugt und gegen die jeweilige Software
verglichen werden.
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und Eignung des verwendeten Korrelationsalgorithmus zu Uberprifen, wurden alle
Korrelationsarten, die durch die Datenaufnahme des Laserscanningmikroskops (LSM 710 and
ConfoCor 3, Zeiss) moglich waren (Autokorrelation des Detektionskanals 1, Autokorrelation des
Detektionskanals 2 sowie die Kreuzkorrelationen beider Kanale zueinander (Detektionskanal 1 gegen
Detektionskanal 2 und Detektionskanal 2 gegen Detektionskanal 1)) mit den Korrelationsdaten des
dem LSM 710 and ConfoCor 3-System beinhaltenden Korrelators verglichen (Abbildung 35). Dabei
zeigte der Vergleich der jeweiligen Korrelationskurven beider Korrelatoren zueinander, dass in allen
moglichen Varianten, die Daten zu korrelieren, nur geringe Unterschiede zwischen den jeweiligen
Kurven vorhanden waren. Nur im Zeitbereich von 50 ns bis 1,0 us wiesen alle Kurven, die mit dem in
MATLAB programmierten Korrelator generiert wurden, einen Unterschied zu den Korrelationsdaten
auf, die mit Zen2009 erzeugt wurden. Da fir die Modellanpassung (Gleichung [13]) der Daten ein
Zeitintervall von 1 ps bis zum Ende der jeweiligen Korrelationskurve zugrunde gelegt wurde, waren
die etwas grolReren Abweichungen im Bereich von 50 ns bis 1,0 ps fiir deren Interpretation nicht von
Bedeutung.

5.5.2 FCS-Modellanpassung durch MATLB

Die in MATLAB erzeugten Korrelationsdaten wurden gemaR den Angaben unter 4.2.7.3 angepasst.
Inwieweit der verwendete Algorithmus die vorgegeben Modelle korrekt an die Daten angleicht,
wurde mit Simulationskurven Uberprift (Abbildung36). Dabei ergab die Anpassung dieser
simulierten Kurven mit MATLAB (e, Bild A und Bild B), dass bei Verwendung der gleichen
Startparameter fiir beide Simulationen (—, Bild A und Bild B) im Falle des ersten Modells (Bild A) die
Parameter erhalten wurden (Tabelle 10), die fir die Simulation der Kurven zur Anwendung kamen.
Im Falle des zweiten Modells ergab die Datenanpassung unterschiedliche Parameter im Vergleich zu
den Simulationswerten. Durch eine Korrektur der Startwertvorgaben war es im Rahmen einer
zweiten Anpassungs moglich, auch die Parameter zu erhalten, die fur die Modellsimulation (Bild B)
verwendet wurden.

A 1,75 . . : : : : . B 0,918 . . .

1,504 1 0,912 ]

1,25 4

1,00 [ —— 0,902

- - - - - - - - 0.898
10° 107 10° 10° 10" 10° 10° 107 10 ' N "7 "5 "5 i "3 "2 " 0

G(1)
G(1)

/s /s

Abbildung 36: Datenanpassung verschiedener simulierter Korrelationskurven (Bild A @ und Bild B e) die unter Verwendung
verschiedener Startparameter (Tabelle 10) erzeugt und mit MATLAB angepasst wurden. Diese Anpassung beider Modelle
(Bild A — und Bild B —) erfolgte mit den gleichen Startparametern (Tabelle 10) und ergab fur das erste Modell (Bild A) die
gleichen Parameter (Tabelle 10), wie sie fiir die Simulation verwendet wurden. Im Falle des zweiten Modells (Bild B)
wichen die nach der Anpassung erhaltenen Parameter (Tabelle 10) ab. Eine Anderung der Startparameter fiir die
Modellanpassung (Bild B —, Tabelle 10) fiihrte anschlieBend dazu, dass die in der Simulation eingesetzten Startwerte
erhalten werden konnten.

Die richtige Wahl der Startparameter fir eine modglichst optimale Modellanpassung war
demnach entscheidend. Um die manuelle Auswahl der Startparameter fir jede einzelne
Korrelationskurve zu umgehen, wurde versucht, die Informationen der Startwerte aus deren
Eigenschaften zu ermitteln. Dazu wurde die Korrelationskurve wie unter 4.2.7.3 beschrieben
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Tabelle 10: Zusammenfassung der Datenanpassung verschiedener Modelle mittels MATLAB

Modell 1 (Abbildung 36, Bild A) Modell 2 (Abbildung 36, Bild B)

2 = 2 o o

5 g 5 5 g s | & g

= F= ] ® P ] ] ] ®

S L 3 e £ L o S & £ S & £

o X S 2 i © 3 £ £ © £ ©

S S E g S = JORS Eg | 85 L5 S = JOR

o c wn 3 n 2 o a wn S nh 2 i a a2 L o

N 10 1 10 100 1 102 100 100
Tp 10 ms 1ms 10 ms 0,1 ms 1ms 0,11 ms 10 ms 0,1ms

Tr 0,9 0,1 0,9 0,5 0,1 0,11 0,9 0,5
T 0,1 us 1us 0,1 us 0,1ps 1ps 1,5 ps 0,1 ps 0,1 us

Offset 1 1 1 0,9 1 0,9 0,9 0,9

Fit, entspricht dabei der Datenanpassung (—) in Abbildung 36 und Fit, der Datenanpassung (—) in Abbildung 36

geglattet und anschlieBend nummerisch abgeleitet, um die charakteristischen Wendepunkte
(z.B. Abbildung 37, Bild A,—) fir die Bestimmung der Startparameter (z.B. 7p) zu ermitteln. Die
Notwendigkeit einer Glattung vor der Erzeugung der ersten Ableitung zeigte der Vergleich der
abgeleiteten, ungegldtteten Korrelationsdaten (Abbildung 37, Bild B, —) mit den abgeleiteten
Korrelationsdaten nach der Glattung (Abbildung 37, Bild B, —). Im ersten Fall (ungeglattet) lieR die
erste Ableitung aufgrund der zahlreichen Extrema keine weitere Differenzierung (zweite Ableitung)
zur Startwertermittlung zu. Ursache waren die starken Fluktuationen innerhalb der
Korrelationskurve (Abbildung 37, Bild A, @), die in Form der Ableitung zahlreiche Extrema aufzeigten
(Abbildung 37, Bild B, —) und somit den globalen Kurvenverlauf (iberlagerten. Zu erwarten war
aufgrund der Gestalt der Korrelationskurve, dass der Bereich um das 80te 1-Segment ein Extremum
in der ersten Ableitung zeigte, aus dem in der zweiten Ableitung eine Nullstelle und daraus der
Wendepunkt abgeleitet werden konnte. Wurde die Korrelationskurve hingegen gemaR den
Ausfihrungen in 4.2.7.3 geglattet (Abbildung37, Bild A, —) und anschlieRend abgeleitet
(Abbildung 37, Bild B, —), so wurden die charakteristischen Eigenschaften der Korrelationskurve
(z.B. Extremum bei 1-Segment 80) sichtbar. Weiterhin verhinderte die im Algorithmus definierte
Abbruchroutine (durch Erreichen eines Mindestabstandes der aktuellen Glattungskurve von der
Vorgangerkurve, 4.2.7.3 ff.), dass die in der Korrelationskurve vorhandenen Charakteristika wie
Wendepunkte oder Extrema nicht heraus gemittelt wurden, wie es ohne Abbruch nach 50 Runden
der Fall gewesen ware (Abbildung 37; Bild A, —). Die Ableitung dieser sehr stark geglatteten Kurve
(Abbildung 37,Bild B, —) zeigte, dass die Extrema der t-Segmente 50, 65 und 80 immer mehr zu
einem einzigen breiten Extremum geglattet wurden und somit als Startwerte flr die Fitparameter
verloren gegangen waéaren, da sie in der zweiten Ableitung keine Nullstelle (Wendepunkt der
Korrelationskurve) darstellten (vergl. Abbildung 18 in 4.2.7.3). Die erste Ableitung der
Korrelationskurve wiederum wies einige Fluktuationen auf, die eine Zuordnung von Nullstellen in der
zweiten Ableitung erschwert (Abbildung 37, Bild C, —). So existierten mehrere Nullstellen im Bereich
des 80 ten t1-Segments, die als moglicher Startwert fir 7 in Betracht kommen konnten. Eine
Zuordnung fir die T im Bereich vom 19-53 ten t-Segment (entspricht dem Bereich von 1 ps bis 20
us) war ebenfalls nicht moglich, da auch dort zu viele Extrema vorhanden waren. Eine vorherige
Glattung der ersten Ableitung gemalR 4.2.7.3 (Abbildung 37, Bild B, —) und anschlieRende Ableitung
dieser (Abbildung 37, Bild C, ) verfligte Gber weniger Nullstellen, die einen Wendepunkt darstellen
und als Startparameter hatten verwendet werden kénnen. Mit Hilfe der dritten Ableitung
(Abbildung 37, Bild D, @) und anschlieBender Glattung (4.2.7.3)(Abbildung 37, Bild D, —) wurde, im
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Abbildung 37: Einfluss der Glattung auf die einzelnen nummerischen Ableitungen einer Korrelationskurve. Die Ermittlung
der charakteristischen Wendepunkte der x-modifizierten Korrelationskurve (anstelle der t-Werte wurden &dquidistante
Segmentzahlen aufgetragen)(e, Bild A) zur Bestimmung der Startwerte fir z.B. 7p und 71 erfolgte durch Berechnung der
zweiten Ableitung. Aufgrund der starken Fluktuation der Korrelationsdaten zeigte die daraus resultierende nummerische
Ableitung (—, Bild B) zahlreiche Extremwerte, die alle als Nullstellen der zweiten Ableitung und damit als Wendepunkte
und somit auch als Startwerte fiir T, und T herangezogen wurden. Eine Glattung der Korrelationsdaten (—, Bild A) nach
den Ausfiihrungen in 4.2.7.3 und anschlieRende nummerische Ableitung (—, Bild B) fiihrte zur Reduktion der Anzahl an
Extrempunkten, die fiir die weitere Ableitung verwendet und ausgewertet werden konnten. Dieses Prinzip setzte sich Gber
die folgenden Ableitungen fort. So erméglichte die Glattung der ersten Ableitung (—, Bild B) eine bessere Zuordnung
moglicher Wendepunkte in der zweiten Ableitung (—, Bild C). Ohne Glattung hatte diese ebenfalls sehr viele Wendepunkte
und dadurch viele Kandidaten fiir Startparameter (—, Bild C). Durch die dritte Ableitung (—, Bild D) wurde liber den
Extremwert des zur Nullstelle der zweiten Ableitung passenden Extremums ausgewdhlt, welche Nullstelle der zweiten
Ableitung zur Startwertermittlung verwendet wurde.

Falle mehrerer Nullstellen der zweiten Ableitung die Nullstelle gewahlt, die das gréRte Maximum (bis
zum t-Segment 53, flr 7p; ab dem t-Segment 53 fiir ) hatte. Fir 71 war dies beim t-Segment 49
und fiir 7p beim t-Segment 80 der Fall. Ubertragen auf die eigentlichen t-Werte der
Korrelationsfunktion entsprach dies einem Wert von 14,4 pus als Startparameter fiir T und 0,205 ms
als Startparameter fiir 7. Der Offset der Korrelationskurve entsprach dem Korrelationswert G des
letzten t-Segments der geglatteten Kurve der Korrelationsdaten (Abbildung 37, Bild A, —) und
betrug 0,995. Gemal den Beschreibungen aus 4.2.7.3 erfolgte die Ermittlung des Startwertes fir N,
basierend auf der Vorganger-Nullstelle der zweiten Ableitung, die zur Bestimmung des Startwertes
fir 7p herangezogen wurde. Da das 80te t-Segment fir die Ermittlung des Startwertes fir tp
bestimmt wurde, ergab sich das t-Segment 63 als vorherige Nullstelle (Abbildung 37, Bild C,—). Der
Korrelationswert der geglatteten Korrelationskurve in diesem t-Segment betrug 1,057. Gemal
Gleichung [24] (in 4.2.7.3) ergab sich fir N ein Startwert von 16,13. Der Startwert fir den
Triplettanteil wurde errechnet durch den Startwert von N, den Startwert des Offset und dem
Korrelationswert der geglatteten Korrelationskurve im t-Segment 1 (4.2.7.3). Er betrug 0,096. Unter
Verwendung dieser Startwerte wurde diese Korralationskurve in MATLAB angepasst (Abbildung 38,
Bild A).
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Um die Eignung des Verfahrens zu bestdtigen, wurde versucht, die Startparameter einer
simulierten Korrelationskurve zu ermitteln. Dabei zeigte sich, dass die aus diesem Verfahren heraus
ermittelten Startparameter fir die Kurvenanpassung mit N=2,06; tp=0,92 ms, T1=0,21; 77=4,8 us;
Offset=1,1 in etwa die Parameter darstellten, die fiir die Simulation verwendet wurden (N=2; tp=1
ms, Tr=0,2; T1=5 us; Offset=1,1).

5.5.3 Anpassung der einzelnen FCS-Fitparameter im Rahmen der Z-Scan-FCS

Fur die globale Analyse der FCS-Parameter (N, tp) wurden diese gemdR den Ausfiihrungen in
Theorie 3.2.4 ff.
Gleichung [25] in 4.2.7.4 angepasst. Die Helligkeit wurde durch eine Lorentzkurve beschrieben.
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Abbildung 38: Vergleich verschiedener Varianten zur Bestimmung eines Parameters fiir die Beurteilung der Giite der

FCS-Datenanpassung an einer guten Datenanpassung (Bild A, Daten: e, Fit: —) und einer schlechten (Bild B, Daten: e,
Fit: —). Basierend auf den Residuen zwischen Modellkurve und Korrelationsdaten (guter Datensatz, Bild C; schlechter
Datensatz Bild D) wurden zum einen die absoluten Residuen beider Korrelationsdaten (guter Datensatz, Bild E; schlechter
Datensatz, Bild F) als auch die nach dem Glattungsgrad (bedingt durch den multiple t-Algorithmus) gewichteten Residuen
(4.2.7.4) (guter Datensatz, Bild G; schlechter Datensatz, Bild H) miteinander verglichen. Dabei unterschieden sich die
Residuen, die nach dem Glattungsgrad gewichtet wurden am starksten voneinander (guter Datensatz, Bild G; schlechter
Datensatz, Bild H).
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Aufgrund dessen, dass u. a. einzelne FCS-Anpassungen trotz der automatischen Startwertvorgabe zu
keiner guten Datenanpassung fihrten (Abbildung 38, Bild B), war es nicht moglich, die
aufgetragenen Daten ohne weitere Einschrankungen (Wichtungsfaktor der einzelnen FCS-Parameter
N und tp, die die Giite der einzelnen Korrelationsanpassungen berliicksichtigen) parabol anzupassen
(Abbildung 39, —). Hinzu kam, dass Segmente auBerhalb des konfokalen Zentrums mit einer
geringeren Helligkeit (und damit verbunden einer geringeren Anzahl an Signalen) dazu fiihrten, dass
die Korrelationskurven ein stirkeres Rauschen/stirkere Fluktuationen aufwiesen. Weiterhin stiegen
N bzw. tp mit zunehmendem Abstand vom konfokalen Zentrum (3.2.4 ff.), was bei einer konstanten
Segmentlange (und damit verbunden einem konstanten maximalen Wert fir t Gber alle Segmente)
ebenfalls erwarten lieB, dass die Datenanpassung in diesen Segmenten schlechter erfolgte als in der
Nahe des konfokalen Zentrums. Aus diesen beiden Griinden wurde ein Wichtungsfaktor fir jedes
Segment generiert, der sowohl die Lage zum konfokalen Zentrum als auch die Gite der Anpassung
der einzelnen Korrelationsdaten berlicksichtigte (Abbildung 39).

Grundlage fir die Bestimmung der Anpassungsgiite der einzelnen Modellkurven an die
Korrelationsdaten war eine starkere Wichtung der Differenzen bei groReren t-Werten (groRerem
Glattungsgrad, bedingt durch den multiple-t-Algorithmus [83, 84]). Das Vorgehen wurde
exemplarisch am Beispiel aus Abbildung 38 beschrieben und die resultierenden Daten wurden in
Tabelle 11 zusammengefasst. Wurden die absoluten Residuen aufsummiert, so ergab sich ein

Tabelle 11: Zusammenfassung der Auswertung der Residuen einzelner FCS-Datenanpassungen zur Ermittiung eines
Guteparameters

Bezeichnung Residuengesame Residuenapschnitt 1 Residuenapschnitt 2

1 ps bis Ende 1psbis10us 10 ps bis Ende

00 normal -4,14-10% | ----- | e

c

35

25 absolut 1,11 0,72 (64,75 %) 0,39 (35,25 %)

o

5 gewichtet 0,48 0,26 (54,89 %) 0,22 (45,11 %)

w normal 7,54-10° | ----- | e

25

A 2 absolut 3,26 0,64 (19,66 %) 2,62 (80,34 %)

Q G

g gewichtet 9,25 0,21 (2,27 %) 9,04 (97,73 %)

Unterschied in der Wichtung von 2,15 zwischen der guten (1,11) und der schlechten (3,26)
Datenanpassung. Zudem hatte der Fluktuationsanteil im Abschnitt 1 der summierten Residuen
(1 ps bis 10 ps) mit 19,66 % bei der schlechten und 64,75 % bei der guten Datenanpassung noch
einen sehr starken Einfluss, obwohl dieser Bereich keine Aussagekraft Uber die Gite der
Datenanpassung im Gesamten lieferte. Bei den gewichteten und summierten Residuenwerten
(4.2.7.4 ff.) dagegen lag ein fast 20-facher Unterschied zwischen dem der guten Datenanpassung
(0,48) und der schlechten Datenanpassung (9,25) vor. Im Vergleich zur absoluten Summe der
Residuen hatte der Bereich von 1 pus bis 10 us bei der schlechten Datenanpassung mit 2,27 % Anteil
am Gesamtwert einen deutlich geringeren Einfluss. Der Bereich, der Auskunft Giber die Anpassung
der Parameter tp und letztlich auch N gab, (10 ps bis zum Ende) trug jetzt 97,73 % zum gesamten
gewichteten Summenwert der Residuen bei. Da im Rahmen der Z-Scan-Analyse auch Bereiche
aulerhalb der konfokalen Aquatorialebene analysiert wurden, war die Giite der Auswertung
aufgrund der steigenden Diffusionszeiten bei konstanter Segmentldange sowie der sich verringernden
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Helligkeiten geringer als bei Messungen innerhalb der Aquatorialebene. Aus diesem Grund wurden
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Abbildung 39: Einfluss verschiedener Wichtungsfaktoren auf die parabole Datenanpassung gemaR (Theorie 3.2.4). Dabei
zeigte die ungewichtete Datenanpassung (—) sowohl bei N (Bild A) als auch bei 7 (Bild B), dass diese nicht in der Lage war,
die vorhanden Daten (®) korrekt zu beschreiben. Auch die Wichtung beziglich der Lage zum konfokalen Zentrum (—) wies
immer noch groRBe Differenzen zwischen der Modellfunktion und den Datenpunkten auf. Unter Verwendung der
gewichteten summierten Residuen (als Wert fiir die Glite der Modellanpassung an die Korrelationsdaten) in quadratischer
Form (—) als auch der Kombination beider Wichtungsfaktoren in quadratischer Form (Position zum konfokalen Zentrum
und die Gulte der einzelnen Anpassungen der FCS-Korrelationskurven) (—) wurden die Datenpunkte im Sinne eines
parabolen Verlaufs beschreiben.

alle Daten, die eine geringere Helligkeit als die halbmaximale Helligkeit besafen, von der
Z-Scan-Anpassung ausgeschlossen und alle ibrigen Daten gemal ihrer Helligkeit und der Glte der
Anpassung der Korrelationsdaten (gewichtete Summe der Residuen) gewichtet. Dabei zeigten die
Kurvenanpassungen sowohl fiir die Auftragung von N (Abbildung 39, Bild A) als auch fir die
Auftragung von tp gegen die Migrantionszeit (Abbildung 39, Bild B), dass sowohl ein ungewichtetes
Modell (—) als auch der Wichtungsfaktor der Position des jeweiligen Segments in Relation zum
konfokalen Zentrum (—) nicht in der Lage waren, die Daten anzupassen. Die Wichtung bezlglich der
Gute der einzelnen Anpassungen der FCS-Korrelationskurven (—) und auch die Kombination beider
Wichtungsfaktoren in quadratischer Form (Position zum konfokalen Zentrum und die Giite der
einzelnen Anpassungen der FCS-Korrelationskurven) (—) beschrieben dagegen den parabolen
Verlauf der Daten.

5.6 Etablierung eines Messsystems fiir FCS-Analysen an Phospholipid-
Monoschichten

Das in diesem Abschnitt beschriebene Messsystem war eine Kombination aus einem konfokalen
Fluoreszenzmikroskop und einer Langmuir-Filmwaage mit Barrieren, die unabhdngig voneinander,
aber auch simultan bewegt werden konnten. Dieses sollte neben der Beobachtung von
Monoschichtbestandteilen (z.B. Phospholipiden), auch dazu dienen, die Interaktion von anderen
Komponenten, wie z.B. Proteinen, an der Grenzflaiche mit einzelmolekdilsensitiven Verfahren zu
untersuchen. Von Interesse waren stéchiometrische Parameter (N) sowie dynamische
Informationen (D), die mit einer Langmuir-Filmwaage allein nicht bestimmt werden konnten.
Ausgehend von dem in [72] beschriebenen Setup wurden im Anschluss die einzelnen
Systemparameter, Kalibrationsdaten und erste Anwendungsversuche dargestellt.

5.6.1 Technische Umsetzung des kombinierten Aufbaus

Das nach [72] beschriebene Messsystem wurde im Rahmen dieser Arbeit in seinen wesentlichen
Bestandteilen nachgebildet und wurde in Abbildung 40 dargestellt. Gezeigt wird ein kommerziell
nutzbares konfokales Mikroskop (LSM 710 and ConfoCor 3, Zeiss), welches von einer Inkubatorbox
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Abbildung 40: Foto des kombinierten Aufbaus eines konfokalen Mikroskops und einer Langmuir-Filmwaage in
Anlehnung an die Beschreibungen aus [72]. Voraussetzung dafiir war die Modifikation des Teflontrogs der Filmwaage in
Form einer Offnung, die durch einen Metallring mit aufgeklebtem Deckglas geschlossen gewesen war (). Auf diesem
Deckglas wurde ein gedffneter Teflonring positioniert (), um eventuelle StoRe und Oberflaichenwellen zu reduzieren.
Die beiden Barrieren (-*), welche unabhdngig voneinander bewegt werden konnten, erlaubten sowohl Expansions- und
Kompressionsexperimente als auch ein paralleles Verschieben der gesamten Monoschicht. Der Druckaufnehmer (=)
mit dem Wilhelmy-Plattchen war dabei mit der Barrieren B (Abbildung 16) fest verbunden.

umgeben ist, die normalerweise fir Zellkulturbeobachtungen verwendet wird. Durch diese sollten
duBere Effekte, wie z.B. Luftstrome, reduziert und ein konstantes Mikroklima (Luftfeuchte)
geschaffen werden. Gleichzeitig bot sie die Moglichkeit eines gut temperierbaren Umfeldes um die
Filmwaage (C1). Weiterhin erforderte das Arbeiten an Laser-Systemen der Klasse 3 und héher den
Schutz vor direktem Kontakt des Laserstrahls mit dem Auge des Anwenders. Beim klassischen
Mikroskopiesetup mit Probentisch wurde dies durch Deckel oder Umhange sichergestellt. Durch die
Inkubatorbox war das Anbringen eines Umhangs moglich, ohne die Monoschicht zu beschadigen und
ebenfalls den Laserstrahl abzuschirmen. Bei der hier verwendeten Langmiur-Filmwaage wurde in
den Trog aus Teflon ein Metallring eingesetzt, welcher mit einem Deckglas (Durchmesser 50 mm,
Menzel-Gldser) abgedeckt wurde. Das Deckglas wurde mit Epoxidharz am Metallring fixiert. Durch
die beiden unabhdngig voneinander beweglichen Barrieren (=), war es moglich, sowohl
Kompressions- und Expansionsexperimente als auch ein Verschieben der gesamten Monoschicht
durchzufiihren, was Analysen an beliebigen Stellen zulieB. Der bewegliche Druckaufnehmer (=)
wurde an Barriere B (Abbildung 16) fest verankert, sodass dieser ebenfalls mit der gleichméaRigen
Bewegung dieser Barriere in konstantem Abstand mitgefiihrt werden konnte. Ein AnstofRen des
Wilhelmy-Plattchens an eine der Barrieren wurde dadurch verhindert. Zu beriicksichtigen war, dass
eine manuelle, ruckartige Bewegung des Wilhelmy-Plattchens dazu fiilhren konnte, dass die
Monoschicht beschddigt wurde oder das Plattchen aus der Subphase herausgerissen werden konnte.
Durch den Metallring, war es moglich, mit einem Wasserimmersionsobjektiv mit langem
Arbeitsabstand (LD C-Apochromat 40x, NA 1,1) die dartiber befindliche Monoschicht zu analysieren.
Um diese Monoschicht im optischen Messbereich zu stabilisieren (z.B. vor Oberflachen-
schwingungen), wurde ein gedffneter Teflonring um die Beobachtungsstelle positioniert ().

5.6.2 Einfluss des Riihrens auf die Gleichverteilung

In [72] waren allerdings nur Daten beschrieben, bei denen Phospholipide in Form von
Monoschichten analysiert wurden. Eine Analyse von Molekiilen in der Subphase, die mit den Lipiden
der Monoschicht interagierten, setzte voraus, dass diese auch in den Ring hineindiffundieren
konnten und sich auf der gesamten Oberflaiche gleichmaRig verteilten. Andernfalls ware eine
Kombination der Effekte, die am Wilhelmy-Plattchen registriert wurden (z.B. Anderungen von ) mit
denen, die im Rahmen der FCS ermittelt wurden (N, tp), nicht moglich. Ein Spreiten und Riihren
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Uber dem Deckglas war zudem nicht moglich, da sonst die diinne Subphase (0,5 mm) zerrissen
worden ware. Eine gleichmaRige Verteilung von Interaktionspartnern (z.B. Sarlpsccsaiags) innerhalb
und auBerhalb des Teflonrings musste daher durch Rihren der Subphase neben dem Metallring
(aufgrund der gréBeren Tiefe der Subphase) realisiert werden. Beim Vergleich der Verteilung des

Abbildung 41: Effekt des Teflonrings auf die Verteilung von Analyten in der Subphase (Sarlpsccsausgs). Die Verteilung von
Sarlpgcesaugs Nach 6 h Rihren (Bild A) zeigte, dass mehr Protein im Inneren des Teflonringes nachzuweisen war als nach 6 h
ohne Rihren (Bild C). Je hdher die WeiRfarbung der einzelnen Bilder, desto mehr Fluoreszenzsignal war vorhanden. Dass es
sich hierbei um die Fluoreszenz von Sarlpsccsauss handelte zeigte der Vergleich mit (Bild B), welches der Praparation von
(Bild A) entsprach. Dieses wurde vor der Injektion von Sarlpgccsauss €rstellt.

Fluoreszenzsignals innerhalb des Teflonringes (Abbildung 41) zeigte sich, dass sowohl mit (Bild A) als
auch ohne Riihren (Bild C) keine gleichmaRige Verteilung des Fluoreszenzsignals zu beobachten war.
Eine Extrapolation von FCS-Daten (N, tp), die an einer lokal begrenzten Position innerhalb des
Teflonringes gemessen wurden, auf den gesamten Trog war damit nicht moglich. Aus diesem Grund
wurde der Teflonring bei allen weiteren Untersuchungen entfernt und die Prdparation erfolgte
neben dem Metallring unter Riihren.

5.6.3 Einflussfaktoren auf die Messung des Oberflachendrucks
5.6.3.1 Temperaturin der Subphase innerhalb der Langmuir-Filmwaage

Das im Rahmen der Setupentwicklung eingesetzte Mikroskop (Zeiss (LSM710 mit ConfoCor 3 Einheit)
stellte ein vollautomatisches System dar, welches im Vergleich zu nichtautomatischen Systemen
einer zusatzlichen Warmequelle gleichkam. Um die Auswirkungen dieser zuséatzlichen
Warmeproduktion auf das Messsystem zu kompensieren, wurde um das Objektiv ein weiterer
Kihlkreislauf installiert (siehe Anhang 13.4.1). Beim Vergleich der ermittelten Temperaturen (mit
und ohne zusatzliche Kuhlung) zeigte sich, dass ohne Objektivkiihlung eine maximale
Temperaturdifferenz von 3,0 K (25 °C direkt tiber dem Objektiv) zur Solltemperatur der Subphase
(22 °C) zu messen war (Abbildung 42, Bild A). Nur in groBerer Entfernung, an den Randern des
Teflontrogs, wurden Temperaturen gemessen, die mit 22,1° C bis 22,4 °C in einem Bereich
von* 0,5 K zur Solltemperatur von 22 °C lagen. Durch die zusatzliche Kihlung des Objektivs mit
4,5 °C kaltem Wasser (Abbildung 42, Bild B), befanden sich alle gemessenen Temperaturen im
Bereich von = 0,5 K zur Solltemperatur. Die maximale Temperaturdifferenz reduzierte sich auf 0,6 K
(21,8 °C direkt neben dem Objektiv und 22,4 °C im duBeren Trogbereich).
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Abbildung 42: Einfluss einer aktiven Objektivkiihlung auf die Temperaturverteilung innerhalb der Subphase. Bezogen
auf die Solltemperatur von 22 °C war diese bei Abwesenheit einer externen Objektivkiihlung mit 25 °C iber dem
Deckglas héher als die Vorgabe (Bild A). Im Vergleich dazu fuhrte eine aktive Objektivkiihlung mit Wasser (4,5 °C) zu
einer gleichmaRigeren Temperaturverteilung innerhalb der Subphase (Bild B). Werte in griin zeigten dabei eine
Abweichung zur Solltemperatur (22 °C) von < 1 K an. Ab einer Abweichung von > 1 K bis <3 K sind die Werte gelb, ab
>3 K rot markiert. Bei allen Messungen betrug die Temperatur des Wassers zur Temperierung der Filmwaage 22 °C.

5.6.3.2 Bewegung des Wilhelmy-Plattchens und waagerechte Positionierung der Filmwaage

Wie unter 5.6.2 dargelegt, war es nicht moglich, eine komplett gleichmaRige Verteilung eines
Analyten in der Subphase liber dem Metallring und dem Deckglas zu erreichen. Aus diesem Grund
wurden die Interaktionsexperimente neben dem Metallring durchgefiihrt und der Bereich zwischen
den Barrieren fiir die FCS-Analyse Uber das Objektiv bewegt. Dabei musste sichergestellt werden,
dass an jeder Position der Filmwaage (1) konstant war (siehe 3.3.2).

Prinzipiell wurden zwei Effekte betrachtet, die einen Einfluss von m in Abhdngigkeit von der
Position des Wilhelmy-Plattchens aufwiesen. Bei der Bewegung von Barriere B (Abbildung 43, Bild B)
wurde ein Druckanstieg von Az ~ 1,5 mN m™ (ber die gesamte Breite der Filmwaage gemessen.
Diese Differenz wurde sowohl beim SchlieBen (—) als auch beim Offnen (—) der Barriere B ohne
Neigungskorrektur beobachtet. Erst nachdem die Filmwaage schrittweise waagerecht ausgerichtet
wurde, reduzierte sich diese Druckdifferenz bis hin zu einem, um m = 0,0 mN m* schwankenden
Signal (— fiir SchlieRen und — fiir Offnen). Basierend auf der Schwankungsbreite des Drucksignals
ohne Bewegung des Drucksensors oder der Barrieren (Abbildung 43, Bild F) wurde das
95 % Prediction-Intervall als Schwankungsbreite definiert, um eine Orientierung zu erhalten, welche
Abweichung des gemessenen Drucksignals im Falle der Bewegung des Druckaufnehmers als
Abweichung/Druckdanderung zu bewerten war. Fur dieses Intervall (-- Abbildung 43) betrug diese
Schwankung 0,16 mN m™. Die Breite dieser Schwankung von u bei neigungskorrigierter Filmwaage
lag dabei groRtenteils innerhalb des definierten 95 % Prediction-Intervalls. Die einzigen Ausnahmen
stellten die beiden Maxima bei ca. 45 cm? und 55 cm? dar. An diesen Stellen befand sich das
Wilhelmy-Plattchen direkt tGber dem Metallring. Der Abstand zwischen Deckglasoberkannte und
Luft-Wasser-Grenzflache betrug ca. 0,5 mm.

Wie in 3.2.5 ff. erldutert, konnten Zunahmen von m beim Zusammenfahren der Barrieren
ebenfalls durch Verunreinigungen hervorgerufen werden, die sich als oberflaichenaktive Substanzen
an der Luft/Subphasengrenze anlagerten. Um sicher zu gehen, dass die bisher beobachteten
Anderungen von u auf die Schieflage der Filmwaage zuriickzufiihren waren, wurde im Anschluss der
Bewegung von Barriere B das gesamte Prozedere (komprimieren und expandieren) mit Barriere A
bei jeder Neigung wiederholt (Abbildung 43, Bild A). Der Druckaufnehmer blieb dabei unbewegt. Alle
diese Messungen zusammengefasst wiesen allerdings nur eine maximale Druckdifferenz von
Az~0,25 mN m™ auf.

62



5 Ergebnisse

2,00
1,75
1,50
. 1.25]
£ 1,00]
E 0,75-
< 0501
B 0,25
0,00
‘0:5 —T LB T T T T T T T T T ‘0:25 T L T T T T T T T T T
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85
2 2
A/cm A/cm
0'?_ T T T T T T T T T T T T i U’?_ A T L L L T LI T T ‘_
064 C ] 06 D ]
0,5 ] 0,51 ]
o« 04l « 04] ]
£ 0,3 : £ 03] -
Z 02 i ] Z 02 ]
0,14 A X » Mo g 0,1
‘;? 0,0 ‘uﬂ% YA " Ta I\ wa i d o Al ‘;‘; 0,04
01t---------%- wku' s AW 0,11 ]
0,2 ] -0,2] ]
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85
2 2
A/cm Afcm
0,3 —_— ——————————
0,2 E 4 ]
o 01 o LAWY
E ool £ : _ A AN
z ° z SN A
TV \ ]
~ 011 ~ - - - Iuk. \f
/]
8 2] ] ) _
-0,3 -0,20

""20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30

A/cm’ t/s

Abbildung 43: Verlauf des Oberflachendrucks bei verschiedenen Bewegungen der Barrieren und des Drucksensors an der
Wasser/Luft-Grenzflache. Dabei fiihrte die Bewegung der Barriere A (bei konstanter Position des Druckaufnehmers) auf
einer nicht neigungskorrigierten Filmwaage (— SchlieBen, — Offnen bei -340 um auf der linken Seite ; — SchlieRen,
—Offnen bei -170 um auf der linken Seite ; — SchlieBen, — Offnen bei 0 um auf der linken Seite) zu keiner Verdnderung
von u (Bild A). Im Falle der Bewegung von Barriere B (bei beweglicher Position des Druckaufnehmers) war eine
neigungsabhingige Anderung von m (— SchlieRen, — Offnen bei -340 um auf der linken Seite ; — SchlieRen, — Offnen bei
170 um auf der linken Seite ; — SchlieRen, Offnen bei 0 um auf der linken Seite) zu beobachten (Bild B).
Verunreinigungen auf der Luft/Subphasen-Grenzflache duRerten sich bei einer neigungskorrigierten Filmwaage darin, dass
sowohl die Bewegung der Barriere A (mit konstanter Position des Druckaufnehmers; SchlieBen — und Offnen —) als auch
die Bewegung der Barriere B (mit beweglicher Position des Druckaufnehmers; SchlieBen — und Offnen —) einen
vergleichbaren Anstieg von y wahrend des Komprimierens zeigten (Bild C). Die Differenz beider Druckprofile flihrte zu
einer Fluktuation im Bereich um 0 mN m™ (Bild D; SchlieRen — und Offnen —). Dies war sowohl bei 0,5 mm
Subphasenhéhe (iber dem Deckglas (entspricht Bild D) als auch bei 5 mm (Bild E; SchlieBen — und Offnen —) der Fall.
(Bild F) Verlauf des Messsignals am Druckaufnehmer Gber 30 s aus 10 Messungen (—) und wurde bezlglich der
Standardabweichung (—) und des 95 % Prediction-Intervall (-) ausgewertet. Das 95 % Prediction-Intervall war in allen
anderen Bildern als Vergleich der Streubreite des Druckaufnehmers mit dargestellt.

Welchen Einfluss eine nicht gesduberte Oberflaiche bei einer waagerecht ausgerichteten
Filmwaage hatte, gaben die Ergebnisse in Abbildung 43, Bild C wieder. Die Bewegung des
Wilhelmy-Plattchens (durch SchlieBen der Barriere B) fiihrte zu einem Anstieg von u von
ca. 0,4 mN m™ (Abbildung 43, Bild C, —). Dass dieser Effekt auf Oberflichenverunreinigungen und
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nicht auf die Schieflage der Filmwaage zuriickzufiihren war, zeigte der Verlauf von y wahrend des
Schlieens von Barriere A (Abbildung 43 Bild C, —). Dieser war mit ca. 0,4 mN m! vergleichbar mit
dem aus der Bewegung von Barriere B. Durch Subtraktion des Druckprofiles der Bewegung von
Barriere B mit dem der Bewegung von Barriere A, erhielt man einen Druckverlauf, der eine
vergleichbare Abweichung zur 0 mN m™-Linie aufweist, wie jener aus Abbildung 43 Bild F. Wie in
3.3.2 ff. erldutert, war u auch abhangig von der Eintauchtiefe des Wilhelmy-Plattchens und somit
von der Hohe der Subphase. Diese wiederum kann aufgrund des optischen Setups nicht beliebig
angepasst werden. Bestimmend dafiir war der Arbeitsabstand des Objektivs. Um zu zeigen, dass die
Art und Weise der Ausrichtung der Filmwaage unabhdngig von der Hohe der Subphasengrenzflache
war, wurde das oben beschrieben Experiment bei einem hoheren Fiillstand lGber dem Deckglas
(5 mm) durchgefiihrt (Abbildung 43 Bild E). Ein Vergleich mit Abbildung43 Bild D (niedriger
Flllstand, 0,5 mm) zeigte dabei, dass sowohl die Druckverlaufe bei hohem Fiillstand als auch bei
niedrigem Fiillstand in einem dhnlichen MaR um die 0 mN m-Linie schwankten.

5.6.4 Systemkalibrierung und Fokussierung der Grenzflache

Fur die Untersuchung von Molekllen an der Luft/Subphasen-Grenzflaiche mittels FCS war es
notwendig, das Setup zu kalibrieren. Wie in 3.2.2.2 beschrieben, hatte das Immersionsmedium einen
Einfluss auf die Fokusform und die tatsdchliche Position des Fokuszentrums in axialer Richtung. Bei
Zwei-Farben-Experimenten war eine moglichst vollstindige Uberlappung beider Foki wichtig fiir die
Messung und spatere Auswertung der Daten. Da Aufgrund der langen Experimentierzeit
Immersionswasser verdunstete und ein Nachfiillen einen Abbau der Filmwaage nach sich gezogen
hatte, wurde ein 6lartiges Immersionsmedium gewahlt, welches einen dhnlichen Brechungsindex
wie Wasser besall (Immersol W). Um nun die ideale axiale Position zu ermitteln, bei der die Foki der
beiden Farbkandle (488 nm und 633 nm) ideal lGberlappten, wurde die Fluoreszenz der Monoschicht
an verschiedenen Z-Positionen des Objektivs gemessen (Abbildung 44). Dabei zeigte sich, dass die
Fluktuationskurven der beiden Foki (— Detektionskanal 1 und — Detektionskanal 2) beziglich der
Lage lhrer Maxima gegeneinander verschoben waren. Die Art und Weise der Verschiebung hing mit
der Z-Position des Objektivs zusammen. So wurde bei allen Z-Positionen des Objektivs unterhalb der
idealen Z-Position beobachtet, dass das Maximum der Fluktuationskurve des Detektionskanals 1 (—)
vor dem Maximum der Fluktuationskurve des Detektionskanals 2 (—) detektiert wurde
(Abbildung 44, Bild A, Z-Position: 3,510 mm). Befand sich die Z-Position des Objektivs oberhalb der
idealen Z-Position, war die Reihenfolge vertauscht. Dann wurde zuerst das Maximum der
Fluktuationskurve des Detektionskanals 2 (—) vor dem des Detektionskanals 1 (—) gemessen
(Abbildung 44, Bild B, Z-Position: 3,590 mm). Wurde das Objektiv so positioniert, dass es der idealen
Z-Position entsprach, so wurden die Maxima der beiden Detektionskandle gleichzeitig erfasst
(Abbildung 44, Bild C, Z-Position: 3,570 mm). Durch Anpassung der Fluktuationskurven mit einer
peak-formigen Modellfunktion nach Lorentz wurde die Migrationszeit der einzelnen Maxima
bestimmt und so der Versatz als zeitliche Differenz zwischen den beiden Maxima gegen die
Z-Position des Objektivs aufgetragen (Abbildung44, Bild D; e). Der Verlauf dieser zeitlichen
Unterschiede der jeweiligen Maxima in Abhdngigkeit von der Z-Position des Objektivs wurde mit
einer linearen Funktion angepasst, deren Schnittpunkt mit der X-Achse bei 3,568 mm der idealen
Z-Position entsprach. Um den zeitlichen Versatz der jeweiligen Maxima der Fluktuationskurven in
eine apparente Distanz anzugeben, wurde die Wandergeschwindigkeit der Monoschicht in axialer
Richtung (bedingt durch die Verdunstung der Subphase) bestimmt (Abbildung 44, Bild E). Der lineare
Verlauf im Bereich von 3,51 mm und 3,59 mm zeigte, dass sich die Monoschicht mit einer
konstanten Geschwindigkeit (21 nm s) bewegte, was gemaR den Ausfihrungen nach 3.2.4 ff. eine
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Abbildung 44: Zusammenfassung der Kalibrierung der Optik. (Bild A) Fokuspositionen unterhalb der idealen Z-Position.
(Bild B) Fokuspositionen oberhalb der idealen Z-Position. (Bild C) Fluktuationskurven bei idealer Uberlappung. (Bild D) Der
zeitliche Versatz der Maxima der beiden Detektionskandle variierte in Abhangigkeit von der Z-Position des Objektivs und
weist eine Position auf, bei der der Versatz O (ideale Z-Position) war. Durch lineare Regression (—) und Berechnung der
Nullstelle lieRB sich diese ideale Z-Position ermitteln. (Bild E) Wandergeschwindigkeit der Monoschicht, die es erméglichte,
den gemessenen zeitlichen Versatz in einen Abstand der beiden Foki zueinander umzurechnen. (Bild F) Halbwertsbreiten
der Lorentzanpassungen der einzelnen Fluktuationskurven (e Detektionskanal 1 und e Detektionskanal 2) sowie die
Ausdehnungen der jeweiligen konfokalen Volumina in Z-Richtung (Abstand zwischen den Funktionswerten, bei denen die
Lorentzfunktion 1/e” des maximalen Wertes aufwies) (Il Detektionskanal 1 und M Detektionskanal 2). (Bild G) Im Rahmen
der Z-Scan-FCS-Auswertung ermittelten Teilchenzahlen N (e Detektionskanal 1 und e Detektionskanal 2). (Bild H) Im
Rahmen der Z-Scan-FCS-Auswertung ermittelten Diffusionszeiten 7 (® Detektionskanal 1 und e Detektionskanal 2).
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Voraussetzung fir die parabole Auswertung der Z-Scan-FCS-Daten war.

Neben dem idealen Z-Uberlapp der beiden Foki stellte sich ebenfalls die Frage, inwieweit die
Fokusform bzw. die aus der Z-Scan-FCS erhaltenen Fitparameter (N und tp) in Abhdngigkeit von
dieser idealen Z-Position Anderungen aufwiesen. Beziiglich der Fokusgeometrie konnten aus der
Form der Fluktuationskurven Aussagen Uber die Z-Ausdehnung des konfokalen Volumens getroffen
werden. Mit Hilfe der apparenten Wandergeschwindigkeit war es mdglich, die erhaltenen
Fitparameter der jeweiligen Lorentzanpassungen der Fluktuationskurven von einer zeitbasierten
Angabe in eine langenbasierte Angabe umzurechnen. Abbildung 44, Bild F zeigt dabei vergleichend
die Halbwertsbreiten der Lorentzkurven der jeweiligen Detektionskanale (e Kanal 1, ® Kanal 2) sowie
die Z-Ausdehnung des konfokalen Volumens (entspricht der Breite der Lorentzkurve, bei der die
Werte auf den 1/e? ten Teil abgefallen sind) beider Kanile (M Kanal 1, M Kanal 2) in Abhéngigkeit
von der absoluten Z-Position des Objektivs. Zusatzlich zur Ausdehnung in Z-Richtung wurde
Uberprift, ob die unterschiedlichen Positionen des Objektivs einen Einfluss auf die durch Z-Scan-FCS
ermittelten Parameter wie N (Abbildung 44, Bild G; e Detektionskanal 1, ® Detektionskanal 2) und
Tp (Abbildung 44, Bild H; ® Detektionskanal 1, ® Detektionskanal 2) hatten. Unter der Voraussetzung
einer Normalverteilung der ermittelten Daten (13.4.5) wurde gemaR dem David-Hartley-Person-Test
[85] gepriift, ob diese Werte in Abhangigkeit von der Z-Position des Objektivs einer normalverteilten
Grundgesamtheit angehdren oder sich als Ausreifer von dieser unterschieden. Bei einem
Signifikanzniveau von a = 0,05 und 9 vorhandenen Datenpunkten (n=9) ergab sich nach [85] ein
kritischer Wert von 3,552. Wiirde dieser Wert Uberschritten, so ware anzunehmen, dass je nach
Betrachtung der kleinste bzw. groRte Wert der Datenreihe als AusreiBer zu werten ware. Eine
normalverteilte Grundgesamtheit der Daten wiirde so in Frage gestellt. Die kritischen Werte der
einzelnen Datenreihen aus Abbildung 44, Bild C, Bild G und Bild H wurden in Tabelle 12
zusammenfasst. In allen Fillen wurde beim David-Hartley-Pearson-Test keine Uberschreitung des

Tabelle 12: Zusammenfassung David-Hartley-Pearson-Test

Messreihe Minimum Maximum Stan-dard- krit. Wert
abweichung
Halbwertsbreite Kanal 1 837,6 885,7 17,0 2,832
Halbwertsbreite Kanal 2 784,4 821,9 10,6 3,548
Z-Ausdehnung Kanal 1 2,1 2,2 0,05 2,927
Z-Ausdehnung Kanal 2 2,0 2,1 0,03 3,421
N Detektionskanal 1 1,5 1,7 0,07 3,157
N Detektionskanal 2 2,0 2,3 0,1 2,962
T Detektionskanal 1 373,0 437,5 215 2,996
T Detektionskanal 2 223,4 330,8 38,1 2,820

vorgegeben kritischen Wertes von 3,552 festgestellt. Demnach konnte davon ausgegangen werden,
dass bei allen analysierten Datensdtzen (Halbwertsbreite, Z-Ausdehnung, Teilchenzahl und

Diffusionszeit) eine normalverteilte Grundgesamtheit vorlag.
5.6.5 Stabilitat der Monoschicht wihrend der Messung
5.6.5.1 Bleichanalyse der Lipide

Nach 3.2.1 ff. bestand die Moglichkeit, dass Fluorophore durch die Interaktion mit Photonen des
Anregungslichtes strukturell beschadigt werden und dadurch ,erléschen” (Bleichen) wiirden. Da das
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Bleichen ebenfalls zu einer Reduktion der Helligkeit sowie einer Reduktion von N und tp fiihrt, war
es notwendig, diese Effekte im Rahmen der Z-Scan-Analyse auszuschlieBen, da andernfalls die
parabole Anpassung der Daten gemal (3.2.4) nicht moglich gewesen ware. Der Vergleich von tp
(Abbildung 45, Bild A, @) als auch der von N (Abbildung 45, Bild A, e) Uber einen Leistungsbereich
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Abbildung 45: Einfluss der Laserleistung (A = 488 nm) auf die im Rahmen der Z-Scan-FCS-Analyse ermittelten
Teilchenzahlen (Bild A; e) und Diffusionszeiten (Bild A; ®). Zu jedem Datensatz waren zudem die Helligkeiten (Bild B; e)
sowie die molekulare Helligkeit (Bild B; ) (siehe 4.2.7.4 ff.) dargestellt. Die Fehlerbalken stellen dabei die
Standardabweichung der ermittelten Parameter aus mehreren Messungen dar.

von 0,2-55,2 uW zeigte, dass diese keine signifikanten Unterschiede zu einer normalverteilten
Grundgesamtheit aufwiesen (siehe auch 13.4.5). Belegt wurde dies durch den David-Hartley-
Pearson-Test bei dem der kritische Wert einem Signifikanzniveau a = 0,05 und 15 Messpunkten
(4,17) weder bei N (3,58) noch bei 7p (3,38) Uberschritten wurde. Aufgrund dessen war die
Annahme zuldssig, dass es sich bei N als auch bei tp um Daten mit einer normalverteilten
Grundgesamtheit handelte.

In Abbildung 45 (Bild B) wiesen sowohl der Verlauf der absoluten Helligkeit (®) als auch der
Verlauf der molekularen Helligkeit (@) (siehe 4.2.7.4 ff.) nur eine Zunahme der jeweiligen Werte in
Abhdngigkeit von der Laserleistung auf. Ein Bereich der Sattigung oder eine Abnahme der
Helligkeiten, welche auf ein Bleichen zuriickzufihren waren, waren bei den eingesetzten
Laserleistungen nicht zu beobachten.

5.6.5.2 Monoschichtstabilitat bei Bewegung liber die Filmwaage

Aufgrund der Problematik, dass Giber dem Deckglas kein Riihren der Subphase méglich war, mussten
Insertionsexperimente neben diesem stattfinden und die Monoschicht zu gegeben Zeitpunkten tber
das Deckglas bewegt werden. Als Vorversuch zu Insertionsexperimenten mit Sarlpscesaiass Wurde
eine MMM-Monoschicht bei 7 = 30 mN m™ verwendet. Um sicherzustellen, dass diese wihrend der
Bewegung nicht zerstért oder beschiddigt wirde, wurde die Teilchenzahl N (Abbildung 46, Bild A)
und Diffusionszeit 7 (Abbildung 46, Bild B) der gemessenen Fluktuationskurven bestimmt und
verglichen. Die Messungen erfolgten dabei an 10 verschiedenen Positionen der MMM-Monoschicht,
bevor diese wieder neben dem Deckglas positioniert wurde, um erneut Uber dieses bewegt zu
werden. Dabei zeigten sowohl N als auch tp, dass die MMM-Monoschicht stabil genug war,
mehrfach Gber das Objektiv bewegt zu werden und wieder zuriick. Beim Vergleich von N zwischen
der ersten und der zweiten Bewegung der MMM-Monoschicht wiesen die Boxen dhnliche Werte auf
(Runde 1: 29,7-31,7; Runde 2: 29,6-31,4). Einzig nach der dritten Bewegung erhohte sich die
Streuung der Teilchenzahl auf einen Bereich von 29,1-31,4. Bei der Analyse von tp hingegen liefen
sich keine U nterschiede zwischen den einzelnen Bewegungszyklen erkennen.
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Abbildung 46: Ermittelten Teilchenzahlen (Bild A) sowie die Diffusionszeiten (Bild B) einer MMM-Monoschicht bei
=30 mN m™. Die jeweils dargestellten Boxen umfassten dabei Z-Scan-FCS-Messungen an 10 unterschiedlichen Positionen
der Monoschicht, welche dreimalmal iber das Objektiv bewegt wurde.

5.7 Interaktionsanalyse von Proteinen und Phospholipid-Monoschichten
durch Z-Scan-FCS

5.7.1 Interaktion von Sarlp mit MMM-Monoschichten

Die Untersuchungen von Sarlpsccsauss an  MMM-Monoschichten wurden bei einem
Oberflichendruck von m = 30 mN m™ durchgefiihrt. Der Druck wurde iber die gesamte Phase der
Proteininteraktion mit der Monoschicht konstant gehalten, sodass sich wahrend des Einbaus die von
Protein und Lipid besetzte Oberflaiche vergroRerte. Mithilfe dieser Flachendnderung (durch die
Filmwaage bestimmt) und der im Rahmen des Z-Scan-FCS-Verfahrens ermittelten Teilchenzahl
wurde die molekulare Interaktionsfliche der GTPase mit der MMM-Monoschicht gemalR
Gleichung [14] berechnet. Durch diese molekulare Interaktionsflache (A,,,) sollte geklart werden,
ob sich Sarlpscesasags in Rahmen derartiger Insertionsexperimente an MMM-Monoschichten

Tabelle 13: Zusammenfassung der A,;,o; von Sarlpgcesaags Und Sarlp

ELS

AFokus / AA / Ages /

nmz sz sz

Amol / nT*z* Amol / nmz
Molekiil* Molekiil®
100 % Sarlppass 100,00 175719 0,24 63,83 101,96 6,5 6,5
1,57 61,85 13,99
1,57 61,85 15,25
1,16 % Sar1ppass 1,16 175719 4,1
1,57 61,85 13,94

1,41 61,69 8,30

Bezeichnung X'/% N min

6,632
0,80 % Sarlpass 0,80 175719 2,17 6166 539 9,2
2,70 % Sarlpasss 2,70 175719 1,68 6139 13,73 9,5
098 5790 1561
1,85 % Sarlpasss 1,85 175719 3,6

1,02 5794 15,84
Bezeichnet den Anteil von Sarlpgccsaugs (Dotierungsgrad) an der eingesetzten Proteinmenge

Die Fokusfliche wurde bestimmt aus einer FCS-Kalibriermessung mit Alexa,gg-Hydrazid (tp=33,78 us),

D=4,14 - 10° cm® s [81]. Daraus ergab sich ein 1y von 237 nm. Unter der Annahme einer kreisrunden
Fokusflache mit dem Radius 1y von 237 nm wurde eine Fokusflache von 175719 nm? bestimmt.

E3

*k

Die Bestimmung der molekularen Interaktionsflache der unterschiedlichen Mischungen aus Sarlpgccspugs und
Sarlp erfolgte an mehreren MMM-Monoschichten. Bei den MMM-Monoschichtpraparationen, an denen

mehrere Z-Scan FCS-Messungen zur Bestimmung der molekularen Interaktionsflache moglich waren, wurde der
Mittelwert aus allen Parallelmessungen angegeben.
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genauso verhalt, wie Sarlp (Tabelle 13). Dabei zeigten A, in Gegenwart von 100 % Sarlpsccsaass
mit 6,5 nm?/Molekil einen vergleichbaren Wert wie im Fall der Mischungen ((6,6 = 3,2)
nm?/Molekiil), welche zwischen 0,8 % und 2,7 % Sarlpsccsaiass aufwiesen. Durch das Mischen von
Sarlp und Sarlpscesaags War es zudem moglich, die gemessene Flachenanderung 44 auf den Faktor
10 und hoher zu vergroRern. Bei einer Ungenauigkeit der Flachenbestimmung durch die Filmwaage
von 0,02 cm? (13.5.7), hatte dies zur Folge, dass diese weniger stark auf Amor Einfluss nahm. So
betrug der Fehler im Falle der geringen Flachendanderung und 100 % Sarlpsccsaiass 16,7 %,
wohingegen sich der Fehler im Falle der Mischungen (und den groBeren Flachendnderungen)
zwischen 1,8 % und 4,1 % bewegte.

5.7.2 Insertionsflache von Sarlpsccsaass in Gegenwart verschiedener Lipidsysteme

Um zu untersuchen, wie sich Sarlp in Gegenwart verschiedener Lipidsysteme verhielt wurde die
molekulare Interaktionsflache der Mischung mit 1,16 % Sarlpsccsaiags an einer Monoschicht mit zwei
Komponenten (DLPC/DLPS, siehe 4.1.5.2) mit der in Gegenwart von MMM-Monoschichten
verglichen (Tabelle 14). Die Bestimmung der molekularen Interaktionsflache erfolgte dabei ebenfalls
nach Gleichung [14]. In Gegenwart dieses Lipidmixes, bestehend aus 80 mol% DLPC und 20 mol%
DLPS,

Tabelle 14: Zusammenfassung der Insertion von Sarlpsccsauss/Sarlp in DLPC/DLPS Monoschichten

- 5
Bezeichnung X'/% AF;‘:“;SZ / AA/cm? Af::z/ N 1in Al\llln;:e/kgzﬂ

DLPC/DLPS, 1,16 175719 0,64 63,26 1,94

DLPC/DLPS, 1,16 175719 2,43 70,31 3,19 178 16,3

DLPC/DLPS, 1,16 175719 1,02 63,19 1,59

Bezeichnet den Anteil von Sarlpgccsaugs (Dotierungsgrad) an der eingesetzten Proteinmenge

Die Fokusfliche wurde bestimmt aus einer FCS-Kalibriermessung mit Alexa,gg-Hydrazid (tp=33,78 us),

D=414. 10° cm? s*! [81]. Daraus ergab sich ein 1y von 237 nm. Unter der Annahme einer kreisrunden
Fokusflache mit dem Radius 1y von 237 nm wurde eine Fokusfldche von 175719 nm?” bestimmt.

betrug die molekulare Interaktionsflache (17,8 * 6,3) nm?/Molekiil. Verglichen mit den molekularen
Interaktionsflachen in Gegenwart von MMM entsprach dies einer Erh6hung um den Faktor 2,7. Die
absoluten Flachenanderungen, die mittels Filmwaage bestimmt wurden, wiesen dagegen nur leichte
Unterschiede auf. So betrugen diese im Fall der Insertion in MMM-Monoschichten Werte von
0,98 cm? bis 2,17 cm?. In Gegenwart von DLPC/DLPS-Monoschichten wurden Werte von 0,64 cm? bis
2,43 cm® gemessen, welche eine vergleichbare GroRenordnung darstellten. Zusatzlich dazu zeigte
die Analyse der Z-Scan-FCS-Daten, dass neben der 2,7 fach unterschiedlichen molekularen
Interaktionsflache auch die minimale Teilchenzahl im Fokus verschieden war. So wurden in den
Insertionsexperimenten mit 1,16 % markiertem Sarlpscesaiass im Falle der MMM-Monoschicht
durchschnittlich 12,87 markierte Sarlp-Molekiile ermittelt, wohingegen bei Insertion in
DLPC/DLPS-Monoschichten nur durchschnittlich 2,24 Teilchen bestimmt wurden, was einen
Unterschied um den Faktor 5,74 bedeutete.

5.7.3 Interaktionsanalysen mit zwei Farben

Aufgrund des Designs der Insertionsexperimente, bei dem nach erfolgreicher Prdparation der
Monoschicht das Interaktionsmolekiil in die Subphase injiziert wurde, zeigte die Monoschicht in der
Regel ein kontinuierliches Abtauchen in die Subphase (siehe Anhang 13.5.6, Abbildung 154). Dabei
war aus den Filmwaageparametern nicht ersichtlich, wie sich das Abtauchen in die Subphase nach
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der Insertion weiter verhalt, oder ob die Monoschicht ggf. durch das inserierte Molekl stabilisiert
wurde. Flr die Bestimmung der Flachendnderung (z.B. bei der Berechnung der molekularen
Interaktionsflache) wurde traditionell die Flache zum Zeitpunkt der Injektion als Untergrenze und die
maximale Flache wahrend der Interaktion als Obergrenze gewahlt. Mit Hilfe von Zwei-Farben-
Experimenten, bei denen die Monoschicht ebenfalls fluoreszenzmarkiert war, war es moglich, das

Tabelle 15: Flachenanderung bestimmt durch die Filmwaage nach Insertion von Sarlpgccsaugs/Sarlp in einer markierten
MMM-Monoschicht

*%

2
Bezeichnung  X'/% 7Ok I Adjem? Afﬁjz/ N A&ngie/kgpl
MMM, 1,02 175719 3,21 30,38 32,24
MMM, 0,06 175719 2,98 31,52 3,19 4,2+ 1,5
MMM, 0,06 175719 3,14 30,23 3,04

Bezeichnet den Anteil von Sarlpgccsauss (Dotierungsgrad) an der eingesetzten Proteinmenge

%

Die Fokusflache wurde bestimmt aus einer FCS-Kalibriermessung mit Alexa,gg-Hydrazid (tp=33,78 us),
D=4,14- 10° cm® s* [81]. Daraus ergab sich ein 1y von 237 nm. Unter der Annahme einer kreisrunden
Fokusflache mit dem Radius 1y von 237 nm wurde eine Fokusflache von 175719 nm’ bestimmt.

Verhalten dieser zu jedem beliebigen Zeitpunkt der Interaktion parallel zu erfassen und die
molekulare Interaktionsflache aus der Differenz der Teilchenzahlen der markierten Lipide im Fokus
vor und wahrend der Insertion zu bestimmen (Tabelle 15). In diesem Fall ergaben sich mit (4,2 £1,5)
nm? Molekil™ vergleichbare molekulare Interaktionsflachen, wie sie bereits fir die Interaktion von
Sarlpscesaass/Sarlp in Gegenwart von MMM-Monoschichten (5.7.1) beschrieben wurden.

Alternativ dazu konnte die molekulare Insertionsfliche auch tiber die Anderung der minimalen
Teilchenzahl der markierten Monoschicht vor und wahrend der Insertion bestimmt werden. Dabei
galt die Annahme, dass sich die Monoschicht nicht entmischt und im Falle eines Abtauchens in die
Subphase (z.B. an den Ecken zwischen Barriere und Trogkannte) markiertes Lipid im gleichen Anteil
verloren ging wie andere Lipidkomponenten. In diesem Fall lieB sich die molekulare
Interaktionsflache basierend auf den Definitionen zur Flachendnderung Gleichung [15] und Anzahl
an Proteinmolekiilen Gleichung[16] gemall Gleichung[17] berechnen. Die somit erhaltenen
molekularen Interaktionsflachen wurden in Tabelle 16 zusammengefasst. Auch hierbei ergab sich in

Tabelle 16: Flicheninderung, bestimmt durch Anderung der Lipidanzahl vor und nach Insertion von Sarlpsccsasss/Sarlp
in markierten MMM-Monoschichten

Bezeichnung  X'/% Niipia, Niipidg AN Nproteinmin Amal/ nm:
Molekiil

MMM, 1,02 27,88 24,92 2,96 32,24

MMM, 0,06 27,89 25,25 2,64 3,19 50+1,7

MMM; 0,06 30,52 25,17 5,35 3,04

Bezeichnet den Anteil von Sarlpgccsaugs (Dotierungsgrad) an der eingesetzten Proteinmenge

Die Fokusfliche wurde bestimmt aus einer FCS-Kalibriermessung mit Alexa,gg-Hydrazid (tp=33,78 us),
D=4,14- 10° em® s* [81]. Daraus ergab sich ein ry von 237 nm. Unter der Annahme einer kreisrunden
Fokusflache mit dem Radius 15 von 237 nm wurde eine Fokusflache von 175719 nm’ bestimmt.

Gegenwart einer MMM-Monoschicht mit 5,0 + 1,7 nm?/Molekil eine vergleichbare molekulare
Interaktionsflache, wie sie bereits in 5.7.1 und auch im Rahmen der Auswertung der
Flachendifferenz mittels Filmwaage (Tabelle 15) bestimmt wurde. Zudem reduzierte sich der Fehler
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der molekularen Interaktionsflaiche auf 32,83 %. Im Rahmen der Bestimmung der molekularen
Interaktionsflache durch Messung von AA durch die Filmwaage ergaben sich Fehler von 35,03 %
(Tabelle 15) bis 48,26 % (Tabelle 13).

71



6 Diskussion

6. Diskussion

6.1 Modifikation von Sarlp und Sarlpsccs mit Alexasss
6.1.1 Modifizierungsstrategien und Markierungseffizienz

Um die Funktion und Wirkungsweise von Proteinen mit Hilfe von optischen Methoden auf der Basis
von Fluoreszenz (z.B. konfokale Fluoreszenzmikroskopie, FCS) analysieren zu konnen, werden
geeignete Fluorophore benétigt. Bei den natirlich vorkommenden Fluorophoren werden die
Fluoreszenzsignale der aromatischen Aminosauren Tyrosin und Phenylalanin von der des
Tryptophans aufgrund des hoheren molaren Extinktionskoeffizienten Uberlagert [86]. Um die
Fluoreszenz von Tryptophan messen zu konnen, wird zur Anregung Licht in einem
Wellenldngenbereich um 280 nm benétigt. Alternativ dazu ist eine Anregung durch Licht groBerer
Wellenldngen (z.B. 840 nm) moglich (multi-photon-excitation, MPE [87]). Aus technischen Griinden
konnte keine der beiden Varianten angewendet werden, da die geeigneten Laserquellen (Laser, die
Licht im Bereich von 280 nm emittieren fir die Ein-Photonen-Anregung bzw. gepulste Laser fir die
multi-photon-excitation) nicht vorhanden waren. Alternativ zur Anregung von Tryptophan kdnnen
Proteine durch zusatzliche Fluorophore modifiziert werden, die in Form von Fusionsproteinen
(z. B. durch Kopplung des Zielproteins mit einem GFP, [88, 89]) oder durch posttranslationale
Modifikation geeigneter, oberflaichenexponierter Aminosaureseitenketten mit diesem kovalent
verbunden sind. Geeignte Aminosdureseitenketten enthalten entweder Thiolgruppen, [90, 91] oder

Aminogruppen [92, 93, 94].

Abbildung 47: Oberflachenstruktur von SarlpAN aus
verschiedenen Blickwinkeln. In allen Bildern ist dabei M
der Bereich, der mit der Membran interagiert und & der,
der mit Sec23p interagiert. (Bild A) zeigt zusatzlich die
Positionen des Cystein 171 () und Serin 147 (H). In
(Bild B) werden alle oberflachenexponierten
Aminogruppen (M) und in (Bild C) der C-Terminus (IH)
sowie der N-Terminus (M) zusitzlich dargestellt
(PDB-file: 1M20).

Bezogen auf seine Struktur besitzt Sarlp eine N-terminale amphipathische a-Helix, die fiir die
Funktion des Enzyms essentiell ist (3.1.3.1, [45]). Auch der C-Terminus von Sarlp befindet sich in
unmittelbarer Nahe zur Membranbinderegion des Proteins (Abbildung 47, Bild C). Aus diesem Grund
besteht das Risiko, dass ein Fusionsprotein aus Sarlp und GFP die Funktionalitdt von Sarlp beziglich
der Interaktion mit der Membran beeintrachtigen kann. Die Variante der posttranslationalen
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Modifikation von Aminen flihrt wiederum zur Entstehung von Proteinmischungen mit
unterschiedlichen Markierungsgraden, da das Sarlp-Protein mehrere oberflichenexponierte Lysin-
und Argininreste aufweist (Abbildung 47, Bild B). Da die Amplitude von FCS-Daten (und somit
beispielsweise auch die Angabe zur mittleren Teilchenzahl im Fokus) von der jeweiligen molekularen
Helligkeit [95, 96] abhangt, ist flr eine spatere Quantifizierung mittels FCS eine eindeutige Aussage
Uber die Menge der jeweiligen Population innerhalb der Proteinprdparation hilfreich. Wie
Abbildung 47, Bild B ebenfalls zeigt, besitzt Sarlp auch Lysin-und Argininreste im Bereich der
Membranbinderegion (-*) sowie des aktiven Zentrums (->). Eine Beeinflussung der
Bindungseigenschaften sowie der GTPase-Aktivitdt ist daher zu vermuten. Die Modifikation des
einzigen Cysteinrestes in Sarlp (Abbildung 47, Bild A, ) hingegen fihrt (bei vollstandiger)
Markierung zu einer einzigen Population, was eindeutige Aussagen im Rahmen von FCS-Analysen
unterstiitzt. Dieser befindet sich allerdings in einem sterisch gehinderten Bereich an der Oberflache
von Sarlp. Markierungsversuche mit 20 x molarem Uberschuss an Alexa,gg liber einen Zeitraum von
24 h (5.1.3.2) haben gezeigt, dass Sarlp nur mit 66,3 % modifiziert wurde. Hinzu kommt, dass sich
die Proteinfraktion nach Abtrennung des restlichen freien Fluoreszenzfarbstoffes in zwei Fraktionen
aufteilt (Abbildung 23, 5.1.3.2). FCS-Analysen beider Fraktionen (Tabelle 6) ergaben, dass das in
Fraktion 2 enthaltene Protein mit einem Diffusionskoeffizient von 10,0 - 107 ¢cm? s dem auf Basis
der ProteingroRe ermittelten theoretischen Diffusionskoeffizient (Stokes Einstein-Relation,
Gleichung [29]) mit 10,2 - 107 cm? s gleicht. Die Proteinfraktion 1 hingegen weist zahlreiche, sehr
hell leuchtende Aggregate auf, die mit einem mittleren Diffusionskoeffizienten von 0,3 - 107 cm*s™*
kein monomeres Sarlppags darstellen. Zusatzlich zur unvollstindigen Modifikation von Sarlp
befindet sich das Cystein an Position 171 direkt neben der Sec23 p-Interaktionsflache (Abbildung 47,
Bild A), wodurch Einflisse auf die Proteininteraktion nicht auszuschlieBen sind.

Somit wurde eine alternative Stelle an der Enzymoberfldache fir die Fluoreszenzmarkierung
gewdhlt. Sequenzvergleiche verschiedener Sar1-Proteine in unterschiedlichen Organismen [35] und
die Betrachtung der Oberflache von Sarlp (Abbildung 2) zeigten, dass das Serin an Position 147 gut
exponiert und nicht konserviert ist. Weiterhin besteht auch ein groBerer Abstand zur
Membranbinderegion, der Sec23p-Binderegion und dem aktiven Zentrum. Um zu verhindern, dass
sich wahrend der Markierung verschiedene Populationen des Enzyms mit unterschiedlichen
Helligkeiten und Markierungsgraden bilden, wurde das Cystein an Position 171 durch ein Serin
(aufgrund der dhnlichen Aminosdurearchitektur und Raumverhaltnisse) ersetzt. Die Entfernung des
konservierten Cysteins an Position 171 hat nach [33] allerdings keinen Einfluss auf die Funktionalitat
(katalytische Aktivitat und Stimulation durch Sec23/24) des Proteins.

Nach erfolgreicher Mutagenese und Transformation in E.coli-BL21DE3 Expressionsstimme
konnte die Variante (Sarlpsccs) erfolgreich exprimiert und als bandenreines Protein gemadR dem
Praparationsverfahren des Wildtyp-Proteins (5.1.2 ff.) hergestellt werden. Im Vergleich zu diesem
zeigte die Variante bereits nach 2 h (bei 22 °C) eine deutlich héhere Markierungsausbeute von
99,9 %. Allerdings ergab sich auch hier wahrend der Abtrennung des restlichen Alexasgg eine
Aufspaltung des markierten Proteins in zwei Fraktionen. Diese enthielten vergleichbar zum Wildtyp
Aggregate (Fraktion 1) und monomeres Protein (Fraktion 2), was durch FCS-Messungen bestétigt
werden konnte. Auch ergab der Diffusionskoeffizient mit 10,2 - 107 cm? s (Fraktion 2) im Vergleich
zum theoretischen Diffusionskoeffizient (10,2 - 107 cm? s, Gleichung [29]) einen nahezu identischen
Wert.
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6.1.2 Proteinreinigungsverfahren

Grundsatzlich wurde Sarlp wund dessen Varianten als GST-Fusionsprotein mit einer
Thrombinschnittstelle zwischen dem GST-Tag und der GTPase nach den Ausfiihrungen in 4.2.2 ff.
exprimiert und prapariert. In allen Fallen konnte im Anschluss daran bandenreines Protein erhalten
werden (z.B. Abbildung 21). Dabei war es moglich, Fraktionen mit Konzentration von > 50 uM zu
erhalten. Diese zeigten im Falle der Variante Sarlscs bei der nachfolgenden Modifikation mit
Alexaygg €ine nahezu vollstandige Markierungsausbeute nach 2 h Markierungsreaktion bei 22 °C. Die
Abtrennung des restlichen ungebundenen Farbstoffes liber eine GréRenausschlusschromatographie
fuhrte allerdings dazu, dass das markierte Protein zwar vom freien Alexa,gg getrennt werden konnte,
aber aufgrund der sehr starken Verdiinnung (500 ul Markierungsansatz wurden auf ca. 20 ml
Elutionsvolumen verdiinnt) eine Aufkonzentrierung des Proteins notwendig war. So konnten im
Anschluss daran Konzentration von ca. 10 uM Sarlscesaiags in ca. 250 pl erreicht werden. Absolut
betrachtet bedeutete dies allerdings einen Verlust von ca. 90 % des Gesamtproteins. Um diesen
Proteinverlust zu umgehen und das Markierungsverfahren mit anschlieRender Aufreinigung zu
verkirzen, wurde versucht, die GTPase wahrend der Proteinpraparation zu modifizieren, indem das
an der GSH-Agarose gebundene Fusionsprotein Sarlp-GST (fir alle Varianten wurde ebenfalls der
GST-Tag als Praparations-Tag verwendet) nach dem Entfernen aller nichtgebundenen Proteine mit
Alexaygg modifiziert werden sollte (4.2.2.2). Die Resultate (5.1.3.1) zeigen, dass es zwar moglich ist,
das Fusionsprotein auf der Sdule zu modifizieren und den restlichen freien Farbstoff zu entfernen,
aber durch die Modifikation wurde auch die Interaktion der GSH-Agarose und des GST-Tags
beeinflusst, sodass neben dem freien Alexaygg-Farbstoff auch das Fusionsprotein von der Saule
eluiert wurde. Eine Modifikation des GST-Sarl-Fusionsproteins wahrend der Proteinaufreinigung ist
somit nicht moglich.

6.2 Etablierung eines GTPase-Aktivitdtstest fiir Sarlp mit nichtradioaktiven
Substanzen

Fir den Nachweis der katalytischen Aktivitdit von GTPasen der Ras-Superfamilie existieren
verschiedene Verfahren. So werden beispielsweise Anderungen in der Tryptophanfluoreszenz
gemessen, die sich auf das Ereignis der Konformationsdnderung im Protein wahrend der
hydrolytischen Spaltung von GTP zu GDP beziehen [97, 98, 99, 100]. Dieser Ansatz ist allerdings nur
ein indirekter Nachweis der GTP-Hydrolyse und auch dahingehend anfallig fir Fehler, da
Anderungen in der Tryptophanfluoreszenz immer auch dann auftreten kénnen, wenn die Umgebung
dieses Aminosaurerestes von hydrophober Umgebung zu hydrophiler Umgebung wechselt. Dies
kann ebenso bei Entfaltungsreaktionen von Proteinen [101] der Fall sein.

Bei direkten Nachweisverfahren wird dagegen entweder die Menge des Reaktionsproduktes P;
(z.B. Malachitgriin basierter Nachweis, [73]) oder das Verhaltnis von GTP zu GDP (z.B. durch
radioaktiv markierte Nukleotide, [33]) bestimmt. Im Falle des Umsatznachweises mittels radioaktiver
Nukleotide ergibt sich zum einen die Schwierigkeit der Umsetzung, da die Experimente in einer
kontrollierten (radioaktiv gesicherten) Umgebung stattfinden miissen und zum anderen eine
chromatographische Aufarbeitung (Dunnschichtchromatographie) des Reaktionsansatzes zur
Detektion der Nukleotide notwendig ist. Im Falle des auf Malachitgriin basierenden
Nachweisverfahrens ist eine strenge Kontrolle der Sicherheitsvorke hrungen nicht erforderlich. Auch
der Nachweis des gebildeten P; erfolgt direkt aus dem Reaktionsansatz mit Hilfe einer Farbreaktion,
die photospektrometrisch quantifiziert werden kann. Ein vergleichbares Verfahren wurde bereits
von [73] fir Dynamin beschrieben und sollte fir die Untersuchung von Sarlp und den COPII-
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Komponenten entsprechend adaptiert werden. In der ersten Phase dieser Etablierung sollten
zundchst die Signalsensitivitdt sowie die Geschwindigkeit der Entwicklung des Detektionssignals so
optimiert werden, dass diese den Angaben aus [73] gleichen oder diese Ubertreffen. Beziglich der
Signalsensitivitat, die durch einen moglichst steilen Anstieg der Kalibriergeraden ausgedriickt wird,
konnten unter den angegeben Bedingungen mit 2 mAU uM,* nur ca. 50 % des Wertes erreicht
werden, der in [73] beschrieben wurde. Auch die Zeit, in der sich dieser maximale Anstieg einstellte,
war mit 60 min deutlich langer als in [73] (5 min). Durch Zugabe von H,0 zum Ansatz aus
Malachitgriin-Nachweislésung und P;-Lésung wurden Anstiege von 4,6 mAU puMp ™" erreicht (113 %
im Vergleich zur Angabe in [73]) und das bereits ab 10 min Inkubationszeit. Dabei hat sich
herausgestellt, dass die Verwendung von Ammoniumheptamolybdat im Vergleich zum
Orthomolybdat (wurde in [73] verwendet) bei 10 mM Orthomolybdatdquivalent in der
Nachweislosung zu deutlich niedrigeren Signalintensitaten bei gleicher Phosphatmenge fihrt
(Abbildung 27, Bild A). Bei einem Probenvolumen von 250 pl entspricht dies maximal 2,5 umol
Orthomolybdat im Reaktionsansatz, welches zur Komplexierung von 5 nmol P; zur Verfligung steht.
Eine Verdopplung der eingesetzten Ammoniumheptamolybdatkonzentration auf ein
Orthomolybdataquivalent von 20 mM (entspricht 5 umol Orthomolybdat in einem 250 pl
Reaktionsansatz) fuhrt zu einer Erhohung des Absorptionssignals auf 0,4 AU. Basierend auf einer
Konzentration von 100 uM P; ist dies gleichzusetzen mit einem Anstieg von 4 mAU uMjp, ™, welcher
identisch zu dem in [73] ist. Begriindet werden kann dieser Effekt durch das Vorhandensein eines
zweiten Gleichgewichtes aus Orthomolybdat und Heptamolybdat, welches der Nachweisreaktion
Orthomolybdat entzieht (siehe Anhang 13.2.1). In dieser wird unter stark sauren Bedingungen ein
Komplex aus P; und Orthomolybdat gebildet. Gleichzeitig existiert Molybdat in saurem Milieu
hauptsichlich als Heptamolybdat, welches sich aus Orthomolybdat und H* unter Freisetzung von
Wasser bildet und fiir die Phosphatnachweisreaktion nicht zur Verfligung steht. Dies kénnte auch
den Effekt der Signalsteigerung nach Wasserzugabe erklaren. In diesem Fall wirde das
Gleichgewicht auf die Seite von Orthomolybdat und H* verschoben, die wiederum fir die
Phosphatnachweisreaktion zur Verfliigung stehen. Da Proteine bei sauren pH-Werten denaturieren
und nach Zugabe der Malachitgriin-Nachweislosung ein Abstoppen der Enzymreaktion erfolgen
muss (um das bisher produzierte P; nachzuweisen), erfolgt die oben beschriebene Optimierung
dahingehend, dass ein moglichst saurer pH-Wert erhalten bleibt.

Weiterhin zeigte sich, dass die Einstellung eines stabilen Signales nach 5-10 min abgeschlossen
war. Bei der Untersuchung der jeweiligen Spektren des Nachweisansatzes wurde zusatzlich
beobachtet, dass das Spektrum bei ca. 630 nm ein phosphatabhdangiges Maximum zeigt und nicht,
wie in [73] beschrieben, bei 650 nm. Somit wurden im Rahmen der Optimierung der Mess- und
Nachweisparameter eine Erhohung der eingesetzten Heptamolybdatkonzentration auf 20 mM
Orthomolybdatdquivalent sowie eine Verdnderung der Detektionswellenldange auf 630 nm
vorgenommen.

Neben der katalytischen Spaltung von GTP durch das Enzym sind die Nukleotide ebenfalls in der
Lage, aufgrund der Sdureanhydridbindung zwischen den einzelnen Phosphatgruppen unter diesen
sauren Bedingungen zu hydrolysieren und Phosphat freizusetzen (Abbildung 28). Um das
Nachweisverfahren auch bei groBen Probenzahlen parallel anwenden zu kénnen, die nicht alle exakt
zum gleichen Zeitpunkt vermessen werden kdnnen (aufgrund zeitlichen Versatzes durch manuelle
Praparation), wurde das Kalibriersystem so angepasst, dass es die Situation der GTP-Hydrolyse
nachstellt. Durch Kombination von GTP, GDP und P; in den Verhaltnissen, wie sie auch wahrend der
Hydrolyse entstehen, konnte eine Kalibrierreihe entwickelt werden, deren Einzelsignale zwar
kontinuierlich stiegen (kontinuierliche Steigerung das Achsenabschnittes), aber deren
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Geradenanstieg Uber einen langeren Zeitraum (bis 20 min) konstant blieb (Abbildung 29).

Neben Proteinen werden fiir die Analyse verschiedener Effekte zur Hydrolyse von Sarlp auch
Liposomen eingesetzt. Da Phospholipide aufgrund der vorhandenen Esterbindungen in saurer
Umgebung gespalten werden und ebenfalls Phosphat freisetzen kdénnen, wurde untersucht,
inwieweit auch Phospholipide in Form von MMM-Liposomen (durch eine Membran mit 400 nm
Porendurchmesser extrudiert) einen Einfluss auf die Signalentwicklung der Nachweisreaktion zeigen.
Bei Analysen zur Signalentwicklung der Kalibrierreihe aus GTP, GDP und P; konnte allerdings keine
liposomenabhdngige Veranderung der Signale bei den eingesetzten Konzentrationen zwischen
0-1,5 mM Lipid bestatigt werden. Der messbare Einfluss von Liposomen ist, wenn er denn vorhanden
ist, so gering, dass eine zusatzliche Betrachtung dieser in Form einer Zugabe zur Kalibrierreihe nicht
erforderlich ist. Um abschlieRend die Eignung des etablierten Nachweisverfahrens auch gegeniiber
anderen Testverfahren zu bestdtigen, wurde die basale Hydrolyserate von Sarlp sowohl mit dem
Malachitgriin basierten Testverfahren als auch mit der eingangs erwahnten radioaktiven Methode
bestimmt. Dabei konnte erfolgreich gezeigt werden, dass beide Verfahren zu einer vergleichbaren
Basalaktivitat fuir Sarlp fihrten (Tabelle 7). Dies ermdglicht zudem eine bessere Vergleichbarkeit von
zuklnftigen Daten (z.B. Hydrolyseraten von Sarlp-Varianten in Gegenwart verschiedener COPII-
Proteine) mit denen, die bereits mit radioaktiven Verfahren publiziert wurden.

6.3 Funktionsanalysen von Sarlp und Sarlpsccsaiass

6.3.1 GTPase-Aktivitdt und Regulation

Da Sarlp ein Enzym der Klasse kleiner monomerer GTPasen ist, kann dessen Aktivitdt sowie die
Regulation der GTP-Hydrolyse Aufschluss tber Einflisse von Mutationen und posttranslationalen
Modifikationen auf die Funktionalitat geben. Die bisher ermittelte Basalaktivitdt von Sarlp ohne
weitere Effektoren ((0,56 + 0,03) min™ in Gegenwart von radioaktiv markiertem GTP (a*’P-GTP)) lag
hierbei um den Faktor 500 hoher als die Basalaktivitdten, die bisher fir die GTPase mit radioaktiven
Nachweisverfahren publiziert wurde (1,1 - 10 min™, [102]). Auch bei Anwendung des Malachitgriin-
basierenden Nachweisverfahrens konnte diese deutlich hohere Basalaktivitdt bestatigt werden
(0,51 + 0,03) min; Faktor 464). Als Ursache ist dabei die eingesetzte Menge an GTP zu sehen, die in
dieser Arbeit standardmaRig bei 1 mM lag, wohingegen in [102] 1 uM verwendet wurde. Die
Auswertung der GTP-Hydrolyserate nach Michaelis-Menten (VS-Charakteristik, [80]) mit einem
Ky-Wert von (0,48 + 0,05) mM und einem k, von (0,65 + 0,02) min™ ergaben bei den in [102]
verwendeten 1 uM GTP eine Basalaktivitdt im Bereich von 1,2 - 10 min™ bis 1,5 - 10 min". Diese
lag in einer vergleichbaren GoRRenordenung zu der in [102] beschrieben Basalaktivitat.

In Gegenwart von Liposomen zeigte die Basalaktivitdt von Sarlp eine leichte Verringerung auf
(77,4 £ 5,4) % im Vergleich zu Messungen ohne Lipid. Dass Liposomen Einfluss auf die Basalaktivitat
von Sarl haben, wurde bereits in [3] gezeigt. Dabei veranderte sich diese in Abhangigkeit von der
eingesetzten VesikelgroRe dahingehend, dass kleine Vesikeldurchmesser einen aktivierenden
Charakter auf die Basalaktivitat zeigen und grofRere nicht. Es ist moglich, dass die GTPase nach
erfolgreichem Nukleotidaustausch mit ihrer dann exponierten N-terminalen amphipathischen
a-Helix in die Membran inseriert [27, 46] und dort auch in ihrer GTP-gebundenen Form stabilisiert
wird. Einen weiteren nicht proteinogenen Effektor stellen Mg®* dar, in deren Gegenwart Sarlp ein
Maximum seiner Basalaktivitit bei (0,52 + 0,03) min zeigt. Bei Abwesenheit von Mg** ist hingegen
keine GTPase-Aktivitit messbar. Dies veranschaulicht, dass fir Sarlp Mg** als Cofaktor fir die
GTP-Hydrolyse notwendig sind, was nach [103, 104] fir einige der kleinen GTPasen der Ras-
Superfamilie bestatigt wurde.
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Bei der Untersuchung der Modulation der Basalaktivitdt von Sarlp wurde der Effekt des
GAP-Proteins Sec23/24p untersucht, was eine Beschleunigung der Hydrolyserate nach sich ziehen
sollte. Anders als in [33] wurde dabei keine Stimulation der Basalaktivitdt von Sarlp in Gegenwart
von 0,0-2,0 UM Sec23/24p (0-4facher molarer Uberschuss im Vergleich zu Sarlp) beobachtet. Ein
vergleichbares Bild zeigte sich bei Zugabe von 0,0-3,0 uM Sec12ACp (zytosolische und katalytisch
wirksame Doméane des Guanidin-Austauschfaktors fiir Sarlp), bei der ebenfalls keine Steigerung der
Basalaktivitdt zu beobachten war. Die Kombination aller drei Proteine fiihrte dagegen zu einer
Steigerung der Basalaktivitdt von Sarlp. So erhdhte sich diese von (0,39 + 0,03) min™ in Gegenwart
verschiedener Konzentrationen von Sec23/24p (bei 0,5 uM Sarlp und 0,1 uM Sec12ACp) bis auf
(0,90 + 0,03) min™®, was einen Aktivierungsfaktor von 2,3 bedeutet. In Gegenwart verschiedener
Konzentrationen von Sec12ACp (bei 0,5 pM Sarlp und 0,5 pM Sec23/24p) wurde die Umsatzrate von
(0,39 + 0,03) min™* auf 1,08 + 0,09) min™ gesteigert. Dies entspricht einem Aktivierungsfaktor von
2,8. Zusammenfassend betrachtet fiihrt demnach die Kombination aus Sarlp, Secl12ACp und
Sec23/24p zu einer Erhéhung der Basalaktivitit auf das ca. 2,5fache, was bei den jeweiligen
Effektoren allein nicht beobachtet wurde.

Da sich die aktivierende Wirkung des GAP (Sec23/24p) erst in Gegenwart des Austauschfaktors
(Sec12ACp) beobachten lasst, kann vermutet werden, dass der Nukleotidaustausch zu langsam
ablauft, um die Beschleunigung der GTP-Spaltreaktion zu beobachten. In Gegenwart des
Austauschfaktors scheint dieser Austausch schnell genug abzulaufen, sodass eine hdhere
Hydrolyserate unter Anwesenheit von Sec23/24p gemessen werden konnte. Durch Untersuchungen
der GTPase-Aktivitdit von Sarlp bei unterschiedlichen GTP-Konzentrationen in Gegenwart und
Abwesenheit von Sec12 ACp wurde gezeigt, dass sich die Konzentration an GTP, bei der die Halfte der
maximalen Umsatzrate erreicht wird (Ky-Wert, [80]), verandert. So reduziert sich dieser Ky-Wert in
Gegenwart von Sec12ACp von (0,48 £ 0,05) mM auf (0,19 + 0,04) mM, was ebenfalls einem Faktor
von 2,5 entspricht. Der Ky-Wert beinhaltet dabei die Assoziations- und Dissoziationskonstanten des
Enzyms mit dem Substrat k; und k_, sowie die Produktbildungskonstante k, (Gleichung[27])
(ky = koq¢), wobei letztere unter Substratsattigungsbedingungen direkt von der maximalen
Umsatzrate (vp,ax) abhangt (Gleichung [28]).

k_i+ k,
Ky = Tk Gleichung [27]
1
Umax = k2 [E] Gleichung [28]

Dabei stellt [E] die Gesamtkonzentration des Enzyms dar. Da k, sowohl in Gegenwart
((0,65 +0,02) min™) als auch bei Abwesenheit ((0,66 +0,03) min™) von Sec12ACp nahezu konstant
bleibt und die eingesetzte Enzymkonzentration mit 0,5 uM ebenfalls konstant ist, ergibt sich, dass
auch die maximale Geschwindigkeit, mit der das Produkt gebildet wird (v,,«), gleich bleibt. Da sich
Ky in Gegenwart des Austauschfaktors verringert hat und k, als konstant angenommen werden
kann, folgt daraus, dass sich méglicherweise die Geschwindigkeitskonstante der Substratassoziation
(k) erhdht hat, die Geschwindigkeitskonstante der Substratdissoziation (k_;) verringert hat oder
beide Effekte eingetreten sind. In allen drei Fallen wiirde dies bedeuten, dass sich das Gleichgewicht
aus freiem Enzym und ungebundenen Substrat hin zum Enzym-Substrat-Komplex verschoben hat.
Weiterhin ist es auch moglich, dass sich die Geschwindigkeitskonstanten der Substratassoziation (k)
und der Substratdissoziation (k_;) um den gleichen Faktor erhéht haben. In diesem Fall wiirde sich
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die Lage des Gleichgewichtes zwischen Enzym und Substrat und dem Enzym-Substrat-Komplex nicht
verdandern. Die Geschwindigkeit, mit der sich Enzym-Substrat-Komplex bildet und ware dadurch aber
erhéht, sodass eine Steigerung von k, durch Sec23p ebenfalls nachweisbar wére.

Um AbschlieRend auch den Effekt des dulReren Hiillproteins zu untersuchen, wurde eine
Titrationsreihe mit Sec13/31p zu dem bereits zuvor beschriebenen Ansatz durchgefiihrt. In diesem
Fall konnte eine 13fache Aktivierung (bezogen auf die Basalaktivitdt von Sarlp) bestatigt werden.
Dieser Wert erfdhrt eine Sattigung bei ca. 0,5 uM Sec13/31p, was ebenfalls einer dquimolaren
Menge zum Sarlp entspricht. Bezugnehmend auf diese Sattigungskonzentrationen der einzelnen
COPIlI-Komponenten und nichtproteinogenen Effektoren, konnte nun der Vergleich der
Sarl-Variante mit dem Wildtyp-Protein erfolgen. Dabei stellte sich heraus, dass das Sarl psccsaiass auf
der einen Seite so gut wie keine Basalaktivitdt (0,01 + 0,01) min? aufwies, auf der anderen Seite
durch den inneren coat auf ein vergleichbares Niveau zum Wildtyp aktiviert wurde
(1,07 + 0,28) min™. Es ist somit nicht auszuschlieRen, dass der Fluoreszenzfarbstoff aufgrund seines
langen linker-Bereiches, obwohl er weiter entfernt vom aktiven Zentrum der GTPase angebracht
wurde, dieses dennoch beeinflusst. Das geschieht allerdings in einer Weise, die eine Interkation und
Aktivierung durch den inner coat zuldsst. Beim der Aktivierung in Gegenwart von Sec13/31p zeigte
die Variante einen geringeren Aktivierungsgrad im Vergleich zur Anwesenheit des Wildtyps. So
stimulierte die Anwesenheit des outer coat das durch den inner coat voraktivierte Sarlpsccsaagg Um
den Faktor 4, wohingegen bei Anwesenheit von Sarlp Aktivierungsfaktoren von 5-6 ermittelt
werden konnten. Es zeigt sich, dass durch Anwesenheit des Fluoreszenzmarkers die Interaktionen im
COPII-Hullkomplex derart beeintrachtigt werden, dass die Aktivierung durch den outer coat leicht

Abbildung 48: Proteinstruktur von Sarlp (weiB) mit Sec23p
(Grin) und einem Teil von Sec31p (gelb). Das Serin an
Position 147 (rot) befindet sich dabei nicht in einem der
Bindebereiche von Sarlp mit Sec23p oder Sec3lp
(PDB-file: 2QTV).

gesunken ist und dadurch diese Variante flir Untersuchungen in Gegenwart des outer coat nur
bedingt geeignet scheint. Bei Betrachtung der Proteinstrukturen von Sarlp in Gegenwart von Sec23p
und einem Teil von Sec31p kann eine Beeinflussung der Interaktion von Sarl und Sec31 durch den
Fluoreszenzmarker und seinen Linker durchaus vermutet werden, wobei die Markierungsposition
des Alexa,gg (Abbildung 48, @) nicht in einem der Bindebereiche von Sarlp mit Sec23p oder Sec31p
liegt.

6.3.2 Tubulierungsfahigkeit

Wie in (3.1.3.2) dargelegt, ist Sarlp in der Lage, in Gegenwart von nicht hydrolysierbarem GTP
(GMP-PNP) die COPII-Komponenten der inneren und 3duBeren Hille (Sec23/24p, inner coat;
Sec13/31p outer coat) an der Membran so zu assoziieren, dass lange tubulire Strukturen entstehen
kdnnen. Aufgrund der Dimension von einigen um kénnen diese auch im Lichtmikroskop beobachtet
werden. Dabei zeigte sich, dass sowohl Sarlp als auch Sarlpscesaass in der Lage sind, die Form der
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MMM-GUV-Membran in Gegenwart von GMP-PNP sowie Sec23/24p und Secl3/31p so zu
verdndern, dass tubuldre Strukturen entstehen. Allerdings weisen die gebildeten Tubes in Art und
Anzahl Unterschiede auf. So ist die Haufigkeit der tubuldren Strukturen bei Verwendung von Sarlp
hoher als bei Sarlpscesaass. Auch deren Lange erscheint in Gegenwart des Wildtypenzyms mit bis zu
5um groRer als in Gegenwart der Variante (bis zu 2,5 um). Bei naherer Betrachtung mittels
Kryoelektronenmikroskopie zeigten sich ebenfalls Unterschiede zwischen den tubularen Strukturen,
die in Gegenwart der beiden Varianten erzeugt wurden. Im Falle des Wildtyps werden durchgangige
Linien parallel zur Membran beobachtet, die den dueren Hillkomplex (Sec13/31p) darstellen [54].
Die Tubes hingegen, die in Gegenwart von Sarlpsccsaasg €ntstanden sind, zeigen kiirzere Bereiche
von Elektronendichte neben der Membran, welche aber eher punktférmig und immer wieder
unterbrochen erscheint. Ahnlich wie bei der Untersuchung der Stimulation der GTPase-Aktivitat
zeigt sich auch bei der Tubulierungsfahigkeit, dass die Variante im Vergleich zum Wildtyp weniger
deutliche Effekte erzielt. Sowohl die geringere Anzahl an tubuldren Strukturen und deren Lange, als
auch die Art und Weise, wie sich der duRere Hillkomplex um die Tubes formiert, deuten darauf hin,
dass die Interaktion von Sarlpscesaass und Sec13/31p nicht so verlduft, wie bei Sarlp und Sec13/31p.
Dennoch ist diese in einem Mall vorhanden, das es erlaubt, dass tubuldre Strukturen gebildet
werden und dass der duRere Hillkomplex an der Membran rekrutiert wird.

6.4 Z-Scan-FCS-Analyse mittels MATLAB

Grundsatzlich werden alle FCS-Daten, die mit dem konfokalen Laserscanningmikroskop (LSM 710
and ConfoCor 3, Zeiss) erzeugt wurden, mit der dazugehorigen Analysesoftware Zen2009
ausgewertet. Im Falle der Datenauswertung gemaR den Beschreibungen der Z-Scan-FCS-Methode
(3.2.4) war dies mit der Zen2009 Software nur eingeschrankt moglich, da die gemessene
Fluktuationskurve nur auf zweierlei Weise in Segmente zerlegt und analysiert werden konnte. Dies
gelang zum einen durch das manuelle Definieren von Fluktuationsbereichen einer kompletten
Fluktuationskurve, die nicht flr die Korrelation verwendet werden sollten (cut-region), zum anderen
durch die Definition von Aufnahmeintervallen, deren Zeit und Anzahl im Vorfeld festgelegt werden
musste. Wenn davon ausgegangen werden kann, dass fir ein Interaktionsexperiment
5-10 Messungen durchgefiihrt werden und jede Fluktuationskurve je nach Segmentlange (welche
wiederum abhédngig ist von der Diffusionszeit, um die Korrelationskurven so optimal wie moglich mit
einem Diffusionsmodell anpassen zu kénnen) zwischen 10 und 100 einzelne Segmente beinhaltet,
wird deutlich, dass das manuelle Definieren der Bereiche fiir die Korrelation zwar méglich, aber sehr
zeitaufwendig ist (auch im Hinblick darauf, dass die Segmentlange nachtraglich eventuell noch
einmal angepasst werden musste). Bei der zweiten Variante, bei der die Segmentlangen und
Segmentanzahlen im Vorfeld definiert werden missen, ist ein nachtragliches Anpassen der
Segmentlange nicht mehr uneingeschriankt mdoglich, da zwischen den einzelnen Segmenten eine
Totzeit entsteht, in der keine Daten aufgenommen werden. Somit kénnen die Segmente nicht mehr
zu einer kompletten Kurve zusammengesetzt werden. Die auf der Basis von MATLAB entwickelte
Auswerteroutine ermdglichte dabei zum einen die Flexibilitat bei der Wahl und Variation der
Segmentlinge und zum anderen das Auswerten einer grofen Anzahl von Messungen in
automatisierter Form.

Der verwendete Korrelator, der auf einem multiple-t-Algorithmus basiert [83, 84], erzeugt dabei
vergleichbare Korrelationskurven aus den Fluktuationsdaten wie der, dem LSM 710 beigestellte
Korrelator, was die Funktionalitait des MATLAB-basierten Korrelators bestdtigt. Fir die
anschlieBende Anpassung der Korrelationskurven mit den entsprechenden Diffusionsmodellen
missen geeignete Startwerte flr die Kurvenanpassung (so auch in Zen2009) manuell eingegeben
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werden, da nicht in jedem Segment das gleiche N und tpwie in seinem benachbarten Segment
erhalten wird (3.2.4). Durch ein Verfahren, bei dem die erzeugten Korrelationskurven geglattet und
nummerisch differenziert wurden, konnte fir jede dieser Kurven anhand ihrer charakteristischen
Form eine Bestimmung der Startwerte fir die Datenanpassung automatisch erfolgen.

Bei der abschlieBenden parabolen Auswertung von N und 7, in der Aquatorialebene des
konfokalen Volumens war eine einfache Modellanpassung der erhaltenen Daten mit einer Parabel
nicht moéglich, da zum einen die Daten in den Randbereichen und zum anderen schlecht angepasste
Korrelationskurven ohne Wichtungsfaktor einen zu starken Einfluss nahmen
(5.5.3, Abbildung39, —). Im ersten Fall wurde die reziproke Helligkeit des Segmentes als
Wichtungsfaktor herangezogen, da gemdR (3.2.4) die Randbereiche weniger hell sind als die
Bereiche im Zentrum des konfokalen Volumens. Hinzu kommt, dass die Diffusionszeiten in den
Randbereichen steigen und somit die vorgegebene konstante Segmentlange zu klein wird, je groRer
die Entfernung zum Zentrum des konfokalen Volumens wird. Das heiRt, dass die Diffusionszeit
immer ndher an die maximale Korrelationszeit t heranriickt oder diese unter Umstanden
Uberschreitet. Die Anpassung des zweidimensionalen Diffusionsmodells an die Korrelationskurve,
wie sie im Zentrum des konfokalen Volumens angewendet wird, ist so nicht mehr in gleicher Qualitat
umsetzbar. Fiir die Beurteilung der Gite der Modellanpassung an die Korrelationsdaten wurde ein
Summenparameter der einzelnen Residuenwerte (in modifizierter Form, siehe Abbildung 38) von
Modellfunktion und Korrelationsdaten ermittelt, der vor allem Anpassungsfehler in den Bereichen
starker bewertet, die durch den multiple-t-Algorithmus auch starker geglattet sind. Dies hat zur
Folge, dass die starken Fluktuationen im Bereich der kleineren t-Werte weniger stark in Betracht
gezogen werden und Daten mit groben Anpassungsfehlern im Bereich gréRerer Glattung selektiv
weniger stark bei der parabolen Datenanpassung berlcksichtigt werden. Mit Hilfe eines
kombinierten Wichtungsfaktors, der sowohl die Anpassungsgiite der FCS-Modellfunktionen an die
Korrelationsdaten als auch den Abstand zum Zentrum des konfokalen Volumens bertcksichtigt, ist
die korrekte parabole Datenanpassung auch mit einzelnen schlecht angepassten Korrelationsdaten
moglich.

6.5 Etablierung eines Systems zur Analyse von Protein-Monoschicht-
Interaktionen mittels FCS

6.5.1 Validierung der Systemparameter

Den Ausgangspunkt dieses Messsystems stellten ein konfokales Laser-Scanning Mikroskop und eine
Langmuir-Filmwaage mit modifiziertem Trog sowie zwei voneinander unabhidngig beweglichen
Barrieren dar [72]. Da die FCS-Analyse durch das wassrige Medium hindurch erfolgt, war es
notwendig, den geschlossenen Teflontrog mit Hilfe eines Loches (welches mit einem Deckglas
abgedeckt ist) zu modifizieren, sodass das Objektiv nahe an die Monoschicht heran positioniert
werden konnte.

Bei einer Langmuir-Filmwaage mit geschossenem Trog lassen sich die Monoschichten
gleichmaRig prdaparieren, d.h. die Molekiile, die die Monoschicht bilden sollen, kénnen an jeder
Stelle gespreitet werden. Im Falle der modifizierten Filmwaage ist dies nicht moglich. Da bei der
angewendeten konfokalen Mikroskopie durch das Medium hindurch beobachtet wird, definiert sich
die Subphasenhthe (iber dem Objektiv durch dessen Arbeitsabstand, der in der Regel nur einige
100 pum groR ist. Bei einer so diinnen Subphase wiirde diese zerreiRen sobald ein Tropfen Giber dem
Deckglas gespreitet wird. Somit ist das Prdparieren der Monoschicht nur neben dem Deckglas bei
groRerer Subphasenhéhe moglich. Auch die Insertion von Molekiilen in die Subphase und deren
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Gleichverteilung ist bei Filmwaagen mit tieferen Subphasen einfacher zu realisieren. In diesem Fall
ist die Subphase so hoch, dass mit kleinen Magnetkugeln oder Rihrstabchen (Durchmesser 1-2 mm)
die injizierten Molekile gut verteilt werden kénnen. Im Falle der modifizierten Filmwaage ist dies
aufgrund der schmalen Subphase und der Tatsache, dass an der Stelle des Objektivs kein Riihrmotor
angebracht werden kann, nur neben diesem moglich. Verteilungsversuche (5.6.2, Abbildung 41)
haben dabei bestatigt, dass eine gleichmaRige Verteilung von injizierten Molekilen auch in
Zeitraumen von 6 h ohne Riihren nicht moglich ist. Experimente, bei denen eine Korrelation von
FCS-Daten mit Parametern der Filmwaage von Interesse sind (z.B. Diffusionskoeffizienten in
Abhdngigkeit vom Oberflachendruck, Teilchenzahlen und damit verbundene Bindungsraten in
Abhangigkeit vom Oberflachendruck) setzen allerdings eine Gleichverteilung voraus. Aus diesem
Grund ist es notwendig, die Insertionsexperimente neben dem Objektiv durchzufiihren und
anschlieRend die Monoschicht Gber das Objektiv zu bewegen, ohne dass sich dieser verandert. Der
in [72] beschriebene Teflonring zur Reduktion von Oberflachenschwingungen wirkt dabei als ein
zusatzliches Hindernis. Hinzugefiigt, um Oberflachenvibrationen zu reduzieren, stellt er fir die
Verteilung der Molekiile in der Subphase und in der Monoschicht eine zusatzliche Barriere dar und
bildet mit der wassrigen Subphase einen Meniskus zum Deckglas hin. Dies kann moglicherweise dazu
fihren, dass oberflaichenaktive Substanzen bei hohen Dricken an diesen Stellen aus der
Grenzschicht entweichen. Aus diesen Griinden wird auf den Teflonring verzichtet, auch wenn dies
eine mogliche starkere Schwingung der Oberflache (z.B. durch Pumpen in Kiihlkreisld ufen) zur Folge
haben kann. Je nachdem ob diese die Auswertung der FCS-Daten beeinflusst, ist es beispielsweise
moglich sie durch Fourier Transformation und Frequenzfilter zu eliminieren [105, 106, 107]. Dazu
bieten kommerzielle Analyseprogramme (z.B. MATLAB) eigene fft-Algorithmen an (fast fourier
transformation), durch die die zeitbasierte Korrelationskurve in eine frequenzbasierte
Korrelationskurve umgewandelt werden kann. Gleiches ist mit der FCS-Modellfunktion
(Gleichung [13]) mdglich, sodass eine Anpassung der Fourier-transformierten Korrelationsdaten mit
einer Fourier-transformierten FCS-Modellfunktion moglich ist.

Fir die Analyse von Protein-Monoschicht-Interaktionen in Abhangigkeit verschiedener
Oberflachendriicke muss zudem sichergestellt sein, dass isotherme Bedingungen gegeben sind. Dies
ist auch im Hinblick auf eine mogliche Verschiebung der Monoschicht im Rahmen von
Insertionsexperimenten notwendig. Bei Filmwaagen mit geschlossenem Teflontrog wird dies durch
einen Kuhlkreislauf realisiert. Im Falle des kombinierten Setups ergibt sich die Komplikation, dass das
Laser-Scanning-Mikroskop selbst eine starke Warmequelle darstellt und sich die diinne Subphase
Uber dem Objektiv starker erwarmt als an anderen Stellen. Vergleichende Temperaturmessungen
innerhalb der Subphase bei einer Trogtemperatur von 22 °C an verschiedenen Punkten zeigten eine
Temperaturspanne von 22 °C (Randbereiche) bis 25 °C (direkt Gber dem Objektiv). Da gemaR
Gleichung [19] die Oberflaichenspannung und damit auch der Oberflaichendruck bei konstanter
Temperatur definiert ist, folgt, dass eine Monoschicht, welche in den Randbereichen prapariert wird,
einen anderen Oberflachendruck aufweist, als Gber dem Objektiv selbst. Dies wiederum kann zu
anderen dynamischen Parametern (z.B. Diffusionskoeffizienten) und Molekiilflachen fihren. Durch
Hinzufligen eines zweiten Kiihlkreislaufes um das Objektiv selbst (4,5 °C) war es jedoch madglich, die
Temperatur im gesamten Trog auf eine maximale Differenz von 0,3 K zu reduzieren (Anhang 13.4.1,
Abbildung 66). Einen Grund fir diese extrem niedrige Temperatur, mit der das Objektiv
gegengekihlt wurde, stellt letztlich die schlechte Warmeleitung vom Kihlschlauch zum Objektiv dar.
Dieses wurde aufgrund einer moglichen Beschadigung des Deckglases beim Fokussieren durch das
Objektiv (und dem damit verbundenen Auslaufen des Langmuirtroges) mit einem Wasserschutz in
Form einer Gummimanschette versehen. Um den Wasserschutz herum war die Kiihlung angebracht
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worden, da ein direktes Umwickeln des Objektivs u. U. dazu gefihrt hatte, dass
Kondensationswasser in das Mikroskop gelangt ware.

Neben der konstanten Temperatur ist die waagerechte Positionierung der Filmwaage fir
Experimente, bei denen die Monoschicht an verschieden Stellen vermessen werden soll, essentiell.
Wie unter 3.3.2 ff. erldutert fUhrt eine nicht waagerecht ausgerichtete Filmwaage zu einer
Verinderung des gemessenen Oberflichendrucks. Zur Uberpriifung dieses Sachverhaltes wird die
Filmwaage, die lber eine eigene Stativvorrichtung fest mit dem Mikroskop verschraubt ist wie eine
Art Wasserwage verwendet. Da der Druckaufnehmer zwar beweglich ist, aber in einem konstanten
Abstand an die Barriere B fixiert wurde, war es moglich, die Anderung des Oberflichendruckes
wdahrend der Bewegung des Druckaufnehmers zu messen. Ist dieser {iber den Bereich der gesamten
Bewegung konstant, ist die Filmwaage beziglich dieser Bewegungsrichtung waagerecht.

Fir die FCS-Messungen in wassrigen Systemen wird ein Wasserimmersionsobjektiv verwendet.
Da die Filmwaage wahrend einer Experimentierserie zwischen den Versuchen nicht abgebaut wird,
weil sie im Anschluss erneut kalibriert werden misste, ist Wasser als Immersionsmedium
ungeeignet, da es nach ca. 2 h verdunstet. Um dieses Problem zu umgehen, existieren
Immersionsmedien, mit einem vergleichbaren Brechungsindex wie der von Wasser. Allerdings haben
sie einen olartigen Charakter, sodass das das Immersionsmedium auch nach zwei Wochen noch
vorhanden ist. Im Vergleich zum Immersionswasser fiihrte Immersol W allerdings dazu, dass sich die
Z-Positionen der Maxima der Peak-férmigen Fluktuationskurven verschiedener
Anregungswellenldngen in Abhangigkeit der Z-Position des Objektivs zueinander verdnderten.
Interessanterweise war zu beobachten, dass sich die Verschiebung der Maxima der jeweiligen
Fluktuationskurven zueinander in Abhangigkeit der Z-Position des Objektivs zum Deckglas der
Filmwaage so verdnderte, dass eine Objektiv-Position erreicht wurde, bei der beide
Fluktuationskurven deckungsgleich aufeinanderliegen. Bezogen auf die Peak-Form des einzelnen
Fokus hat sich in Abhangigkeit der Z-Position des Objektivs (und damit auch des konfokalen
Volumens) gezeigt, dass die Halbwertsbreite der Peak-férmigen Fluktuationskurve im gesamten
Messbereich konstant blieb (unabhédngig von der verwendeten Anregungswellenldnge von488 nm
oder 633 nm). Auch N und 7 blieben in Abhdngigkeit von der Z-Position des Objektivs konstant.
Zusammengefasst bedeutet dies, dass der ideale Z-Uberlapp nur im Falle von Zweifarben
Kreuzkorrelationsexperimenten (z.B. Protein-Lipid-Interaktion oder Protein-Protein-Interaktion, bei
denen die Komponenten unterschiedlich gefarbt sind), von Bedeutung ist [108]. Bei Messungen, in
denen die Farbkandle separat analysiert werden (Autokorrelation), ist aufgrund der hohen
Robustheit der FCS-Parameter N und t, sowie der Z-Ausdehnung des konfokalen Volumens Uber
einen weiten Bereich der Objektivposition eine exakte Positionierung mit idealem Z-Uberlapp nicht
zwingend erforderlich.

Wie in [70] erldutert, beschreiben N und tp im Rahmen der Z-Scan-Analyse einen parabolen
Verlauf, wenn sie gegen die Migrationszeit aufgetragen werden. Dies ist allerdings nur der Fall, wenn
die Wandergeschwindigkeit als konstant angenommen werden kann. Andernfalls ist von einer
Verzerrung in X-Richtung (Zeitachse) auszugehen. Da im Rahmen der Experimentierzeit (die u. U.
auch 24 h betragen kann) stetig Subphase verdunstet, muss diese kontinuierlich, in Abhangigkeit der
Wandergeschwindigkeit, hinzugefiigt werden. Voraussetzung dafiir ist allerdings eine konstante
Verdunstungsrate. Die Ergebnisse zur Bestimmung der Wandergeschwindigkeit der Monoschicht
durch den Fokus zeigen 1 h nach dessen Praparation (als Startzeitpunkt gilt das Beenden des
Spreitens) einen linearen Verlauf in Abhdangigkeit von der Objektivposition. Die dabei gemessenen
Peak-artigen Fluktuationskurven wiesen einen symmetrischen Charakter auf, ohne nachweisbare
Verzerrung auf der Zeitachse. Somit ist eine parabole Anpassung der Teilchenzahlen bzw.
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Diffusionszeiten moglich.

Da wie eingangs erwdhnt die Subphase lber dem Objektiv nicht geriihrt werden kann, ist es
notwendig, die Monoschicht (iber das Objektiv zu bewegen. Das setzt wiederum voraus, dass dieser
hinreichend stabil ist und wahrend der Bewegung nicht kollabiert. Diesbezuglich wurde N und tp
nach mehreren Bewegungen bestimmt und miteinander verglichen. Dabei zeigt die
MMM-Monoschicht bei einem Oberflichendruck von 30 mN m’ auch nach dreimaligem
Verschieben ein anndhernd konstantes N sowie 7. Allerdings verringerte sich die Gesamtflache bei
jedem Bewegungsvorgang, was zeigt, dass die Monoschicht bei der Verschiebung in gewisser Weise
auch kollabiert bzw. in die Subphase abtaucht. Da die FCS-Parameter N und 7, keiner grofRen
Anderung unterliegen ist dies ein Hinweis darauf, dass sich das Mischungsverhiltnis der Lipide nicht
oder nur sehr gering verandert hat. Dennoch ist eine MMM-Monoschicht bei =30 mNm™
hinreichend stabil, um mehrfach Uber das Objektiv und zurick bewegt zu werden, was die
Voraussetzung fir die Analyse von Protein-Monoschicht-Interaktionen mit diesem System darstellt.

Bei FCS-Messungen an Monoschichten ist es ebenfalls notwendig, diese unter Bedingungen
durchzufiihren, bei denen die zu untersuchenden Fluorophore nicht durch das Anregungslicht
gebleicht werden. Derartige Effekte haben wie in 3.2.1 ff. dargelegt einen Einfluss auf die
Fluoreszenz des Fluorophors. Ist dieser Effekt schneller als 7p, so fuhrt er zu einem starkeren
Abschwachen der Fluktuationssignale, was zu einer Asymmetrie in der Peak-férmigen
Fluktuationskurve fiihren kann, sowie zu einer Abnahme von N und 7, da die Fluorophore bereits
vor dem Verlassen des konfokalen Volumens erléschen. Wie hoch die Wahrscheinlichkeit des
Bleichens durch das Anregungslicht auf den Fluorophor ist, hangt unter anderem auch von dessen
Verweildauer im Anregungsvolumen ab. Bei dreidimensionalen Messungen ist diese letztlich nur
vom Diffusionskoeffizienten des jeweiligen Fluorophors abhdngig, wohingegen bei
Z-Scan-FCS-Analysen neben der Diffusion innerhalb der planaren Schicht auch deren
Wandergeschwindigkeit durch den Fokus einen Einfluss hat. Es ist demnach fir jedes System im
Vorfeld der Analysen zu prifen, inwieweit die durch die Pumprate be dingte Wandergeschwindigkeit
der Monoschicht durch den Fokus, der Diffusionskoeffizient des Fluorophors (bedingt durch den
Oberflachendruck der Monoschicht) sowie die eigentliche Laserleistung und Anregungswellenldange
ein Bleichen bewirken. Wichtig dabei ist, dass die Wandergeschwindigkeit der Monoschicht letztlich
an den Diffusionskoeffizienten des fluoreszierenden Molekils angepasst werden muss, um im
Rahmen der Z-Scan-FCS-Auswertung ausreichend viele geeignet lange Segmente zu generieren. Fir
das verwendete System zur Analyse der Insertion von Sarlp mit MMM Monoschichten wurde das
Bleichverhalten bei 488 nm Anregungswellenldnge untersucht (Licht mit der gréReren Energie im
Vergleich zu Licht der Wellenlange von 633 nm). Dabei zeigte sich auch bei dem 10fachen der in den
spateren Experimenten verwendeten Laserleistung kein Bleichen. Da sich weder N noch t,
dnderten, und auch die molekulare Helligkeit des Fluorophors bei den verwendeten Laserleitungen
keine Sattigung oder Reduktion aufwies, ist bei der verwendeten Laserleistung (ca. 5 uW) fir die
Insertionsexperimente von Sarlpsccsaags €in Bleicheffekt eher unwahrscheinlich.

6.5.2 Grundprinzipien des Systemaufbaus und der Justage/Kalibrierung

Das im Rahmen dieser Arbeit etablierte System bedarf beim Aufbau folgender notwendiger
Justageschritte und Kalibrierungen, die sich aus den untersuchten Systemparametern ableiten.
Aufgrund technischer, baulicher und systemischer gegenseitiger Einflussnahme haben sich die
nachfolgend beschriebenen Schritte in ihrer Reihenfolge als valide herausgestellt.

Vor dem Aufbau des kombinierten Setups ist es notwendig, wenn das System auf einem
Druckluft gefederten Tisch positioniert ist, diesen komplett zu entlasten. AnschlieRend wird der
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Probentisch vom Mikroskop entfernt und das optische System kalibriert, indem der Korrekturring
des Objektivs (LD C-Apochromat 40x, NA 1,1) auf 1,7 (Standardeinstellung fiir 150 um dicke
Deckglaser) eingestellt wird und das pinhole durch das System gemdl den Angaben aus 4.2.6.1
kalibriert wird. Anschlielend erfolgt die Installation des Aquastop inklusive des
Objektivkihlkreislaufes. Darauffolgend wird die Filmwaage mit ihrem Stativam Mikroskop montiert
und das Objektiv zuvor in seine niedrigste Z-Position bewegt. Die Filmwaage wird ebenfalls an einen
Kihlkreislauf angeschlossen und gemalR 4.2.6.2 gereinigt. AnschlieBend erfolgt die Kalibrierung des
Druckaufnehmers gemall den Angaben des Herstellers. Da bei der Messung Plattchen mit
geringerem Umfang verwendet wurden, war dieser bei der Kalibrierung des Wilhelmyplattchens
entsprechend zu bestimmen und im System (gemalR des Herstellers) zu hinterlegen.

Um nun die Filmwaage waagerecht auszurichten wird sie mit Wasser gefillt und der
Druckaufnehmer mit einem Wilhelmy-Plattchen prdpariert. Ist das zu messende Drucksignal
konstant, so wird die Oberfliche noch einmal gesdubert (4.2.6.3) und die Flache mit der Barriere A
(Abbildung 16) komprimiert. Ergeben sich Druckdnderungen, muss die Oberflache erneut gesadubert
werden. Dieser Vorgang wird so oft wiederholt, bis kein messbarer Druckanstieg beobachtet werden
kann. Nun wird die Flache durch die Barriere B (Abbildung 16) komprimiert. Auch in diesem Fall
sollte keine Anderung des Drucksignals erfolgen. Ist dies der Fall, wird die Barriere wieder
zurlickbewegt und die Filmwaage ist bezliglich der Bewegungsrichtung fir die spatere Filmbewegung
waagerecht positioniert. Andernfalls muss mit Hilfe der Stellschrauben am Stativ nachjustiert und
die oben beschriebe Messung so oft wiederholt werden, bis auch hier keine Anderung des Drucks zu
beobachten ist (nach 2-3 Untersuchungsrunden sollte erneut getestet werden, inwieweit die
Oberflache noch frei von Verunreinigungen ist). Ist die Ausrichtung vollzogen, so wird die Montage
abgeschlossen, indem die Inkubatorbox auf das Mikroskop gesetzt und das Pumpsystem zur
Verdunstungskorrektur installiert wird. Abschlieend wird die Inkubatorbox lasersicher abgedeckt.

Nachdem das Messsetup installiert wurde, erfolgt die Bestimmung der Z-Position, bei der der
Z-Uberlapp von zwei Foki unterschiedlicher Anregungswellenlingen identisch ist. Dazu wird das
Objektiv langsam nach oben bewegt, bis das Immersionsmedium das Deckglas berihrt. Bei
eingeschaltetem Laser wird nun das Streusignal (mit den Filtern des Fluoreszenzsetups, um die
Detektoren nicht zu schadigen) gemessen. In dem Moment, wo das konfokale Volumen von untenin
das Deckglas eintaucht und dieses wieder verlasst, wird dies durch eine Zunahme des Messsignals
registriert. Das Objektiv wird nun 450 um Uber diese obere Deckglaskante positioniert. Um nun die
ideale Z-Position zu ermitteln, wird eine gefirbte Monoschicht pripariert (ca. 5 - 10° mol %
Fluorophor, 1: 20-30 mN m™) und unterhalb des Fokus positioniert. Das Objektiv wird dabei nicht
bewegt. Befindet sich die Monoschicht unterhalb des Objektivs, wird diese kontinuierlich durch
langsames Hineinpumpen nach oben bewegt. Dabei werden die Fluktuationssignale gemessen und
der jeweilige zeitliche Versatz ermittelt, indem diese durch eine Lorentzkurve angenahert und die
jeweiligen Maxima bestimmt werden. Befindet sich die Monoschicht oberhalb des Fokus, so wird
dieser in konstanten Anstinden (10 um) nach oben bewegt, und bei jeder Position erneut die
Fluktuation gemessen, wenn sich die Monoschicht durch Pumpen durch den Fokus bewegt. Es ist
darauf zu achten, dass bei einer Position ab 630-650 um lber der Deckglasoberkante die Gefahr
besteht, dass das Deckglas zerbrechen kann. Anhand der somit gewonnen Daten ldsst sich wie in
5.6.4 dargestellt die Position ermitteln, in der beide Foki ideal Gberlappen. AbschlieBend wird noch
die Pumprate ermittelt, mit der gegen die Verdunstung der Subphase korrigiert werden soll. Dazu
wird das Objektiv ca. 600 um {iber die Position bewegt, bei der die Streusignale der
Deckglasoberkante gemessen wurden. Die Positionierung der Monoschicht erfolgt dariiber, sodass
sich das konfokale Volumen innerhalb der Subphase befindet. AnschlieRend wird die Pumpe
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abgestellt, und die Monoschicht bewegt sich einzig durch Verdunstung durch den Fokus.
Anschliefend wird das Objektiv um 10 um nach unten bewegt und erneut die Fluktuationskurve
aufgenommen. Dieser Vorgang wird einige Male wiederholt. Durch Auftragen der Z-Position des
Objektivs gegen die zeitliche Position des Maximums der jeweiligen Signalkurve (Tageszeit des
Maximums / s, durch Anpassung der Fluktuationsdaten mit einer Lorentzfunktion) ldsst sich aus dem
Anstieg dieser linearen Funktion die Wandergeschwindigkeit ermitteln. Mit Hilfe der
Subphasenoberfliche kann diese in eine Verdunstungsrate (z.B. pl/h) umgerechnet werden. Die
Pumpe wird nun so eingestellt, dass die Forderrate etwas groRer ist, als die Verdunstungsrate, um zu
verhindern, dass die Monoschicht bei sehr langen Experimenten zu nahe an die Deckglasoberflache
gelangt und die Oberflache dadurch zerreil3t.

6.6 Interaktion von Sarlp mit Phospholipid-Monoschichten

6.6.1 Bindung und Insertion in Gegenwart verschiedener Lipidsysteme

Fiir die Untersuchung von Proteinen, die nur in einer Schicht einer Membran inserieren oder auch
nur an diese binden, ohne in sie einzudringen, sind Untersuchungen mit Langmuir-Filmwaagen eine
verbreitete  Technik, um Informationen (iber die Interaktionsprozesse und deren
Rahmenbedingungen zu erhalten [109, 110, 111]. Sie bietet dabei den Vorteil, Eigenschaften der
Grenzschicht (z.B. Packungsdichte von Lipiden in einer Phospholipidmonoschicht) gezielt zu
beeinflussen und somit Effekte auf das Verhalten der Interaktion von Molekdlen (z.B. Proteinen) und
der Grenzschicht zu untersuchen. Nachteilig ist diese Technik allerdings dahingehend, dass nur
globale Parameter wie die Anderungen in der gesamten Oberfliche oder Anderungen des
Oberflachendruckes, untersucht werden koénnen. Weiterhin ist die Messgenauigkeit und die
Auflosung bei Oberflachendriicken im Bereich des maximalen Einbaudruckes (MIP) gering, sodass
diese, flr das inserierende Molekil charakteristische GroRe durch lineare Extrapolation ermittelt
wird [44; 112]. Auch ist nicht bekannt, wie viele Molekile in welcher Form (Monomer, Dimer) mit
der Grenzschicht interagieren.

Nach [44] wurde ein MIP von Sarlp in Gegenwart von MMM-Monoschichten im Bereich von
ca. 30 mN m™ extrapoliert. Untersuchungen der Insertion von Sarlpsccsaass (5.7.1) ergaben, dass
ca. 100 Sarlp Molekile in die Monoschicht inseriert sind, was belegt, dass bei diesen 30 mN m™
tatsachlich ein Einbau von Sarlp erfolgt. Da bei der vergleichenden Analyse von Sarlp und
Sarlpscesaags SOWohl bei der enzymatischen Aktivitat als auch bei der Fahigkeit, tubuldre Strukturen
zu erzeugen, einige Unterschiede deutlich wurden, ist zu prifen, ob auch in diesem Fall ein
Unterschied bei der jeweiligen Insertion der beiden Enzyme vorhanden ist.

Als Vergleichsparameter wurde die molekulare Interaktionsfliche beider Proteine
herangezogen, indem diese fiir Sarlpscesaiass und Mischungen aus Sarlp und Sarlpscesaass €rmittelt
wurde. Dabei wiesen sowohl Sarlpscesaass (6,5 nm?/Molekiil) als auch die Mischungen aus Sarlp und
Sarlpsccsaass ((6,6 £ 3,2) nm?/Molekiil) vergleichbar groRe Insertionsflichen auf. Die Ergebnisse, die
mit Sarlpscesaiasg ermittelt wurden, kdnnen somit auch auf Sarlp tGbertragen werden. Auf Basis der
Dimension von ANSarlp (Variante von Sarlp ohne die N-terminale amphipathische a-Helix,
vermessen aus der Rontgenkristallstruktur, pdb-file: 1M20) ergibt sich eine theoretische
Interaktionsfliche von 14,5 nm? wenn das Protein in vollem Umfang in die Monoschicht inseriert.
Wird hingegen nur die N-terminale amphipathische a-Helix in die Monoschicht inseriert, ergibt sich
im Rahmen einer einfachen Modellannahme (Abbildung 49) eine molekulare Interaktionslache in der
GréRenordnung von 3,3 nm?. Somit belegen die bisherigen Daten, dass sich Sarlpsccsaiags Mit seiner
Helix und einem kleinen Teil des Proteinrumpfes in die Monoschicht einbettet, aber nicht als
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gesamtes Protein. Gleiches gilt auch fir die Mischung aus Sarlp und Sarlpsccsauss. Die Moglichkeit

10y pistanz vom Abbildung 49 Schematische Darstellung der N-terminalen
8 "'-’""e:""mf a-Helix von Sarlp. Dabei stellt --- den Kern der Helix und
- die Distanz der jeweiligen Aminosaurereste in ihrer
maximalen Liange vom Mittelpunkt der Helix dar
(bestimmt durch Vermessung mittels Pymol). Ausgehend
von der Geometrie einer a-Helix (3,6 Aminosduren/360°,
© 5,4 A Ganghohe und 2,5 A Radius) besitzt die a-Helix bei
X-Distanz vom Helixzentrum /A 23 Aminosauren eine Lange von 34,5 A. Bezogen auf den
jeweiligen Mittelwert der Abstdnde der Aminosaurereste
(auf die x-Achse projiziert) nach links (4,6 A) bzw. rechts
(5,0 A) (—-) ergibt sich ein Abstand von 9,6 A. Aus dieser
Spannweite und der Helixlange I3sst sich eine Helixflache
von 3,31 nm’ berechnen. (die Helix wurde dabei so
positioniert, dass die meisten hydrophoben
Aminosaurereste nach unten zeigen)

10 -

der Verwendung von Sarlp bietet zudem die Moglichkeit, gréRere Mengen an Protein einzusetzen
um Anderungen in den weniger sensitiven Messparametern der Filmwaage (A und 1) zu verstirken
und gleichzeitig die Auswertbarkeit der hochsensitiven FCS-Technik bei einer nicht zu grofRen
Teilchenzahl im Fokus zu gewahrleisten.

Auch beim Vergleich verschiedener Lipidsysteme fihrten die zusatzlichen Mess- und
Analyseparameter der FCS-Methode (N und tp) zu weiteren Informationen, die die Filmwaage allein
nicht aufschlisseln konnte. So ergab die Mischung von Sarlpsccsaiags Und Sarlp nach Insertion in eine
DLPC/DPLS-Monoschicht bei 7 =30 mN m™ eine globale Flicheninderung von 0,64 cm? bis 2,43 cm?.
Dieser Bereich unterschied sich dabei wenig von der Flachendnderung, die in Gegenwart der
MMM-Mo noschicht (0,98 cm? bis 2,17 cmz) gemessen wurde. Diese Parameter ohne weitere Daten
lieBen den Schluss zu, dass die eingesetzte Sarlp-Praparation (Sarlp und Sarlpscesaags) in beiden
Monoschichten aufgrund der vergleichbaren gesamten Flachendnderung auch mit der gleichen
molekularen Flache inserieren bzw. eine vergleichbare Affinitat zur jeweiligen Monoschicht zeigen
wirden. Untersuchungen mit einer Mischung aus Sarlp und Sarlpgccsaass (1,16 % Anteil von
Sarlpscesaass) zeigten dabei, dass die Anzahl der Proteine, die zur Flachendnderung in Gegenwart
einer MMM-Monoschicht beitrugen, das 5,8fache dessen ausmachten, was in Gegenwart einer
DLPC/DLPS-Monoschicht bestimmt wurde. Dies belegt die hohere Affinitit von Sarlp zur
MMM-Mo noschicht, welche eine Nachbildung der ER-Membran darstellt [48]. Weiterhin ergab sich
aus diesen Messdaten eine molekulare Interaktionsfliche von Sarlp von (17,8 + 6,3) nm?/Molekil,
was, anders als bei der MMM-Monoschicht, darauf hinweist, dass sich das Protein komplett in diese
einbettet und moéglicherweise an der Luft/Puffer-Grenzflache auch etwas entfaltet. Die Verwendung
einer Langmuir-Filmwaage und eines konfokalen Mikroskops haben somit gezeigt, dass durch die
Messparameter der Filmwaage (Ag) eine mogliche Vergleichbarkeit in der Interaktion von Sarlp mit
einer MMM-Monoschicht und einer DLPC/DLPS-Monoschicht durch die zusatzlichen FCS-Parameter
widerlegt wird.

Die Kalibrierung der Fokusflache wurde hierbei durch Messungen von Fluorophoren in Wasser
(Alexasgg-Hydrazid) bestimmt, indem die Autokorrelationskurve der Fluktuationsdaten mit einem
dreidimensionalen Diffusionsmodell (Gleichung [12]) angepasst wurden. Gemal Gleichung [6] lieB
sich bei bekanntem Diffusionskoeffizienten die laterale Ausdehnung des Detektionsvolumens (7y)
berechnen (237 nm). Diese Methode stellt eine gangige Art der Kalibrierung des optischen Setups
dar, wie es z.B. auch in [72] verwendet wurde. Allerdings wurde in diesem Fall ein zweidimensionales
Analysesystem mit einem dreidimensionalen kalibriert. Nach [113] ergab eine Fokuskalibrierung
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durch raster image correlation spectroscopy (RICS) an einer gefdrbten Monoschicht eine laterale
Ausdehnung von 1, = 187 nm. Bezogen auf diese Fokusdimension ergaben sich molekulare
Interaktionsflichen im Falle des Einbaus von Sarlp (100 % Dotierungsgrad) von 4,05 nm?/Molekdil
sowie (4,1 + 2,0) nm?/Molekl (Mischung aus Sarlp und Sarlpsccsass)- Bezogen auf die theoretische
Helixfliche zeigten diese Werte auch, dass Sarlp in MMM-Monoschichten bei =30 mN m™ nur mit
dieser und nicht mit seinem gesamten Rumpf in die Monoschicht inseriert. Bezliglich der
Insertionsexperimente mit DLPC/DLPS-Monoschichten ergab sich unter Voraussetzung eines 1, von
187 nm eine molekulare Interaktionsflache von (11,1 £ 3,9) nm?/ Molekdl. In diesem Fall ist davon
auszugehen, dass das Sarlp-Molekil mit seinem Rumpf inseriert. In beiden Varianten der
Fokuskalibrierung zeigte sich, dass Sarlp in Gegenwart der MMM-Monoschicht mit einer Flache
inseriert, die der Helixfliche zuzuordnen ist und im Falle des Lipidmixes aus DLPC/DLPS mit dem
gesamten Proteinkdrper. Im Falle der Auswertung unter Bericksichtigung der Fokuskalibrierung mit
RICS (zweidimensionale Kalibrierung) liegen die ermittelten Werte in vergleichbaren Bereichen der
molekularen Interaktionsfliche, wie sie in [113] angegeben sind (Insertion von Sarlp in
MMM-Monoschicht: (4,1 + 2,2) nm?/Molekiil; und Insertion von Sa rlp in DLPC/DPLS Monoschicht:
(11,4 + 3,6) nm? / Molekal).

6.6.2 Interaktionsanalyse mit zwei Farben

Die Auswertung der bislang experimentell ermittelten Daten zur Flachenanderung nach Insertion
von Sarlp wurde in der Art und Weise durchgeflhrt, dass die Anfangsflache mit dem Zeitpunkt der
Zugabe des Proteins in die Subphase definiert wurde. Von da aus erfolgte die Bestimmung der
Differenz zu der Flache, bei der die FCS-Messungen durchgefiihrt wurden. Problematisch dabei war
allerdings, dass die Filmwaageparameter Ag und m, nicht mit Sicherheit konstant blieben, nachdem
die  Monoschicht auf die gewiinschten Ausgangsbedingungen komprimiert wurde
(siehe Anhang 13.5.6). Mit Hilfe von FCS-Analysen, in denen neben dem Protein auch die
Monoschicht fluoreszenzmarkiert wurde, war der Trend, mit welchem sich diese wahrend der
Insertion verandert, ebenfalls mit zu verfolgen. So bliebtdie gemessene Teilchenzahl der
Lipidmolekile bei der bisher angewendeten Art der Monoschichtuntersuchung (konstanter Druck
durch Variation der Oberflache) zu jedem Zeitpunkt gleich, da die Filmwaage die Veranderung des
Oberflachendrucks (bedingt durch die Veranderung der an der Luft-Puffer-Grenzflache vorhandenen
Phospholipide) ausgleicht. Das heift, dass eine MMM-Monoschicht bei =30 mN m™, die tber
einen langeren Zeitraum kontinuierlich Material verliert, durch die Filmwaage zu jedem Zeitpunkt
auf die gleiche Lipiddichte gebracht wird, bis diese ganzlich verschwunden war. Im Falle der Insertion
von zusatzlichen Molekilen (z.B. Proteinen) vergroRerte sich die Oberfliche der Monoschicht, was
wiederum zu einer Verdiinnung der fluoreszierenden Lipide fiihrte. Basierend auf dieser Differenz
war es ebenfalls moglich, die molekulare Interaktionsflache zu berechnen (Gleichung[17]), die mit
(5,0 = 1,7) nm?/Molekil mit den Werten Ubereinstimmt, die bisher fur Sarlp in
MMM-Monoschichten ermittelt wurden. Dass diese Art der Auswertung mit der bisherigen
Auswertungsstrategie vergleichbar ist, belegt die ermittelte molekulare Interaktionsflache, die
basierend auf der gemessenen Oberflichendnderung der Monoschicht bestimmt wurde
((4,2 +1,5) nm?*/Molekiil). Bezogen auf die Fehlerbreite der molekularen Interaktionsflichen
konnten diese durch die Analyse mit zwei verschiedenen Farben auf ca. 30 % reduziert werden. Im
Vergleich zu anderen Analysetechniken bietet diese Variante den Vorteil, dass die Monoschicht
wahrend der Analyse nicht zerstdrt wird, wie es in [114] der Fall ist. AuBerdem sind Annahmen von
konstanten Insertionsflaichen (iber einen weiten Bereich verschiedener Oberflachendriicke [115,
116] nicht notwendig, da keine Extrapolation der Daten erfolgt. Diese werden bei jeder Bedingung
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direkt erhoben und ausgewertet. Somit lassen sich sowohl zeitliche als auch lokale Unterschiede
(z. B. Clusterbildung in bestimmten Regionen zu bestimmten Interaktionsphasen) analysieren, die fir
das Verstindnis des Insertionsprozesses von Bedeutung sein kdonnen. Auch ist es fir die
Untersuchung nicht notwendig zu warten, bis der Prozess des Einbaus vollstandig abgeschlossen ist,
wie es bei der Auswertung von klassischen Filmwaageexperimenten der Fall ist. Die Dauer derartiger
Experimente kann dadurch um einige Stunden verkirzt werden.

Wie in 6.6.1 bereits erlautert, wurde die laterale Ausdehnung des Detektionsvolumens auf der
Basis einer dreidimensionalen Diffusion eines Fluorophors (Alexasgs-Hydrazid) mit 237 nm bestimmt.
GemaR [113] ist es auch moglich, die Fokusdimension durch RICS-Analysen an zweidimensionalen
Monoschichten zu berechnen (187 nm). Dabei ergaben sich molekulare Interaktionsflaichen von
(3,1+ 1,0) nm*/Molekiil, die, verglichen mit den Angaben aus [113] (3,4 + 0,8) nm*/Molekiil,
dhnliche Werte liefern.
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7. Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit bestand, darin ein Messsystem zu etablieren und zu validieren, das es erlaubt,
Interaktionen von Proteinen mit Phospholipid-Monoschichten auf Basis einzelmolekilsensitiver
Techniken (FCS) zu untersuchen. Voraussetzung daflir war die Erweiterung der Kihlstrategie
(Filmwaagetemperierung und Objektivkiihlung), die innerhalb der Subphase an jeder Position zu
anndahernd konstanten Temperaturen fiihrte. Auch das Problem der homogenen Verteilung von
Molekdilen in der Subphase wurde erfolgreich gelost, indem neben dem Objektiv Magnetriihrer
installiert werden konnten, die es ermoglichten, dass sich sowohl die in der Subphase befindlichen
Molekile als auch die an der Monoschicht gebundenen gleichmaRig verteilten. Durch die
Moglichkeit der Verschiebung der MMM-Monoschicht (ber das Objektiv, ohne dass diese
kollabierte, war eine FCS Analyse an verschiedenen Punkten moglich. Dieses Prinzip lieR sich dabei
ebenso gut bei Monoschichten mit Lipidkomponenten anwenden, deren Fettsdaureketten aus
ungesattigten Alkylketten bestehen als auch an einfachen Lipidsystemen aus DLPC/DPLS, deren
Fettsdureketten aus gesattigten Alkylketten bestehen. Das Messsystem steht somit flr eine
Anwendung an Monoschichten verschiedener Zusammensetzungen zur Verfliigung. Durch
abschlieRende Installation eines Pumpsystems zur Variation des Fillstandes der Filmwaage ist es
moglich, die Migrationsgeschwindigkeit der Monoschicht gezielt anzupassen, sodass auch bei
langsamer diffundierenden Teilchen diese lang genug im Bereich der Aquatorialebene des
konfokalen Volumens verweilen kann. Das somit entwickelte Messsystem ist dadurch geeignet auch
Molekiile mit sehr kleinen Diffusionskoeffizienten, wie sie beispielsweise bei hoéheren
Oberflachendriicken der Monoschicht entstehen, ohne Umbau zu analysieren. Auch
Mehrfarbenexperimente (z.B. dcFCCS) und auf RICS basierende Techniken sind in einem breiten
Rahmen maoglich.

Als Untersuchungsobjekt im Rahmen der Systemetablierung sollte Sarlp dienen, weil es nur mit
einer Membranschicht interagiert (3.1.3.1). Da die FCS-Techniken auf der Basis von Fluoreszenz
beruhen, stellte die Modifizierung der kleinen GTPase ein erstes Problem dar, da es nicht moglich
war, das natiirlich vorkommende Cystein im Wildtyp-Protein moglichst vollstandig unter Erhalt der
biologischen Funktionalitdit mit einem Fluoreszenzfarbstoff zu markieren. Geldst werden konnte
dieses Problem durch erfolgreiche Generierung einer Variante, bei der das natirlich vorkommende
Cystein an Position 171 durch ein Serin und das natirlich vorkommende Serin an Position 147 durch
ein Cystein ausgetauscht wurde. Diese Variante konnte nach relativ kurzer Zeit (2 h) nahezu
vollstandig modifiziert werden.

Bezliglich der biologischen Funktionalitdt zeigte diese modifizierte Variante, dass sie
vergleichbar mit dem Wildtyp in der Lage gewesen ist, in Gegenwart von GMP-PNP und den
Hillproteinen des COPlI-Komplexes starre tubuldre Strukturen aus MMM-GUVs zu erzeugen.
Zusatzlich wurde die GTP-Hydrolyse und deren Regulation vergleichend zum Wildtyp-Protein
untersucht. Voraussetzung daflir war allerdings die Etablierung eines geeigneten Testverfahrens,
welches im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls erfolgreich umgesetzt wurde. Dabei konnte bestatigt
werden, dass sich die modifizierte Variante von Sarlp und der Wildtyp in Gegenwart der inneren
Hullproteine und MMM-Liposomen auf vergleichbare Umsatzraten stimulieren lieRen. Beziiglich der
Interaktion mit dem &GuReren Hillkomplex (Sec13/31p) wurden jedoch leichte Unterschiede im
Vergleich zum Wildtyp sichtbar. So wies die Variante neben einer niedrigeren Stimulation der
GTPase-Aktivitdt auch eine ungleichmaBigere Morphologie der dufleren COPII-Hille um die
tubuldren Strukturen an MMM-GUVs auf. Im Hinblick auf die Monoschichtinteraktion konnte
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allerdings gezeigt werden, dass die molekularen Interaktionsflichen von Sarlpscesaiass (100 %) und
einer Mischung aus Wildtyp-Protein und einem kleinen Anteil von Sarlpsccsaass (0,8 % bis 2,7 %)
nahezu identisch waren, was belegt, dass das Sarlpsccsaags in vergleichbarer Geometrie mit der
Monoschicht interagiert, wie es auch beim Wildtyp der Fall ist. Die generierte Sarlpsccsaags Stellt
somit ein funktionierendes Testobjekt dar, um die Interaktion mit Monoschichten und der inneren
Hillproteine des COPII-Komplexes auf Basis von Fluoreszenztechniken zu untersuchen.

In ersten Insertionsexperimenten von Mischungen aus Sarlp und Sarlpsccsaags an MMM- und
DLPC/DPLS-Monoschichten bei m = 30 mN m' wurde gezeigt, dass sich die globalen
Flachenanderungen in beiden Fallen dhnelten. Durch die zusatzliche Bestimmung der inserierten
Molekile konnte gezeigt werden, dass sich allerdings die Art und Weise, wie Sarlp mit
MMM-Monoschichten einerseits und DLPC/DLPS-Monoschichten andererseits interagiert,
unterschied. So ergaben die ermittelten Daten, dass die GTPase vorrangig mit der N-terminalen
amphipathischen a-Helix in die MMM-Monoschicht inseriert, wohingegen sich bei einer
DLPC/DLPS-Monoschicht das gesamte Protein einbettet.
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8. Summary

Aim of this thesis was to establish and validate a measurement system that allows to investigate
interactions of proteins with phospholipid monolayers on the basis of single molecule sensitive
techniques (FCS). Prerequisite for this was the extention of the cooling strategy (film balance
temperature control and lens cooling) which led to almost constant temperatures at every position
within the subphase. The problem of the homogeneous distribution of molecules in the subphase
was also successfully solved by installing several magnetic stirrers next to the objective which made
it possible for both the molecules in the subphase and those bound to the monolayer to be equally
distributed. The possibility of moving the MMM monolayer over the lens without its collapsing made
it possible to carry out an FCS analysis at various points. This principle could be applied well to
monolayers with lipid components whose fatty acid chains consist of unsaturated alkyl chains as well
as to simple lipid systems made of DLPC/DPLS whose fatty acid chains consist of saturated alkyl
chains. Thus the measuring system is available for the use on monolayers of different compositions.
By final installing of a pump system to vary the level of the film balance it is possible to adjust the
migration speed of the monolayer in a precisely targeted manner so that even with slower diffusing
particles it can linger long enough in the area of the equatorial plane of the confocal volume. The
measuring system developed in this way is therefore also suitable for analyzing molecules with very
low diffusion coefficients as those that arise at higher surface pressures of the monolayer without
any modification. Multicolor experiments (e.g. dcFCCS) and techniques based on RICS are also
possible within a wide range.

Sarlp should serve as the object of investigation in the context of system establishment
because it only interacts with one membrane layer (3.1.3.1). Since the FCS techniques are based on
fluorescence the modification of the small GTPase proved to be a first problem. It was not possible
to mark the naturally occurring cysteine in the wild-type protein as completely as possible during the
maintainance of the biological functionality with a fluorescent dye. This problem could be solved by
successfully generating a variant in which the naturally occurring cysteine at position 171 was
exchanged for a serine and the naturally occurring serine at position 147 was exchanged for a
cysteine. This variant could be modified almost completely after a relative short time (2 h).

With regard to the biological functionality this modified variant showed that comparable to the
wild type it was able to generate rigid tubular structures from MMM GUVs in the presence of GMP-
PNP and the coat proteins of the COPIl complex. In addition, GTP hydrolysis and its regulation were
compared to the wild type protein. The prerequisite for this was the establishment of a suitable test
procedure which was also successfully implemented in this thesis. It could be confirmed that the
modified variant of Sarlp and the wild type can be stimulated to comparable turnover rates in the
presence of the inner envelope proteins and MMM liposomes. With regard to the interaction with
the outer envelope complex (Sec13/31p) slight differences compared to the wild type were visible.
In addition to a lower level of stimulation of GTPase activity the variant also had a more irregular
morphology of the outer COPII envelope around the tubular structures on MMM GUVs. With regard
to the monolayer interaction it could be shown that the molecular interaction surfaces of the
Sarlpscesaass (100 %) and a mixture of wild type protein and a small proportion of the Sarlpsccsaiass
(0.8 % to 2.7 %) were almost identical which proves that the Sarlpsccsaiags interacts with the
monolayer and with the wild type in a similar geometry. The generated Sarlpsccsaass thus represents
a functioning test object to investigate the interaction with monolayers and the inner coat proteins
of the COPII complex on the basis of fluorescence techniques.
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In first insertion experiments of mixtures of Sarlp and Sarlpsccsaass 0N MMM and DLPC/DPLS
monolayers at =30 mN m’ it was shown that the global changes in area were similar in both
cases. However, by additional determining of the inserted molecules it could be shown that the way
in which Sarlp interacts with MMM-monolayers and DLPC/DLPS monolayers was different. The
determined data showed that the GTPase primarily inserts into the monolayer with the N-terminal
amphipathic a-helix whereas in a DLPC/DLPS monolayer the entire protein is embedded in this.
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9 Ausblick

9. Ausblick

Durch die Etablierung des Messsystems aus einer Langmuir-Filmwaage und einem konfokalen
Mikroskop ist die Voraussetzung geschaffen worden, einzelmolekiilsensitive Analysen an
Monoschichten durchzufiihren. Aufgrund des verwendeten Designs der Langmuir-Filmwaage sind
Untersuchungen von Domanenbildungen in Abhdngigkeit des Oberflachendrucks ebenso denkbar,
wie die Aufklarung von dynamischen Aspekten (z.B. Diffusionszeiten). Auch bietet die Variante der
Analyse mittels zweier Farben die Méglichkeit, die Interaktion von markierten Proteinen und Lipiden
oder Protein-Protein-Interaktionen durch dual color fluorescence cross correlation spectroscopy
(dcFCCS) zu untersuchen und ggf. gezielt Bindungsereignisse und deren Lebensdauer zu analysieren,
ohne das Oberflachenkrimmungen (z.B. in Gegenwart von SUVs) oder Membrandeformationen
(z.B. durch Tubulierung von GUVs) die Bindung beeinflussen.
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13.Anhang

13.1 Charakteristik Sarlpsccsaiass

13.1.1 Diffusionskoeffizient Sarlp/Sarlpsccsaiass

kg T

1,380658 - 10723 % 298,15 K

:6n77R0:

610,891 mPa s 2,4 nm

kg: Boltzmannkonstannte (1,380658 - 1023 K’I)

T: Temperatur (298,15 K; entspricht 25°C)

N

71: dynamische Viskositat des Losungsmittels bei 25°C (Wasser = 0,891 mPas)

2

cm
= 10,21 - 1077 —

Gleichung [29]

Ry: Hydrodynamische Radius von Sarlp (2,4 nm; bestimmt durch vermessen der dreidimensionalen Struktur an finf
verschiedenen Stellen und zusitzlicher Addition von 2,5 A (angenommene Hydrathille, bestehend aus einer Schicht
Wassermolekile))

13.2 Etablierung eines Testverfahrens zum Nachweis der katalytischen
Aktivitat von Sarlp

13.2.1 Reaktionsgleichungen zum Phosphatnachweis mit Malachitgriin

PO,” + 12M00,” 4+ 24H" 4 3NH, === (NH,)5[P(M0300)s] + 12 H,0

6- .
Mo,0s° + 4H,0 =——= 7MoQ,” + 8H'

Abbildung 51: Gleichgewichtsreaktion von Orthomolybdat und Heptamolybdat.

13.2.2 Sensitivitat des Nachweisverfahrens
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Abbildung 50: Nachweisreaktion von Phosphat durch Orthomolybdat in saurer Umgebung.
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Abbildung 52: Rohdaten der Messungen einer P-Kalibriergerade aus denen die Anstiege in Abbildung 26 bestimmt wurden
(Bild A fur Abbildung 26, Bild A und Bild B fiir Abbildung 26, Bild B)
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13.2.3 Autohydrolyse GTP und GDP
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Abbildung 53: Rohdaten der Autohydrolyse von GTP (Bild A) und GDP (Bild B).

13.2.4 Einfluss von MMM Lipiden auf den Malachitgriin-Nachweistest
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Abbildung 54: Rohdaten der Messungen einer P;-Kalibriergerade in Gegenwart verschiedener Mengen MMM-Lipid (0 mM
Bild A; 0,1 mM Bild B; 0,2 mM Bild C; 0,3 mM Bild D; 0,4 mM Bild E; 0,5 mM Bild F; 0,75 mM Bild G; 1,0 mM Bild H; 1,25
mM Bild I; 1,5 mM Bild J) nach verschiedenen Inkubationszeiten mit Malachitgriin-Nachweislosung(siehe Legende im

jeweiligen Graphen).

13.2.5 Einfluss von Alexa,ss auf den Malachitgriin-Nachweistest
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Abbildung 55: Rohdaten der Messungen einer P;-
Kalibriergerade in Gegenwart verschiedener Mengen an
Alexa,gg (0 uM Bild A; 5,0 uM Bild B; 7,5 uM Bild C) nach
verschiedenen Inkubationszeiten mit  Malachitgriin-
Nachweislosung(siehe Legende im jeweiligen Graphen).
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13.3 GTPase-Aktivitat von Sarlp und dessen Regulation

13.3.1 Kalibrierreihen
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13.3.2 Basalaktivitat von Sarlp

A

0,5

1

n; / nmol

15

%]

M1

0,9

0,7 -

Eaof AU

0,5 -

03 -

0,1

M2

M3

v

2,5

100

125

150

0,7 -
06 -
05 -

04 - :

Eao/ AU

0,3 -

0,2

0,1 T T T

=)
o
v
-
-
n
N

2,5

Abbildung 56: Rohdaten der Messungen von P-Kalibrier-
geraden zur Quantifizierung des Absorptionssignals bei
630nm (Bild A: Anstieg = (0,2067 + 0,003) AU/nmoly;
Bild B: Anstieg = (0,2049 + 0,003) AU nmoly; Bild C: Anstieg
=(0,199 + 0,002) AU/nmol)

[GDP)/ um
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t/ min

Abbildung 57: Auswertung der gemessenen Umsadtze von
Sarlp in Gegenwart von radioaktiv markiertem aP32-GTP
(Bild A). Die Bestimmung des gebildeten GDP (L) erfolgte
dabei desitometrisch in dem die Intensitdt des einzelnen
GDP-Spots im Verhdltnis zur Intensitét einer gesamten Bahn
betrachtet wurde (Bild B, ®). Insgesamt wurden 3 parallel
Messungen durchgefihrt (M1, M2, M3; Bild A). (Bild B)
GDP-Produktion in Abhangigkeit von der Zeit, wobei die
Messpunkte ab 150 min nicht fir die Bestimmung des
Anstieges verwendet wurden, da diese bereits in einer
Sattigungsphase lagen. (Bild C) gemessene Absorption bei
630 nm (Malachitgrin-Nachweistest) nach verschiedenen
Reaktionszeiten mit Sarlp. Auch hier wurden die
gemessenen Werte nach langeren Inkubationszeiten nicht
fir die Bestimmung des Initialen Anstieges verendet, da
diese eine Sattigung zeigten.
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Tabelle 17: Zusammenfassung Sarlp Umsatz mit radioaktivem GTP

Anstieg Umsatz / pMgpp min?  Vapear, / ml

Aktivitit / pmolgpp min™

radioaktiver Test 0,577 +0,032 1,5

865,5 £48,3

Tabelle 18: Zusammenfassung Sarlp Umsatz mit Malachitgriin-Nachweis

Anstieg Umsatz / Anstieg gaiibrierreihe /
AU min* AU nmoly ™t

Aktivitit / pmoly min™

Malachitgriin Test 7,94 -10%+0,29- 10° 0,2067 + 0,003

384+19

entspricht Kalibrierreihe in Abbildung 56, Bild A

13.3.3 Einfluss von Mg** auf die Basalaktivitit

0,40

0,35

0,30

/AU

630

0,25

E

0,20

0,05 mM
® 055mM

1,05 mM
® 155mM
2,05 mM
2,55 mM
3.80mM
5,05 mM
6,30 mM
7,55 mM
10,05 mM
15,05 mM

T T T L L S i S|
-30 -20 -10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

t/ min )
im Graphen).

Abbildung 58: Rohdaten der Messungen von Sarlp in
Gegenwart verschiedener Mengen an Mg2+ (siehe Legende

Tabelle 19: Zusammenfassung Sarlp Umsatz in Gegenwart verschiedener Mengen MgZ+

Mg / mMm Umsatz / 10° AU min™ Umsatz / pmolp; min™"’ Keat / min ™™
0,05 1,41 £6,98 0,07 +0,34 0,00 £0,02
0,55 162,96 £ 3,49 7,88 +£0,27 0,39+0,01
1,05 215,96 + 10,67 10,45 +0,66 0,52 £0,03
1,55 196,73 £9,28 9,52 +£0,58 0,48 £0,03
2,05 198,00 £ 11,93 9,58 +0,71 0,48 £0,04
2,55 181,21 £ 8,65 8,77 £ 0,54 0,44 £0,03

3,8 188,99 £7,21 9,14+047 0,46 £ 0,02
5,05 180,81 £6,75 8,75+044 0,44 £0,02
6,3 177,70 £ 8,76 8,60 +0,54 0,43 £0,03
7,55 164,19 £9,32 7,94 £0,56 0,40 £0,03
10,05 148,98 £ 8,53 7,21 +£0,51 0,36 £ 0,03
15,05 137,39 £5,08 6,65 0,33 0,33+£0,02

verwendet wurde die Kalibrierreihe aus Abbildung 56, Bild A

eingesetzt wurden 1,0 uM Sar1p bei einem Volumen von 20 pl
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13.3.4 Einfluss von MMM-Liposomen auf die Basalaktivitdt von Sarlp

0 Lipig
0,025 mM Lipid
0,05 mM Lipid
0,075 mM Lipid
0,1 mM Lipid
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o
)
o
1
L]

L

w

]
1
.

0,35 mM Lipid
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T T
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80
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L]
o 0,30 J
< s
~— T
2 3
o ()
0,25 -

T T
-20 ;10 0 10

T
20 30

t/ min
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80

Abbildung 59: Rohdaten der Messungen von Sarlp in Gegenwart verschiedener Mengen an MMM Lipiden (siehe Legende

im Graphen).

Tabelle 20: Zusammenfassung Sarlp Umsatz in Gegenwart verschiedener Mengen MMM Lipiden

Lipid / uM Umsatz / 10° AU min™ Umsatz / pmoly min™* Keae / min ™™

0 257,22 +12,52 12,45 £0,77 0,50 £0,03
25 240,47 + 8,15 11,63 £0,55 0,47 £0,02
50 227,80 + 18,09 11,02 £1,02 0,44 £0,04
75 210,93 +11,83 10,21 £0,71 0,41 +£0,03
100 204,33 + 14,83 9,89 £+ 0,85 0,40 £0,03
150 222,53 +12,65 10,77 £0,76 0,43 £0,03
200 238,93 + 19,46 11,56 £1,10 0,46 £ 0,04
250 220,67 £4,08 10,68 £0,34 0,43 +0,01
300 212,33 £4,04 10,27 £0,33 0,41 +£0,01
350 206,27 £ 7,29 9,98 +0,49 0,40 £0,02
400 208,33 £ 10,14 10,08 £0,63 0,40 £0,03
500 216,53 £ 3,56 10,48 £0,31 0,42 £0,01
1000 208,84 £ 9,46 10,10 £0,59 0,40 £ 0,02
1500 199,16 + 10,66 9,64 £0,64 0,39 £0,03

verwendet wurde die Kalibrierreihe aus Abbildung 56, Bild A

eingesetzt wurden 1,0 uM Sar1p bei einem Volumen von 20 pl

13.3.5 Einfluss von COPII-Komponenten auf die Basalaktivitdt von Sarlp

13.3.5.1 Einfluss von Sec12ACp

0,50 ® 00uMSecl2Acp
® 0,5uM Secl2ACp .
1,0 uM Sec12ACp P e
0,45 ] ® 15uMSeci2Acp e
2,0 uM Sec12ACp s .
S ®  2,5uM Secl2ACp 7
< 0,404 3,0 UM Sec12ACp -
~
]
w® 0,351
=
030{

10 20 30 40 50 60 70

Abbildung 60: Rohdaten der Messungen von Sarlp in
Gegenwart verschiedener Mengen an Secl12ACp (siehe

Legende im Graphen).

\
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Tabelle 21: Zusammenfassung Sarlp Umsatz in Gegenwart verschiedener Mengen an Sec12ACp

] =2 o w -
~ - < < S, S i
o b N ~ ~- E * <
2 s - § E 5 £ Q-t" =
N 3 > E 3 T 5 E - £
T‘, - = T; w® D w E ~
Q ] © c w g ] ?
v c 5
£ o0 20 £ £ X
0,0 125,90 £2,51 0,30 0,30 128,97 £2,51 6,30 £0,21 0,31+0,01
0,5 97,29 £2,05 0,27 0,32 154,22 + 2,05 7,53 +£0,20 0,38 +0,01
1,0 138,63 +£17,14 0,30 0,31 149,96 £ 17,14 7,32+094 0,37 £0,05
1,5 161,58 £ 8,24 0,32 0,31 145,45 £ 8,24 7,10 £ 0,50 0,36 £0,03
2,0 186,44 £3,79 0,35 0,31 128,97 £3,79 6,30 £0,27 0,31+0,01
2,5 240,06 £ 11,08 0,39 0,30 123,12 £ 11,08 6,01 £0,62 0,30+£0,03
3,0 265,70 + 14,48 0,42 0,30 106,23 £ 14,48 5,19+0,78 0,26 £ 0,04

Vom Umsatz wird jeweils die Differenz aus dem Referenzsignal und dem Signal bei t= 0 min dividiert durch die
Messzeit des Referenzsignales (75 min)abgezogen.

verwendet wurde die Kalibrierreihe aus Abbildung 56, Bild B

eingesetzt wurden 1,0 uM Sar1p bei einem Volumen von 20 pl

13.3.5.2 Einfluss von Sec23/24p

0,40

0,35 4

/ AU

2 0,30

E

0,25

0,0 uM Sec23/24p
0,5 pM Sec23/24p
1,0 iM Sec23/24p
1,5 uM Sec23/24p
2,0 UM Sec23/24p

-10

t/ min

60

Abbildung 61: Rohdaten der Messungen von Sarlp in
Gegenwart verschiedener Mengen an Sec23/24p (siehe

Legende im Graphen).

Tabelle 22: Zusammenfassung Sarlp Umsatz in Gegenwart verschiedener Mengen an Sec23/24p

: : —
~ < < ?t m° T;L X
o @ ~ ~ o £ s
< S g £ S e ai 'c
o~ ' ] E = - —
I 2 ~ £ 5 g SE ol= £
m =3 N é ‘@ 1 N N =
(o] ) x - oo = £ ~
o © © (] © g -
(7} » c c n g s
v £ ) 80 £ € x
) n (72} D >
0,0 145,47 £9,93 0,29 0,27 126,80 £9,93 6,19 £0,57 0,31+0,03
0,5 118,67 £ 20,05 0,27 0,24 81,83 £20,05 3,99+1,03 0,20 £0,05
1,0 127,67 £23,01 0,29 0,29 117,67 £ 23,01 5,74 +1,20 0,29 £ 0,06
1,5 155,00 £ 19,49 0,31 0,27 77,67 £19,49 3,79 +£1,00 0,19 £0,05
2,0 223,53 + 33,07 0,35 0,30 152,70 + 33,07 7,45+1,72 0,37 £0,09

Vom Umsatz wird jeweils die Differenz aus dem Referenzsignal und dem Signal bei t= 0 min dividiert durch die
Messzeit des Referenzsignales (60 min)abgezogen.

verwendet wurde die Kalibrierreihe aus Abbildung 56, Bild B

eingesetzt wurden 1,0 uM Sar1p bei einem Volumen von 20 pl

Vil
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13.3.5.3 Einfluss verschiedener Mengen von Sec12ACp in Gegenwart von Sec23/24p

A —m B

L14 e 0,0uMSeci2aCp E 1,1

0 ®  0,1pM Secl2ACp
1,04 0,2 UM Sec12ACp
0,91 * 03umsec12acp
0,4 M Sec12ACp

o 0,84 0,5 UM Sec12ACp _ b =
= 2 < 7] 1
~ 0,7 g ~
mﬁ 0,6 . Boe), r ]
054 67 e 4
0,5 - E ]
04 i . 04- ¢ E
,4 | ]
T r T T T T T 0,3 r T T T T T
0 40 80 120 160 200 240 280 0 40 80 120 160 200 240 280
t / min t / min

Abbildung 62: Rohdaten der Messungen von Sarlp in Gegenwart verschiedener Mengen an Secl12ACp und 0,5 uM
Sec23/24p (siehe Legende im Graphen).

Tabelle 23: Zusammenfassung Sarlp Umsatz in Gegenwart verschiedener Mengen an Sec12ACp und 0,5 uM Sec23/24p

2 2 o) ® =
=~ '-ﬂ< i < 3 * o z
Q. b N ~ ~ E * i\
Qs - 5 £ £ S oy £
N 3 SE 5 i g E R E
o > = = & 2 % E ~
o 7] © c n g 2] B
[7,] [ Q
£ [ .80 £ £ ~
) w0 (7] o ] 2
0 97,68 0,48 0,48 97,68 4,77 0,48
0,01 122,73 0,56 0,56 122,73 5,99 0,60
0,02 178,26 0,53 0,53 178,26 8,70 0,87
0,03 181,22 0,56 0,56 181,22 8,85 0,88
0,05 171,12 0,49 0,49 171,12 8,35 0,84
0,06 181,02 0,55 0,55 181,02 8,84 0,88
0,07 195,53 0,64 0,64 195,53 9,54 0,95
0,08 174,10 0,51 0,51 174,10 8,50 0,85
0,09 203,69 0,50 0,50 203,69 9,94 0,99
0,1 250,01 0,50 0,50 250,01 12,20 1,22
0,15 211,33 0,50 0,50 211,33 10,32 1,03
0,2 223,50 0,55 0,55 223,50 1091 1,09
0,3 226,01 0,57 0,57 226,01 11,03 1,10
0,35 216,35 0,48 0,48 216,35 10,56 1,06
0,4 244,71 0,62 0,62 244,71 11,95 1,19
0,45 189,96 0,43 0,43 189,96 9,27 0,93
0,5 210,70 0,48 0,48 210,70 10,29 1,03

Vom Umsatz wird jeweils die Differenz aus dem Referenzsignal und dem Signal bei t= 0 min dividiert durch die
Messzeit des Referenzsignales (240 min)abgezogen.

verwendet wurde die Kalibrierreihe aus Abbildung 56, Bild B

eingesetzt wurden 0,5 uM Sar1p bei einem Volumen von 20 pl

VI
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13.3.5.4 Einfluss verschiedener Mengen von Sec23/24p in Gegenwart von Sec12ACp

0,80 r T T

0,00 uM Sec23/24p [ ]
0,75 0,025 M Sec23/24p

0,05 uM Sec23/24p
0,70
0,65 -

0,075 uM Sec23/24p
0,10 uM Sec23/24p
0,15 uM Sec23/24p
0,20 uM Sec23/24p
=) 0,604 e osoumsecasoap
= ® 0,40 uMSec23/24p
0,554 @ osoumsecsiip o
~ .

g 0,550 | :
0,45
0,40
0,35 ]

0 0 80 120 160 200 Abbildung 63: Rohdaten der Messungen von Sarlp in

Gegenwart verschiedener Mengen an Sec23/24p und

0,1 uM Sec12ACp (siehe Legende im Graphen).

w

t/ min

Tabelle 24: Zusammenfassung Sarlp Umsatz in Gegenwart verschiedener Mengen an Sec23/24p und 0,1 uM Sec12ACp.

=2 2 o 0 T
-~ < < < o ° :
o y ~ ~ oy £ x,
< o g c ™~ e o 'c
q s \RE [ E 5 .= E =
~ ~ £ 2 S = £ N e €
m = N E ‘@ I N N =
o~ i) _« - oo = € ~
[$] © © © © T -
(7] ] P c w < 4] ]
v £ () 20 £ £ X
) n (72 o o
0 94,32 0,40 0,54 94,32 4,60 0,46
0,025 100,77 0,54 0,54 100,77 4,92 0,49
0,05 90,37 0,56 0,56 90,37 4,41 0,44
0,075 118,81 0,36 0,36 118,81 5,80 0,58
0,1 100,17 0,41 0,41 100,17 4,89 0,49
0,15 128,97 0,56 0,56 128,97 6,30 0,63
0,2 162,10 0,36 0,36 162,10 7,91 0,79
0,3 191,67 0,65 0,65 191,67 9,36 0,94
0,4 178,95 0,47 0,47 178,95 8,74 0,87
0,5 183,28 0,38 0,38 183,28 8,95 0,89

Vom Umsatz wird jeweils die Differenz aus dem Referenzsignal und dem Signal bei t= 0 min dividiert durch die
Messzeit des Referenzsignales (240 min)abgezogen.

*x

verwendet wurde die Kalibrierreihe aus Abbildung 56, Bild B

eingesetzt wurden 0,5 uM Sar1p bei einem Volumen von 20 pl

13.3.5.5 Einfluss verschiedener Mengen an Sec13/31p in Gegenwart von Sec23/24p und Sec12ACp

T T T T T
1,6 e 000uMsect3/3tp

® 0,025 uM Sec13/31p

1,4 | 0,05 uM Sec13/31p b
® 0,075 uMSecl3/31p
12 ] 0,10 uM Sec13/31p i
,
® 0,15 uM Sec13/31p
o 10 0,20 pM Sec13/31p
< 7| ® 030uMSeci3/3ip ]
-~ ® 0,40 pM Sec13/31p

0,81 e 050uMSsect3/3ip

0,6 J
0,4 J
v Abbildung 64: Rohdaten der Messungen von Sarlp in
40 20 0 20 40 60 80 100 120 Gegenwart verschiedener Mengen an Secl3/31p sowie
t / min 0,5 UM Sec23/24p und 0,1 uM Sec12ACp (siehe Legende im
Graphen).
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Tabelle 25: Zusammenfassung Sarlp Umsatz in Gegenwart verschiedener Mengen an Sec13/31p sowie 0,1 uM Sec12ACp
und 0,5 uM Sec23/24p

2 2 o) @ =
~ < < < S o H
o s =~ ~ AR £, e
Q= e & E S ~"- 'S
7 3 o P 3 5 E 5 £ £
- - = o]

o 3 © e 3 I 3 &
v € ) 20 £ £ X
) b_-) (7] > >

0 314 0,47 0,33 257,50 11,30 1,28
0,025 305 0,56 0,41 242,50 13,09 1,21
0,05 416 0,51 0,34 346,96 16,14 1,73
0,075 486 0,55 0,35 401,00 18,82 2,00
0,1 509 0,59 0,37 417,75 24,23 2,08
0,15 579 0,66 0,35 450,63 30,47 2,24
0,2 743 0,66 0,35 613,83 38,62 3,06
0,3 1063 0,69 0,38 933,12 52,07 4,65
0,4 1240 0,75 0,36 1080,29 58,51 5,38
0,5 1232 0,75 0,40 1087,00 56,98 5,41

Vom Umsatz wird jeweils die Differenz aus dem Referenzsignal und dem Signal bei t= 0 min dividiert durch die
Messzeit des Referenzsignales (240 min)abgezogen.

xx

verwendet wurde die Kalibrierreihe aus Abbildung 56, Bild B

eingesetzt wurden 0,5 uM Sar1p bei einem Volumen von 20 pl

13.3.5.6 VS-Charakteristik von Sarlp
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Abbildung 65: Rohdaten der Messungen von Sarlp in Gegenwart verschiedener Mengen an GTP in Abwesenheit (Bild A
und Bild B) und Anwesenheit von 0,1 uM Sec12ACp (Bild C und Bild D) (siehe Legende im Graphen).
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Tabelle 26: Zusammenfassung Sarlp Umsatz in Gegenwart verschiedener Mengen an Mengen an GTP in Abwesenheit

und Anwesenheit von 0,1 uM Sec12ACp

o 2 2 = . > \N ~
Y - ° @ N
I TN T T L A T ¢
S R OO T O L
5 £ & 4 2 i fu fv 3 g F
P T ® g g »w o 3 = £ S X
> E £ = m E £ S
=1 >
0,1 1 9,78 9,91 0,10+£0,00 0,05+0,00 32,12 33,60 0,33+0,01 0,16+0,01
0,2 1 19,27 35,21 0,27+0,11 0,14+0,06 60,31 64,93 0,63+0,03 0,31+0,02
0,3 1 41,26 52,78 0,47 +£0,08 0,24+004 7647 61,06 0,69+0,11 0,34+0,06
0,4 1 48,29 59,56 0,54 +0,08 0,27+0,04 105,79 94,25 1,00 £0,08 0,50 +£0,05
0,5 1 71,15 7451 0,73+0,02 0,37+0,02 9958 104,20 1,02+0,03 0,51+0,02
0,6 1 76,11 84,04 0,80+006 0,40+0,03 90,02 109,15 1,00£0,14 0,50+0,07
0,7 1 84,14 86,52 0,85+002 0,43+001 91,02 106,52 0,99+0,11 0,50+0,06
0,8 1 92,76 81,44 0,87 +£0,08 0,44+0,04 --- 111,63 1,12+0,00 0,56x0,01
0,9 1 80,42 81,44 0,81+001 0,41+001 187,50 104,09 1,46+059 0,73+0,30
1 1 98,73 93,81 0,9+003 0,48+002 117,08 118,02 1,18+0,01 0,59+0,01
2 2 104,36 --- 1,04 +0,00 0,52+0,01 121,33 126,17 1,24+0,03 0,62 +0,02
3 3 109,28 103,26 1,06+0,04 0,53+0,03 123,82 117,80 1,21+0,04 0,610,03
4 4 --- --- --- --- 126,33 149,41 1,38+0,16 0,69 £0,09
5 5 114,57 115,66 1,15+0,01 0,58+0,01 115,66 122,61 1,190,005 0,60+0,03
6 6 125,33 ----- 1,25+0,00 0,63 +0,01 --- --- --- ---
7 7 118,62 109,92 1,14+0,06 0,57 +0,04 --- 130,31 1,30x0,00 0,65x0,01
8 8 128,18 ----- 1,28 +£0,00 0,64 £0,01 --- --- --- ---
9 9 --- 129,87 1,30+x0,00 0,65+0,01 107,19 --- 1,07£0,00 0,54 +£0,01
10 10 --- 119,35 1,19+0,00 0,60+0,01 --- --- --- ---

Die Anstiege wurden bereits um den Verdiinnungsfaktor korrigiert

verwendet wurde die Kalibrierreihe aus Abbildung 56, Bild C

eingesetzt wurden 0,5 uM Sar1p bei einem Volumen von 20 ul

Daten die mit - - - bezeichnet sind, konnten aufgrund von Praparationsfehlern nicht ausgewertet werden

Xl
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13.4 Etablierung eines Messsystems fir FCS-Analysen an Phospholipid-
Monoschichten

13.4.1 Installation eines zweiten Kiihlkreislaufes

Abbildung 66: Installation der Kuhlkreislaufes fiir das
Objektiv. Dieses wurde mit einer Gummimanschette
umhillt um die wiederum ein diinner Schlauch gewickelt
wurde, durch den das Kihlwasser geleitet wird.
Feuchtigkeit (z.B. Kondenswasser oder durch reilen des
Schlauches) lauft auRen an der Manschette ab und wird
separat aufgefangen, ohne in das Mikroskop zu gelangen.

13.4.2 Bestimmung der idealen Z-Position des Objektivs

A
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Abbildung 67: Fluktuationssignale (Bild A) bei einer Z-Position des Objektivs bei 3,51 mm. Die blauen Bereiche entsprechen
denen, die fiir die Z-Scan-FCS Analyse nicht berlcksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verlauf der Teilchenzahl, (Bild C)
paraboler Verlauf der Diffusionszeiten. Bei allen Graphiken werden die Detektionskandle 1 (—) und 2 (—) gezeigt

(Segmentlange: 15s).

X
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Abbildung 68: Fluktuationssignale (Bild A) bei einer Z-Position des Objektivs bei 3,52 mm. Die blauen Bereiche entsprechen
denen, die fir die Z-Scan-FCS Analyse nicht beriicksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verlauf der Teilchenzahl, (Bild C)

paraboler Verlauf der Diffusionszeiten. Bei allen Graphiken werden die Detektionskandle 1 (—) und 2 (—) gezeigt
(Segmentlange: 1s).

Abbildung 69: Fluktuationssignale (Bild A) bei einer Z-Position des Objektivs bei 3,53 mm. Die blauen Bereiche entsprechen
denen, die fir die Z-Scan-FCS Analyse nicht beriicksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verlauf der Teilchenzahl, (Bild C)

paraboler Verlauf der Diffusionszeiten. Bei allen Graphiken werden die Detektionskandle 1 (—) und 2 (—) gezeigt
(Segmentlange: 1s).

Xl
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Abbildung 70: Fluktuationssignale (Bild A) bei einer Z-Position des Objektivs bei 3,54 mm. Die blauen Bereiche entsprechen
denen, die fir die Z-Scan-FCS Analyse nicht beriicksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verlauf der Teilchenzahl, (Bild C)

paraboler Verlauf der Diffusionszeiten. Bei allen Graphiken werden die Detektionskandle 1 (—) und 2 (—) gezeigt
(Segmentlange: 1s).

Abbildung 71: Fluktuationssignale (Bild A) bei einer Z-Position des Objektivs bei 3,55 mm. Die blauen Bereiche entsprechen
denen, die fir die Z-Scan-FCS Analyse nicht beriicksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verlauf der Teilchenzahl, (Bild C)

paraboler Verlauf der Diffusionszeiten. Bei allen Graphiken werden die Detektionskandle 1 (—) und 2 (—) gezeigt
(Segmentlange: 1s).
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Abbildung 72: Fluktuationssignale (Bild A) bei einer Z-Position des Objektivs bei 3,56 mm. Die blauen Bereiche entsprechen
denen, die fir die Z-Scan-FCS Analyse nicht bericksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verlauf der Teilchenzahl, (Bild C)

paraboler Verlauf der Diffusionszeiten. Bei allen Graphiken werden die Detektionskandle 1 (—) und 2 (—) gezeigt
(Segmentlange: 1s).

Abbildung 73: Fluktuationssignale (Bild A) bei einer Z-Position des Objektivs bei 3,57 mm. Die blauen Bereiche entsprechen
denen, die fir die Z-Scan-FCS Analyse nicht bericksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verlauf der Teilchenzahl, (Bild C)

paraboler Verlauf der Diffusionszeiten. Bei allen Graphiken werden die Detektionskandle 1 (—) und 2 (—) gezeigt
(Segmentlange: 1s).
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Abbildung 74: Fluktuationssignale (Bild A) bei einer Z-Position des Objektivs bei 3,58 mm. Die blauen Bereiche entsprechen
denen, die fir die Z-Scan-FCS Analyse nicht bericksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verlauf der Teilchenzahl, (Bild C)

paraboler Verlauf der Diffusionszeiten. Bei allen Graphiken werden die Detektionskandle 1 (—) und 2 (—) gezeigt
(Segmentlange: 1s).

Abbildung 75: Fluktuationssignale (Bild A) bei einer Z-Position des Objektivs bei 3,59 mm. Die blauen Bereiche entsprechen
denen, die fir die Z-Scan-FCS Analyse nicht bericksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verlauf der Teilchenzahl, (Bild C)

paraboler Verlauf der Diffusionszeiten. Bei allen Graphiken werden die Detektionskandle 1 (—) und 2 (—) gezeigt
(Segmentlange: 1s).
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Tabelle 27: Zusammenfassung Fokusliberlappung in Abhangigkeit der Z-Position des Objektivs

Z-Position N pin (Kanal 1) N (Kanal2)  7Tp,, Kanall/ms  7p . Kanall/ms
3,51 1,56 2,07 0,42 0,30
3,52 1,56 2,23 0,41 0,25
3,53 1,66 2,05 0,39 0,24
3,54 1,69 2,03 0,39 0,27
3,55 1,46 1,98 0,38 0,22
3,56 1,67 2,12 0,44 0,33
3,57 1,62 2,25 0,39 0,32
3,58 1,65 2,15 0,37 0,28
3,59 1,63 2,31 0,38 0,31

13.4.3 Monoschichtstabilitiat/Fluoreszenzstabilitédt bei verschiedenen Laserleistungen
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Abbildung 76: Fluktuationssignale (Bild A) in Gegenwart einer Laserleistung von 0,19 pW (Messung 1). Die blauen Bereiche
entsprechen denen, die fur die Z-Scan-FCS Analyse nicht bericksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verlauf der Teilchenzahl.
(Bild C) paraboler Verauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung der Laserleistung wurde mit dem energiereicheren
Argon-Laser (488 nm) durchgefiihrt und mit dem Detektionskanal 2 (—) analysiert (Segmentldnge: 55s).
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Abbildung 77: Fluktuationssignale (Bild A) in Gegenwart einer Lasereistung von 0,19 uW (Messung 2). Die blauen Bereiche
entsprechen denen, die fir die Z-Scan-FCS Analyse nicht berticksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verlauf der Teilchenzahl.
(Bild C) paraboler Verauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung der Laserleistung wurde mit dem energiereicheren
Argon-Laser (488 nm) durchgefiihrt und mit dem Detektionskanal 2 (—) analysiert (Segmentldnge: 55s).
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Abbildung 78: Fluktuationssignale (Bild A) in Gegenwart einer Lasereistung von 0,19 uW (Messung 3). Die blauen Bereiche
entsprechen denen, die fir die Z-Scan-FCS Analyse nicht berticksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verlauf der Teilchenzahl.
(Bild C) paraboler Verauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung der Laserleistung wurde mit dem energiereicheren
Argon-Laser (488 nm) durchgefiihrt und mit dem Detektionskanal 2 (—) analysiert (Segmentldnge: 5s).
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Abbildung 79: Fluktuationssignale (Bild A) in Gegenwart einer Lasereistung von 0,19 uW (Messung 4). Die blauen Bereiche
entsprechen denen, die fir die Z-Scan-FCS Analyse nicht berticksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verlauf der Teilchenzahl.
(Bild C) paraboler Verauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung der Laserleistung wurde mit dem energiereicheren
Argon-Laser (488 nm) durchgefiihrt und mit dem Detektionskanal 2 (—) analysiert (Segmentldnge: 55s).
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Abbildung 80: Fluktuationssignale (Bild A) in Gegenwart einer Lasereistung von 0,19 uW (Messung 5). Die blauen Bereiche
entsprechen denen, die fir die Z-Scan-FCS Analyse nicht berticksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verlauf der Teilchenzahl.
(Bild C) paraboler Verauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung der Laserleistung wurde mit dem energiereicheren
Argon-Laser (488 nm) durchgefiihrt und mit dem Detektionskanal 2 (—) analysiert (Segmentldnge: 5s).
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Abbildung 81: Fluktuationssignale (Bild A) in Gegenwart einer Lasereistung von 0,19 uW (Messung 6). Die blauen Bereiche
entsprechen denen, die fir die Z-Scan-FCS Analyse nicht berticksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verlauf der Teilchenzahl.
(Bild C) paraboler Verauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung der Laserleistung wurde mit dem energiereicheren
Argon-Laser (488 nm) durchgefiihrt und mit dem Detektionskanal 2 (—) analysiert (Segmentldnge: 55s).

Abbildung 82: Fluktuationssignale (Bild A) in Gegenwart einer Lasereistung von 0,19 uW (Messung 7). Die blauen Bereiche
entsprechen denen, die fir die Z-Scan-FCS Analyse nicht berticksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verlauf der Teilchenzahl.
(Bild C) paraboler Verauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung der Laserleistung wurde mit dem energiereicheren
Argon-Laser (488 nm) durchgefiihrt und mit dem Detektionskanal 2 (—) analysiert (Segmentldnge: 5s).
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Abbildung 83: Fluktuationssignale (Bild A) in Gegenwart einer Laserleistung von 0,33 uW (Messung 1). Die blauen Bereiche
entsprechen denen, die fir die Z-Scan-FCS Analyse nicht berticksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verlauf der Teilchenzahl.
(Bild C) paraboler Verauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung der Laserleistung wurde mit dem energiereicheren
Argon-Laser (488 nm) durchgefiihrt und mit dem Detektionskanal 2 (—) analysiert (Segmentldnge: 55s).

Abbildung 84: Fluktuationssignale (Bild A) in Gegenwart einer Laserleistung von 0,33 uW (Messung 2). Die blauen Bereiche
entsprechen denen, die fir die Z-Scan-FCS Analyse nicht berticksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verlauf der Teilchenzahl.
(Bild C) paraboler Verauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung der Laserleistung wurde mit dem energiereicheren
Argon-Laser (488 nm) durchgefiihrt und mit dem Detektionskanal 2 (—) analysiert (Segmentldnge: 55s).
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Abbildung 85: Fluktuationssignale (Bild A) in Gegenwart einer Lasereistung von 0,33 uW (Messung 3). Die blauen Bereiche
entsprechen denen, die fir die Z-Scan-FCS Analyse nicht bericksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verlauf der Teilchenzahl.
(Bild C) paraboler Verauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung der Laserleistung wurde mit dem energiereicheren
Argon-Laser (488 nm) durchgefiihrt und mit dem Detektionskanal 2 (—) analysiert (Segmentlénge: 55s).

Abbildung 86: Fluktuationssignale (Bild A) in Gegenwart einer Laserleistung von 0,73 uW (Messung 1). Die blauen Bereiche
entsprechen denen, die fur die Z-Scan-FCS Analyse nicht beriicksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verlauf der Teilchenzahl.
(Bild C) paraboler Verauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung der Laserleistung wurde mit dem energiereicheren
Argon-Laser (488 nm) durchgefiihrt und mit dem Detektionskanal 2 (—) analysiert (Segmentldnge: 55s).
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Abbildung 87: Fluktuationssignale (Bild A) in Gegenwart einer Laserleistung von 0,73 uW (Messung 2). Die blauen Bereiche
entsprechen denen, die fir die Z-Scan-FCS Analyse nicht berticksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verlauf der Teilchenzahl.
(Bild C) paraboler Verauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung der Laserleistung wurde mit dem energiereicheren
Argon-Laser (488 nm) durchgefiihrt und mit dem Detektionskanal 2 (—) analysiert (Segmentldnge: 55s).

Abbildung 88: Fluktuationssignale (Bild A) in Gegenwart einer Lasereistung von 0,73 uW (Messung 3). Die blauen Bereiche
entsprechen denen, die fir die Z-Scan-FCS Analyse nicht berticksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verlauf der Teilchenzahl.
(Bild C) paraboler Verauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung der Laserleistung wurde mit dem energiereicheren
Argon-Laser (488 nm) durchgefiihrt und mit dem Detektionskanal 2 (—) analysiert (Segmentldnge: 5s).
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Abbildung 89: Fluktuationssignale (Bild A) in Gegenwart einer Laserleistung von 0,86 uW (Messung 1). Die blauen Bereiche
entsprechen denen, die fir die Z-Scan-FCS Analyse nicht berticksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verlauf der Teilchenzahl.
(Bild C) paraboler Verauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung der Laserleistung wurde mit dem energiereicheren
Argon-Laser (488 nm) durchgefiihrt und mit dem Detektionskanal 2 (—) analysiert (Segmentldnge: 55s).

Abbildung 90: Fluktuationssignale (Bild A) in Gegenwart einer Laserleistung von 0,86 uW (Messung 2). Die blauen Bereiche
entsprechen denen, die fir die Z-Scan-FCS Analyse nicht berticksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verlauf der Teilchenzahl.
(Bild C) paraboler Verauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung der Laserleistung wurde mit dem energiereicheren
Argon-Laser (488 nm) durchgefiihrt und mit dem Detektionskanal 2 (—) analysiert (Segmentldnge: 55s).
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Abbildung 91: Fluktuationssignale (Bild A) in Gegenwart einer Laserleistung von 0,86 uW (Messung 3). Die blauen Bereiche
entsprechen denen, die fir die Z-Scan-FCS Analyse nicht berlicksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verlauf der Teilchenzahl.
(Bild C) paraboler Verauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung der Laserleistung wurde mit dem energiereicheren
Argon-Laser (488 nm) durchgefiihrt und mit dem Detektionskanal 2 (—) analysiert (Segmentldnge: 55s).

Abbildung 92: Fluktuationssignale (Bild A) in Gegenwart einer Laserleistung von 1,32 uW (Messung 1). Die blauen Bereiche
entsprechen denen, die fir die Z-Scan-FCS Analyse nicht berticksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verlauf der Teilchenzahl.
(Bild C) paraboler Verauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung der Laserleistung wurde mit dem energiereicheren
Argon-Laser (488 nm) durchgefiihrt und mit dem Detektionskanal 2 (—) analysiert (Segmentldnge: 55s).
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Abbildung 93: Fluktuationssignale (Bild A) in Gegenwart einer Laserleistung von 1,32 uW (Messung 2). Die blauen Bereiche
entsprechen denen, die fir die Z-Scan-FCS Analyse nicht berticksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verlauf der Teilchenzahl.
(Bild C) paraboler Verauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung der Laserleistung wurde mit dem energiereicheren
Argon-Laser (488 nm) durchgefiihrt und mit dem Detektionskanal 2 (—) analysiert (Segmentldnge: 55s).

Abbildung 94: Fluktuationssignale (Bild A) in Gegenwart einer Laserleistung von 1,32 uW (Messung 3). Die blauen Bereiche
entsprechen denen, die fir die Z-Scan-FCS Analyse nicht berticksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verlauf der Teilchenzahl.
(Bild C) paraboler Verauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung der Laserleistung wurde mit dem energiereicheren
Argon-Laser (488 nm) durchgefiihrt und mit dem Detektionskanal 2 (—) analysiert (Segmentldnge: 55s).
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Abbildung 95: Fluktuationssignale (Bild A) in Gegenwart einer Laserleistung von 1,32 uW (Messung 4). Die blauen Bereiche
entsprechen denen, die fir die Z-Scan-FCS Analyse nicht berticksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verlauf der Teilchenzahl.
(Bild C) paraboler Verauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung der Laserleistung wurde mit dem energiereicheren
Argon-Laser (488 nm) durchgefiihrt und mit dem Detektionskanal 2 (—) analysiert (Segmentldnge: 5s).

Abbildung 96: Fluktuationssignale (Bild A) in Gegenwart einer Laserleistung von 1,32 uW (Messung 5). Die blauen Bereiche
entsprechen denen, die fir die Z-Scan-FCS Analyse nicht berticksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verlauf der Teilchenzahl.
(Bild C) paraboler Verauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung der Laserleistung wurde mit dem energiereicheren
Argon-Laser (488 nm) durchgefiihrt und mit dem Detektionskanal 2 (—) analysiert (Segmentldnge: 55s).
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Abbildung 97: Fluktuationssignale (Bild A) in Gegenwart einer Laserleistung von 1,32 uW (Messung 6). Die blauen Bereiche
entsprechen denen, die fir die Z-Scan-FCS Analyse nicht berticksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verlauf der Teilchenzahl.
(Bild C) paraboler Verauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung der Laserleistung wurde mit dem energiereicheren
Argon-Laser (488 nm) durchgefiihrt und mit dem Detektionskanal 2 (—) analysiert (Segmentldnge: 55s).

Abbildung 98: Fluktuationssignale (Bild A) in Gegenwart einer Laserleistung von 1,66 uW (Messung 1). Die blauen Bereiche
entsprechen denen, die fir die Z-Scan-FCS Analyse nicht berticksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verlauf der Teilchenzahl.
(Bild C) paraboler Verauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung der Laserleistung wurde mit dem energiereicheren
Argon-Laser (488 nm) durchgefiihrt und mit dem Detektionskanal 2 (—) analysiert (Segmentldnge: 5s).

XXVII



13 Anhang

Abbildung 99: Fluktuationssignale (Bild A) in Gegenwart einer Laserleistung von 1,66 uW (Messung 2). Die blauen Bereiche
entsprechen denen, die fir die Z-Scan-FCS Analyse nicht berticksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verlauf der Teilchenzahl.
(Bild C) paraboler Verauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung der Laserleistung wurde mit dem energiereicheren
Argon-Laser (488 nm) durchgefiihrt und mit dem Detektionskanal 2 (—) analysiert (Segmentldnge: 55s).

Abbildung 100: Fluktuationssignale (Bild A) in Gegenwart einer Laserleistung von 1,66 uW (Messung 3). Die blauen
Bereiche entsprechen denen, die fiir die Z-Scan-FCS Analyse nicht berlcksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verauf der
Teilchenzahl. (Bild C) paraboler Verauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung der Lasereistung wurde mit dem
energiereicheren Argon-Laser (488 nm) durchgefiihrt und mit dem Detektionskanal 2 (—) analysiert (Segmentlange: 5s).
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Abbildung 101: Fluktuationssignale (Bild A) in Gegenwart einer Laserleistung von 2,06 uW (Messung 1). Die blauen
Bereiche entsprechen denen, die fiir die Z-Scan-FCS Analyse nicht berlcksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verauf der
Teilchenzahl. (Bild C) paraboler Verauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung der Lasereistung wurde mit dem
energiereicheren Argon-Laser (488 nm) durchgefiihrt und mit dem Detektionskanal 2 (—) analysiert (Segmentlange: 55s).

Abbildung 102: Fluktuationssignale (Bild A) in Gegenwart einer Laserleistung von 2,92 uW (Messung 1). Die blauen
Bereiche entsprechen denen, die fiir die Z-Scan-FCS Analyse nicht berlcksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verauf der
Teilchenzahl. (Bild C) paraboler Vedauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung der Laserleistung wurde mit dem
energiereicheren Argon-Laser (488 nm) durchgefiihrt und mit dem Detektionskanal 2 (—) analysiert (Segmentlange: 55s).
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Abbildung 103: Fluktuationssignale (Bild A) in Gegenwart einer Laserleistung von 4,05 uW (Messung 1). Die blauen
Bereiche entsprechen denen, die fiir die Z-Scan-FCS Analyse nicht berlcksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verauf der
Teilchenzahl. (Bild C) paraboler Verauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung der Lasereistung wurde mit dem
energiereicheren Argon-Laser (488 nm) durchgefiihrt und mit dem Detektionskanal 2 (—) analysiert (Segmentlange: 55s).

Abbildung 104: Fluktuationssignale (Bild A) in Gegenwart einer Laserleistung von 851 uW (Messung 1). Die blauen
Bereiche entsprechen denen, die fiir die Z-Scan-FCS Analyse nicht berlcksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verauf der
Teilchenzahl. (Bild C) paraboler Verauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung der Lasereistung wurde mit dem
energiereicheren Argon-Laser (488 nm) durchgefiihrt und mit dem Detektionskanal 2 (—) analysiert (Segmentldnge: 55s).
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Abbildung 105: Fluktuationssignale (Bild A) in Gegenwart einer Laserleistung von 16,10 pW (Messung 1). Die blauen
Bereiche entsprechen denen, die fiir die Z-Scan-FCS Analyse nicht berlcksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verauf der
Teilchenzahl. (Bild C) paraboler Verdauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung der Laserleistung wurde mit dem
energiereicheren Argon-Laser (488 nm) durchgefiihrt und mit dem Detektionskanal 2 (—) analysiert (Segmentlange: 55s).

Abbildung 106: Fluktuationssignale (Bild A) in Gegenwart einer Laserleistung von 16,37 uW (Messung 1). Die blauen
Bereiche entsprechen denen, die fiir die Z-Scan-FCS Analyse nicht berlcksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verauf der
Teilchenzahl. (Bild C) paraboler Verauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung der Lasereistung wurde mit dem
energiereicheren Argon-Laser (488 nm) durchgefiihrt und mit dem Detektionskanal 2 (—) analysiert (Segmentlange: 5s).
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Abbildung 107: Fluktuationssignale (Bild A) in Gegenwart einer Laserleistung von 26,55 pW (Messung 1). Die blauen
Bereiche entsprechen denen, die fiir die Z-Scan-FCS Analyse nicht berlcksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verauf der
Teilchenzahl. (Bild C) paraboler Verauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung der Lasereistung wurde mit dem
energiereicheren Argon-Laser (488 nm) durchgefiihrt und mit dem Detektionskanal 2 (—) analysiert (Segmentlange: 55s).

Abbildung 108: Fluktuationssignale (Bild A) in Gegenwart einer Laserleistung von 38,93 uW (Messung 1). Die blauen
Bereiche entsprechen denen, die fiir die Z-Scan-FCS Analyse nicht berlcksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verauf der
Teilchenzahl. (Bild C) paraboler Verauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung der Lasereistung wurde mit dem
energiereicheren Argon-Laser (488 nm) durchgefiihrt und mit dem Detektionskanal 2 (—) analysiert (Segmentlange: 5s).
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Abbildung 109: Fluktuationssignale (Bild A) in Gegenwart einer Laserleistung von 54,24 uW (Messung 1). Die blauen
Bereiche entsprechen denen, die fiir die Z-Scan-FCS Analyse nicht beriicksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verauf der
Teilchenzahl. (Bild C) paraboler Verauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung der Laserleistung wurde mit dem
energiereicheren Argon-Laser (488 nm) durchgefiihrt und mit dem Detektionskanal 2 (—) analysiert (Segmentlange: 55s).

Tabelle 28: Zusammenfassung Laserleistungsuntersuchung

Praser / KM N pin Tp,,, / MS Helligkeit / kHz Heli:gzkr::r;_'fll
0,19 11,59 0,21 15,09 1,30
0,19 11,79 0,23 15,74 1,34
0,19 12,90 0,23 15,76 1,22
0,19 12,30 0,24 16,40 1,33
0,19 12,84 0,28 15,77 1,23
0,19 12,33 0,25 16,52 1,34
0,19 13,36 0,24 17,25 1,29
0,33 12,06 0,23 23,58 1,95
0,33 11,87 0,24 2447 2,06
0,33 12,36 0,25 24,52 1,98
0,73 11,95 0,24 3331 2,79
0,73 11,39 0,22 30,73 2,70
0,73 11,76 0,26 30,48 2,59
0,86 11,49 0,23 46,72 4,07
0,86 12,03 0,25 48,84 4,06
0,86 11,77 0,22 46,06 3,91
1,32 11,62 0,23 64,79 5,57
1,32 11,70 0,23 68,93 5,89
1,32 11,98 0,22 66,51 5,55
1,32 13,02 0,23 77,03 5,91
1,32 13,17 0,24 70,02 5,31

XXXIV



13 Anhang

Tabelle 28: Zusammenfassung Laserleistungsuntersuchung

Praser / KM N nin Tp,,, / Ms Helligkeit / kHz Helhgkelt"_':ll
kHz mol
1,32 12,88 0,23 72,97 5,67
1,66 12,81 0,25 90,18 7,04
1,66 12,58 0,23 94,78 7,53
1,66 12,55 0,23 86,87 6,92
2,06 12,39 0,23 114,33 9,22
2,92 12,50 0,24 152,48 12,20
4,05 12,42 0,21 198,56 15,99
8,51 12,18 0,24 362,41 29,74
16,10 12,29 0,22 681,36 55,43
16,37 12,37 0,22 655,84 53,01
26,55 12,14 0,22 921,32 75,90
38,93 12,15 0,24 123549 101,64
54,24 1148 0,23 1394,80 121,51

13.4.4 Monoschichtstabilitiat beim Bewegen liber die Filmwaage
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Abbildung 110: Fluktuationssignale (Bild A) einer fluoreszenzmarkierten MMM-Monoschicht, welche Gber dem Objektiv
prapariert wurde und an verschiedenen Stellen (Position 1) analysiert wurde. Die blauen Bereiche entsprechen denen, die
fir die Z-Scan-FCS Analyse nicht beriicksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verlauf der Teilchen. (Bild C) paraboler Verauf
der Diffusionszeiten. Die Untersuchung wurde mit dem Detektionskanal 1 (—) analysiert (Segmentlange: 15s).
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Abbildung 111: Fluktuationssignale (Bild A) einer fluoreszenzmarkierten MMM-Monoschicht, welche tber dem Objektiv
prapariert wurde und an verschiedenen Stellen (Position 2) analysiert wurde. Die blauen Bereiche entsprechen denen, die
fur die Z-Scan-FCS Analyse nicht beriicksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verlauf der Teilchen. (Bild C) paraboler Verdauf
der Diffusionszeiten. Die Untersuchung wurde mit dem Detektionskanal 1 (—) analysiert (Segmentlange: 1s).
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Abbildung 112: Fluktuationssignale (Bild A) einer fluoreszenzmarkierten MMM-Monoschicht, welche tber dem Objektiv
prapariert wurde und an verschiedenen Stellen (Position 3) analysiert wurde. Die blauen Bereiche entsprechen denen, die
fur die Z-Scan-FCS Analyse nicht beriicksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verlauf der Teilchen. (Bild C) paraboler Verdauf
der Diffusionszeiten. Die Untersuchung wurde mit dem Detektionskanal 1 (—) analysiert (Segmentlange: 1s).
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Abbildung 113: Fluktuationssignale (Bild A) einer fluoreszenzmarkierten MMM-Monoschicht, welche tber dem Objektiv
prapariert wurde und an verschiedenen Stellen (Position 4) analysiert wurde. Die blauen Bereiche entsprechen denen, die
fur die Z-Scan-FCS Analyse nicht beriicksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verlauf der Teilchen. (Bild C) paraboler Verdauf
der Diffusionszeiten. Die Untersuchung wurde mit dem Detektionskanal 1 (—) analysiert (Segmentlange: 1s).
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Abbildung 114: Fluktuationssignale (Bild A) einer fluoreszenzmarkierten MMM-Monoschicht, welche tber dem Objektiv
prapariert wurde und an verschiedenen Stellen (Position 5) analysiert wurde. Die blauen Bereiche entsprechen denen, die
fur die Z-Scan-FCS Analyse nicht beriicksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verlauf der Teilchen. (Bild C) paraboler Verdauf
der Diffusionszeiten. Die Untersuchung wurde mit dem Detektionskanal 1 (—) analysiert (Segmentlange: 15s).
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Abbildung 115: Fluktuationssignale (Bild A) einer fluoreszenzmarkierten MMM-Monoschicht, welche tber dem Objektiv
prapariert wurde und an verschiedenen Stellen (Position 6) analysiert wurde. Die blauen Bereiche entsprechen denen, die
fur die Z-Scan-FCS Analyse nicht beriicksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verlauf der Teilchen. (Bild C) paraboler Verdauf
der Diffusionszeiten. Die Untersuchung wurde mit dem Detektionskanal 1 (—) analysiert (Segmentlange: 1s).
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Abbildung 116: Fluktuationssignale (Bild A) einer fluoreszenzmarkierten MMM-Monoschicht, welche tber dem Objektiv
prapariert wurde und an verschiedenen Stellen (Position 7) analysiert wurde. Die blauen Bereiche entsprechen denen, die
fur die Z-Scan-FCS Analyse nicht beriicksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verlauf der Teilchen. (Bild C) paraboler Verdauf
der Diffusionszeiten. Die Untersuchung wurde mit dem Detektionskanal 1 (—) analysiert (Segmentlange: 15s).
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Abbildung 117: Fluktuationssignale (Bild A) einer fluoreszenzmarkierten MMM-Monoschicht, welche tber dem Objektiv
prapariert wurde und an verschiedenen Stellen (Position 8) analysiert wurde. Die blauen Bereiche entsprechen denen, die
fur die Z-Scan-FCS Analyse nicht beriicksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verlauf der Teilchen. (Bild C) paraboler Verdauf
der Diffusionszeiten. Die Untersuchung wurde mit dem Detektionskanal 1 (—) analysiert (Segmentlange: 1s).
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Abbildung 118: Fluktuationssignale (Bild A) einer fluoreszenzmarkierten MMM-Monoschicht, welche tber dem Objektiv
prapariert wurde und an verschiedenen Stellen (Position 9) analysiert wurde. Die blauen Bereiche entsprechen denen, die
fur die Z-Scan-FCS Analyse nicht beriicksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verlauf der Teilchen. (Bild C) paraboler Verdauf
der Diffusionszeiten. Die Untersuchung wurde mit dem Detektionskanal 1 (—) analysiert (Segmentlange: 1s).
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Abbildung 119: Fluktuationssignale (Bild A) einer fluoreszenzmarkierten MMM-Monoschicht, welche tber dem Objektiv
prapariert wurde und an verschiedenen Stellen (Position 10) analysiert wurde. Die blauen Bereiche entsprechen denen, die
fur die Z-Scan-FCS Analyse nicht beriicksichtigt werden. (Bild B) paraboler Verlauf der Teilchen. (Bild C) paraboler Verdauf
der Diffusionszeiten. Die Untersuchung wurde mit dem Detektionskanal 1 (—) analysiert (Segmentlange: 1s).
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Abbildung 120: Fluktuationssignale (Bild A) einer fluoreszenzmarkierten MMM-Monoschicht, welche tGber dem Objektiv
prapariert und anschlieBend einmal neben dieses und zurlickbewegt und an verschiedenen Stellen (Position 1) analysiert
wurde. Die blauen Bereiche entsprechen denen, die fiir die Z-Scan-FCS Analyse nicht beriicksichtigt werden. (Bild B)
paraboler Verlauf der Teilchen. (Bild C) paraboler Verlauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung wurde mit dem
Detektionskanal 1 (—) analysiert (Segmentlange: 15s).
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Abbildung 121: Fluktuationssignale (Bild A) einer fluoreszenzmarkierten MMM-Monoschicht, welche Gber dem Objektiv
prapariert und anschlieRBend einmal neben dieses und zurlickbewegt und an verschiedenen Stellen (Position 2) analysiert
wurde. Die blauen Bereiche entsprechen denen, die fiir die Z-Scan-FCS Analyse nicht beriicksichtigt werden. (Bild B)
paraboler Verlauf der Teilchen. (Bild C) paraboler Verlauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung wurde mit dem
Detektionskanal 1 (—) analysiert (Segmentlange: 15).
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Abbildung 122: Fluktuationssignale (Bild A) einer fluoreszenzmarkierten MMM-Monoschicht, welche tber dem Objektiv
prapariert und anschliefend einmal neben dieses und zurlickbewegt und an verschiedenen Stellen (Position 3) analysiert
wurde. Die blauen Bereiche entsprechen denen, die fiir die Z-Scan-FCS Analyse nicht beriicksichtigt werden. (Bild B)
paraboler Verlauf der Teilchen. (Bild C) paraboler Verlauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung wurde mit dem
Detektionskanal 1 (—) analysiert (Segmentlange: 15s).
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Abbildung 123: Fluktuationssignale (Bild A) einer fluoreszenzmarkierten MMM-Monoschicht, welche tber dem Objektiv
prapariert und anschliefend einmal neben dieses und zurlickbewegt und an verschiedenen Stellen (Position 4) analysiert
wurde. Die blauen Bereiche entsprechen denen, die fiir die Z-Scan-FCS Analyse nicht beriicksichtigt werden. (Bild B)
paraboler Verlauf der Teilchen. (Bild C) paraboler Verlauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung wurde mit dem
Detektionskanal 1 (—) analysiert (Segmentlange: 15).
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Abbildung 124: Fluktuationssignale (Bild A) einer fluoreszenzmarkierten MMM-Monoschicht, welche Uber dem Objektiv
prapariert und anschliefend einmal neben dieses und zurlickbewegt und an verschiedenen Stellen (Position 5) analysiert
wurde. Die blauen Bereiche entsprechen denen, die fiir die Z-Scan-FCS Analyse nicht beriicksichtigt werden. (Bild B)
paraboler Verlauf der Teilchen. (Bild C) paraboler Verlauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung wurde mit dem
Detektionskanal 1 (—) analysiert (Segmentlange: 15s).
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Abbildung 125: Fluktuationssignale (Bild A) einer fluoreszenzmarkierten MMM-Monoschicht, welche tber dem Objektiv
prapariert und anschliefend einmal neben dieses und zurlickbewegt und an verschiedenen Stellen (Position 6) analysiert
wurde. Die blauen Bereiche entsprechen denen, die fiir die Z-Scan-FCS Analyse nicht beriicksichtigt werden. (Bild B)
paraboler Verlauf der Teilchen. (Bild C) paraboler Verlauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung wurde mit dem
Detektionskanal 1 (—) analysiert (Segmentlange: 15).
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Abbildung 126: Fluktuationssignale (Bild A) einer fluoreszenzmarkierten MMM-Monoschicht, welche tber dem Objektiv
prapariert und anschlieBend einmal neben dieses und zurlickbewegt und an verschiedenen Stellen (Position 7) analysiert
wurde. Die blauen Bereiche entsprechen denen, die fiir die Z-Scan-FCS Analyse nicht beriicksichtigt werden. (Bild B)
paraboler Verlauf der Teilchen. (Bild C) paraboler Verlauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung wurde mit dem
Detektionskanal 1 (—) analysiert (Segmentlange: 15s).
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Abbildung 127: Fluktuationssignale (Bild A) einer fluoreszenzmarkierten MMM-Monoschicht, welche tber dem Objektiv
prapariert und anschliefend einmal neben dieses und zurlickbewegt und an verschiedenen Stellen (Position 8) analysiert
wurde. Die blauen Bereiche entsprechen denen, die fiir die Z-Scan-FCS Analyse nicht beriicksichtigt werden. (Bild B)
paraboler Verlauf der Teilchen. (Bild C) paraboler Verlauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung wurde mit dem
Detektionskanal 1 (—) analysiert (Segmentlange: 15).
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Abbildung 128: Fluktuationssignale (Bild A) einer fluoreszenzmarkierten MMM-Monoschicht, welche Uber dem Objektiv
préapariert und anschliefend einmal neben dieses und zurlickbewegt und an verschiedenen Stellen (Position 9) analysiert
wurde. Die blauen Bereiche entsprechen denen, die fiir die Z-Scan-FCS Analyse nicht beriicksichtigt werden. (Bild B)
paraboler Verlauf der Teilchen. (Bild C) paraboler Verlauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung wurde mit dem

Detektionskanal 1 (—) analysiert (Segmentlange: 15s).
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Abbildung 129: Fluktuationssignale (Bild A) einer fluoreszenzmarkierten MMM-Monoschicht, welche tber dem Objektiv
prapariert und anschlieRend einmal neben dieses und zurliickbewegt und an verschiedenen Stellen (Position 10) analysiert
wurde. Die blauen Bereiche entsprechen denen, die fiir die Z-Scan-FCS Analyse nicht beriicksichtigt werden. (Bild B)
paraboler Verlauf der Teilchen. (Bild C) paraboler Verlauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung wurde mit dem
Detektionskanal 1 (—) analysiert (Segmentlange: 15).
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Abbildung 130: Fluktuationssignale (Bild A) einer fluoreszenzmarkierten MMM-Monoschicht, welche Uber dem Objektiv
prapariert und anschlieRend zweimal neben dieses und zuriickbewegt und an verschiedenen Stellen (Position 1) analysiert
wurde. Die blauen Bereiche entsprechen denen, die fiir die Z-Scan-FCS Analyse nicht beriicksichtigt werden. (Bild B)
paraboler Verlauf der Teilchen. (Bild C) paraboler Verlauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung wurde mit dem

Detektionskanal 1 (—) analysiert (Segmentlange: 15s).
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Abbildung 131: Fluktuationssignale (Bild A) einer fluoreszenzmarkierten MMM-Monoschicht, welche tber dem Objektiv
prapariert und anschlieRend zweimal neben dieses und zuriickbewegt und an verschiedenen Stellen (Position 2) analysiert
wurde. Die blauen Bereiche entsprechen denen, die fiir die Z-Scan-FCS Analyse nicht beriicksichtigt werden. (Bild B)
paraboler Verlauf der Teilchen. (Bild C) paraboler Verlauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung wurde mit dem
Detektionskanal 1 (—) analysiert (Segmentlange: 15).
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Abbildung 132: Fluktuationssignale (Bild A) einer fluoreszenzmarkierten MMM-Monoschicht, welche Uber dem Objektiv
prapariert und anschlieRend zweimal neben dieses und zuriickbewegt und an verschiedenen Stellen (Position 3) analysiert
wurde. Die blauen Bereiche entsprechen denen, die fiir die Z-Scan-FCS Analyse nicht beriicksichtigt werden. (Bild B)
paraboler Verlauf der Teilchen. (Bild C) paraboler Verlauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung wurde mit dem
Detektionskanal 1 (—) analysiert (Segmentlange: 15s).
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Abbildung 133: Fluktuationssignale (Bild A) einer fluoreszenzmarkierten MMM-Monoschicht, welche tber dem Objektiv
prapariert und anschlieRend zweimal neben dieses und zuriickbewegt und an verschiedenen Stellen (Position 4) analysiert
wurde. Die blauen Bereiche entsprechen denen, die fiir die Z-Scan-FCS Analyse nicht beriicksichtigt werden. (Bild B)
paraboler Verlauf der Teilchen. (Bild C) paraboler Verlauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung wurde mit dem
Detektionskanal 1 (—) analysiert (Segmentlange: 15).
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Abbildung 134: Fluktuationssignale (Bild A) einer fluoreszenzmarkierten MMM-Monoschicht, welche Uber dem Objektiv
prapariert und anschlieRend zweimal neben dieses und zuriickbewegt und an verschiedenen Stellen (Position 5) analysiert
wurde. Die blauen Bereiche entsprechen denen, die fiir die Z-Scan-FCS Analyse nicht beriicksichtigt werden. (Bild B)
paraboler Verlauf der Teilchen. (Bild C) paraboler Verlauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung wurde mit dem
Detektionskanal 1 (—) analysiert (Segmentlange: 15s).
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Abbildung 135: luktuationssignale (Bild A) einer fluoreszenzmarkierten MMM-Monoschicht, welche (iber dem Objektiv
prapariert und anschlieBend zweimal neben dieses und zuriickbewegt und an verschiedenen Stellen (Position 6) analysiert
wurde. Die blauen Bereiche entsprechen denen, die fiir die Z-Scan-FCS Analyse nicht beriicksichtigt werden. (Bild B)
paraboler Verlauf der Teilchen. (Bild C) paraboler Verlauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung wurde mit dem

Detektionskanal 1 (—) analysiert (Segmentlange: 15).
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Abbildung 136: Fluktuationssignale (Bild A) einer fluoreszenzmarkierten MMM-Monoschicht, welche Gber dem Objektiv
prapariert und anschlieRend zweimal neben dieses und zuriickbewegt und an verschiedenen Stellen (Position 7) analysiert
wurde. Die blauen Bereiche entsprechen denen, die fiir die Z-Scan-FCS Analyse nicht beriicksichtigt werden. (Bild B)
paraboler Verlauf der Teilchen. (Bild C) paraboler Verlauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung wurde mit dem
Detektionskanal 1 (—) analysiert (Segmentlange: 15s).
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Abbildung 137: Fluktuationssignale (Bild A) einer fluoreszenzmarkierten MMM-Monoschicht, welche tber dem Objektiv
prapariert und anschlieRend zweimal neben dieses und zuriickbewegt und an verschiedenen Stellen (Position 8) analysiert
wurde. Die blauen Bereiche entsprechen denen, die fiir die Z-Scan-FCS Analyse nicht beriicksichtigt werden. (Bild B)
paraboler Verlauf der Teilchen. (Bild C) paraboler Verlauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung wurde mit dem
Detektionskanal 1 (—) analysiert (Segmentlange: 15).
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Abbildung 138: Fluktuationssignale (Bild A) einer fluoreszenzmarkierten MMM-Monoschicht, welche Uber dem Objektiv
prapariert und anschlieRend zweimal neben dieses und zuriickbewegt und an verschiedenen Stellen (Position 9) analysiert
wurde. Die blauen Bereiche entsprechen denen, die fiir die Z-Scan-FCS Analyse nicht beriicksichtigt werden. (Bild B)
paraboler Verlauf der Teilchen. (Bild C) paraboler Verlauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung wurde mit dem
Detektionskanal 1 (—) analysiert (Segmentlange: 15s).
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Abbildung 139: Fluktuationssignale (Bild A) einer fluoreszenzmarkierten MMM-Monoschicht, welche tber dem Objektiv
prapariert und anschliefend zweimal neben dieses und zuriickbewegt und an verschiedenen Stellen (Position 10) analysiert
wurde. Die blauen Bereiche entsprechen denen, die fiir die Z-Scan-FCS Analyse nicht beriicksichtigt werden. (Bild B)
paraboler Verlauf der Teilchen. (Bild C) paraboler Verlauf der Diffusionszeiten. Die Untersuchung wurde mit dem
Detektionskanal 1 (—) analysiert (Segmentlénge: 15).

Tabelle 29: Zusammenfassung Stabilitdt der Monoschicht beim Bewegen tber die Filmwaage (Neupraparation)

Position N in (Kanal 1) Tp,,;, Kanall / ms
1 31,68 0,93
2 30,87 0,92
3 30,61 0,91
4 3049 0,90
5 31,09 0,94
6 30,96 0,96
7 29,71 0,96
8 30,38 0,94
9 30,74 0,96
10 30,53 0,98
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Tabelle 30: Zusammenfassung Stabilitdt der Monoschicht beim Bewegen tber die Filmwaage (einmal Bewegen)

Position N in (Kanal 1) Tp,,;, Kanall / ms
1 30,18 0,98
2 29,66 0,97
3 30,72 0,93
4 30,94 0,97
5 30,72 1,02
6 30,71 0,98
7 30,52 0,95
8 30,82 0,97
9 31,37 0,92
10 30,79 0,98

Tabelle 31: Zusammenfassung Stabilitdt der Monoschicht beim Bewegen tber die Filmwaage (zweimal Bewegen)

Position N nin (Kanal 1) Tp,,, Kanall/ ms
1 29,88 1,01
2 30,24 0,94
3 29,43 0,95
4 29,14 0,97
5 30,89 0,98
6 30,01 0,97
7 30,02 0,97
8 29,66 0,90
9 31,44 0,89
10 30,94 0,95

13.4.5 Test auf Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-Test)

Tabelle 32: Zusammenfassung Halbwertsbreite Z-Ausdehnung (Detektionskanal 1) im Rahmen der Bestimmung der idealen

Z-Position
Rang Messwert Rang-1/n vergl. Normalvert. Differenz
1 37,39 0,00 0,013 0,013
2 38,15 0,11 0,234 0,123
3 38,50 0,22 0,488 0,266
4 38,52 0,33 0,507 0,173
5 38,66 0,44 0,612 0,168
6 38,70 0,56 0,645 0,090
7 38,72 0,67 0,657 0,009
8 38,82 0,78 0,727 0,051
9 39,17 0,89 0,905 0,016

Alle Messwerte sind normalverteilt, da die maximale Abweichung von 0,266 kleiner ist als der kritische Wert (a = 0,05) von

0,430 [117).

LI
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Tabelle 33: Zusammenfassung Halbwertsbreite Z-Ausdehnung (Detektionskanal 2) im Rahmen der Bestimmung der idealen
Z-Position

Rang Messwert Rang-1/n vergl. Normalvert. Differenz
1 39,92 0,00 0,094 0,094
p 40,19 0,11 0,163 0,051
3 40,56 0,22 0,297 0,074
4 40,64 0,33 0,331 0,002
5 40,79 0,44 0,401 0,043
6 40,91 0,56 0,460 0,095
7 41,57 0,67 0,763 0,096
8 42,12 0,78 0,918 0,140
9 42,22 0,89 0,935 0,046

Alle Messwerte sind normalverteilt, da die maximale Abweichung von 0,140 kleiner ist als der kritische Wert (a = 0,05) von
0,430 [117].

Tabelle 34: Zusammenfassung mittlere Teilchenzahl (Detektionskanal 1) im Rahmen der Bestimmung der idealen
Z-Position

Rang Messwert Rang-1/n vergl. Normalvert. Differenz
1 1,46 0,00 0,020 0,020
2 1,56 0,11 0,215 0,104
3 1,56 0,22 0,241 0,019
4 1,62 0,33 0,565 0,232
5 1,63 0,44 0,625 0,180
6 1,65 0,56 0,683 0,128
7 1,66 0,67 0,735 0,068
8 1,67 0,78 0,800 0,023
9 1,69 0,89 0,866 0,023

Alle Messwerte sind normalverteilt, da die maximale Abweichung von 0,232 kleiner ist als der kritische Wert (a = 0,05) von
0,430 [117].

Tabelle 35: Zusammenfassung mittlere Teilchenzahl (Detektionskanal 2) im Rahmen der Bestimmung der idealen
Z-Position

Rang Messwert Rang-1/n vergl. Normalvert. Differenz
1 1,98 0,00 0,083 0,084
2 2,03 0,11 0,176 0,065
3 2,05 0,22 0,241 0,019
4 2,07 0,33 0,279 0,055
5 2,12 0,44 0,477 0,033
6 2,15 0,56 0,563 0,007
7 2,23 0,67 0,807 0,140
8 2,25 0,78 0,854 0,077
9 2,31 0,89 0,943 0,054

Alle Messwerte sind normalverteilt, da die maximale Abweichung von 0,140 kleiner ist als der kritische Wert (a = 0,05) von
0,430 [117].
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Tabelle 36: Zusammenfassung Diffusionszeit (Detektionskanal 1) im Rahmen der Bestimmung der idealen Z-Position

Rang Messwert Rang-1/n vergl. Normalvert. Differenz
1 0,000373 0,00 0,130 0,130
2 0,000383 0,11 0,260 0,148
3 0,000384 0,22 0,269 0,046
4 0,000385 0,33 0,289 0,044
5 0,000386 0,44 0,298 0,147
6 0,000392 0,56 0,398 0,158
7 0,000414 0,67 0,787 0,120
8 0,000420 0,78 0,859 0,081
9 0,000437 0,89 0,969 0,080

Alle Messwerte sind normalverteilt, da die maximale Abweichung von 0,158 kleiner ist als der kritische Wert (a = 0,05) von
0,430 [117].

Tabelle 37: Zusammenfassung Diffusionszeit (Detektionskanal 2) im Rahmen der Bestimmung der idealen Z-Position

Rang Messwert Rang-1/n vergl. Normalvert. Differenz
1 0,000223 0,00 0,063 0,063
2 0,000238 0,11 0,123 0,012
3 0,000253 0,22 0,223 0,001
4 0,000274 0,33 0,415 0,082
5 0,000283 0,44 0,511 0,066
6 0,000303 0,56 0,714 0,159
7 0,000308 0,67 0,752 0,086
8 0,000324 0,78 0,867 0,089
9 0,000331 0,89 0,901 0,012

Alle Messwerte sind normalverteilt, da die maximale Abweichung von 0,159 kleiner ist als der kritische Wert (a = 0,05) von
0,430 [117].

Tabelle 38: Zusammenfassung mittlere Teilchenzahl im Rahmen der Untersuchung zum Bleichen

Rang Messwert Rang-1/n vergl. Normalvert. Differenz
1 11,48 0,00 0,014 0,014
2 11,70 0,07 0,063 0,003
3 11,76 0,13 0,091 0,042
4 12,10 0,20 0,378 0,178
5 12,14 0,27 0,427 0,161
6 12,15 0,33 0,446 0,113
7 12,18 0,40 0,482 0,082
8 12,29 0,47 0,612 0,145
9 12,37 0,53 0,702 0,169

10 12,39 0,60 0,725 0,125
11 12,40 0,67 0,729 0,062
12 12,42 0,73 0,751 0,018
13 12,44 0,80 0,774 0,026
14 12,50 0,87 0,824 0,043
15 12,64 0,93 0,914 0,019

Alle Messwerte sind normalverteilt, da die maximale Abweichung von 0,178 kleiner ist als der kritische Wert (a = 0,05) von
0,338 [117].
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Tabelle 39: Zusammenfassung Diffusionszeit im Rahmen der Untersuchung zum Bleichen

Rang Messwert Rang-1/n vergl. Normalvert. Differenz
1 213,15 0,00 0,018 0,018
p 218,32 0,07 0,072 0,005
3 221,76 0,13 0,147 0,014
4 223,46 0,20 0,200 0,001
5 225,56 0,27 0,278 0,011
6 229,36 0,33 0,448 0,115
7 231,48 0,40 0,550 0,115
8 231,78 0,47 0,564 0,097
9 235,54 0,53 0,730 0,197

10 235,65 0,60 0,735 0,135
11 236,16 0,67 0,755 0,088
12 237,07 0,73 0,788 0,055
13 237,29 0,80 0,795 0,005
14 239,00 0,87 0,849 0,018
15 241,13 0,93 0,901 0,032

Alle Messwerte sind normalverteilt, da die maximale Abweichung von 0,197 kleiner ist als der kritische Wert (a = 0,05) von
0,338 [117].

13.5 Interaktionsanalyse von Sarlp und Phospholipid-Monoschichten durch

Z-Scan-FCS

13.5.1 Setupkalibrierung zur Bestimmung der Fokusfldche

G(t)
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Abbildung 140: Korrelationskurve einer Alexa488-Hydrazid-
Losung. Die Daten wurden nach einem Modell mit 3
dimensionaler Diffusion ohne Triplettanteil (Gleichung [8])
angepasst. Die dabei erhaltene 7, betrdgt 33,776 us was
bei einem D von 4,14 - 10° cm” s~ [81] nach Gleichung [6]

einty von 237 nm ergibt (S =7,3).
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13.5.2 Interaktion von Sarlpsccsaiags (100 %) mit einer MMM-Monoschicht
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Abbildung 141: Z-Scan-FCS-Auswertung von Sarlpscesauss hach Injektion in Gegenwart einer 30 mN m' MMM-
Monoschicht (nicht markiert). Die Analysen erfolgten an mehreren Stellen (jede Graphik entspricht einer Position) und

wurden im Detektionskanal 2 (—) analysiert. (Segmentlange: 10s);

Tabelle 40: Zusammenfassung der Teilchenzahlen von Sarlpgccsausgs Nach Injektion in Gegenwart einer 30 mN m™
MMM-Monoschicht

Position Abbildung N in
1 Abbildung 141, Bild A 88,98
2 Abbildung 141, Bild B 93,81
3 Abbildung 141, Bild C 99,52
4 Abbildung 141, Bild D 106,62
5 Abbildung 141, Bild E 110,57
6 Abbildung 141, Bild F 101,16
7 Abbildung 141, Bild G 106,81
8 Abbildung 141, Bild H 108,95
9 Abbildung 141, Bild | 101,27

LV



13 Anhang

13.5.3 Interaktion von Sarlp-Mischungen mit MMM-Monoschichten
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Abbildung 142: Z-Scan-FCS-Auswertung von Sarlp (Sarlp mit 1,16 % Anteil an
Sarlpscesaugs) Nach Injektion in Gegenwart einer 30 mN m™ MMM-Monoschicht
(nicht markiert). Die Analysen erfolgten an mehreren Stellen (jede Graphik

entspricht einer Position) und wurden im Detektionskanal 2 (

(Segmentldnge: 10s).

) analysiert

Abbildung 143: Z-Scan-FCS-Auswertung von Sarlp (Sarlp mit 0,8 % Anteil an
Sarlpscesaags) Nach Injektion in Gegenwart einer 30 mN m™ MMM-Monoschicht
(nicht markiert). Die Analysen erfolgten an einer Stelle und wurden im
) analysiert (Segmentlange: 105s).

Detektionskanal 2 (

Abbildung 144: Z-Scan-FCS-Auswertung von Sarlp (Sarlp mit 2,7 % Anteil an
Sarlpgcesamss) Nach Injektion in Gegenwart einer 30 mN m™ MMM-Monoschicht
(nicht markiert). Die Analysen erfolgten an einer Stelle und wurden im
) analysiert (Segmentlange: 105s).
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Abbildung 145: Z-Scan-FCS-
Auswertung von Sarlp (Sarlp mit 1,85
% Anteil an SarlpSCCSAI488) nach
Injektion in Gegenwart einer 30 mN m-
1 MMM-Monoschicht (nicht markiert).
Die Analysen erfolgten an mehreren
Stellen (jede Graphik entspricht einer
Position) und wurden im
Detektionskanal 2 (—) analysiert
(Segmentldnge: 105s).
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Tabelle 41: Zusammenfassung der Teilchenzahlen von Sarlp (Sarlp mit 1,16 % Anteil an Sarlpscesauss) nach Injektion in
Gegenwart einer 30 mN m™ MMM-Monoschicht

Position Abbildung Ninin
1 Abbildung 142, Bild A 13,99
2 Abbildung 142, Bild B 15,25
3 Abbildung 142, Bild C 13,94
4 Abbildung 142, Bild D 8,30
1 Abbildung 143 5,39
1 Abbildung 144 13,73
1 Abbildung 145, Bild A 15,61
2 Abbildung 145, Bild B 15,84

13.5.4 Interaktion von Sarlp-Mischungen mit DLPC/DPLS-Monoschichten
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Abbildung 146: zeigt die Z-Scan-FCS-Auswertung von Sarlp (Sarlp mit 1,16 % Anteil an Sarlpscesamss) nach Injektion in
Gegenwart einer 30 mN m* DLPC/DLPS Monoschicht (nicht markiert). Die Analysen erfolgten an mehreren Monoschichten
(jede Graphik entspricht einer Monoschicht) und wurden im Detektionskanal 2 (—) analysiert (Segmentlénge: 105s).

Tabelle 42: Zusammenfassung der Teilchenzahlen von Sarlp (Sarlp mit 1,16 % Anteil an Sarlpsccsaass) Nach Injektion in
Gegenwart eines 30 mN m* DLPC/DLPS Monoschicht

Monoschicht N 1hin
1 (Abbildung 146, Bild A) 3,19
2 (Abbildung 146, Bild B) 1,94
3 (Abbildung 146, Bild C) 1,59

13.5.5 Interaktion von Sarlp-Mischungen mit fluoreszierenden MMM-Monoschichten

13.5.5.1 MMM-Monolayer 1
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Abbildung 147: Z-Scan-FCS-Auswertung von Sarlp (Sarlp mit 1 % Anteil an Sarlpgcesaags) Nach Injektion in Gegenwart
einer 30 mN m™ MMM-Monoschicht (ebenfalls fluoreszenzmarkiert). Die Analysen erfolgten an mehreren Positionen vor
und nach der Injektion. Jede Graphik zeigt dabei eine Position, wobei die Messungen vor der Injektion ausschlieBlich im
Detektionskanal 1 (—) und die Messungen nach der Injektion in beiden Detektionskanilen (— und —) gemessen und
analysiert wurden (Segmentlange: 105s).

Tabelle 43: Zusammenfassung der Teilchenzahlen von Sarlp (Sarlp mit 1 % Anteil an Sarlpsccesaugs) Nach Injektion in
Gegenwart einer 30 mN m™ MMM-Monoschicht (fluoreszenzmarkiert mit 5 - 10° mol% ATTO 633 DOPE), die vor und nach
der Injektion vermessen wurde.

Position Abbildung N mingipiavor N mingipianac N ninprotein
1 (Abbildung 147, Bild A) 2898  e---- e
2 (Abbildung 147, Bild B) 2809  e---- s
3 (Abbildung 147, Bild C) 2697 ----- o
4 (Abbildung 147, Bild D) 2688  e---- s
5 (Abbildung 147, Bild E) 2808  ----- s
6 (Abbildung 147, Bild F) 2925  ----- oo
7 (Abbildung 147, Bild G) 2688  ----- o
8 (Abbildung 147, Bild H) 2794  ----- ool
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(Abbildung 147, Bild 1)
(Abbildung 147, Bild J)
(Abbildung 147, Bild K)
(Abbildung 147, Bild L)
(Abbildung 147, Bild M)
(Abbildung 147, Bild N)
(Abbildung 147, Bild O)

N OO b W NP

2444
25,46
24,40
23,43
26,09
2422
26,37

32,77
3197
3141
3137
33,76
32,89
3147

13.5.5.2 MMM-Monolayer 2
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Abbildung 148: Z-Scan-FCS-Auswertung einer 30 mN m™ MMM-Monoschicht mit
5. 10" mol% ATTO 633 DOPE vor der Injektion von Sarlp. Die Analysen erfolgten
an mehreren Stellen. Jede Graphik zeigt dabei eine Position, wobei die
Messungen ausschliefRlich im Detektionskanal 1 (—) gemessen und analysiert
wurden (Segmentldnge: 3s).

LXI



13 Anhang

LXII



13 Anhang

Abbildung 149: Z-Scan-FCS-
Auswertung einer 30 mN m”" MMM-
Monoschicht mit 5 - 10 mol% ATTO
633 DOPE nach der Injektion von
Sarlp. Die Analysen erfolgten an
mehreren Stellen. Jede Graphik zeigt
dabei eine Position, wobei die
Messungen im Detektionskanal 1 (—)
gemessen und analysiert wurden
(Segmentlange: 3s).
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Abbildung 150: Z-Scan-FCS-Auswertung von Sarlp (Sarlp mit 0,06 % Anteil an Sarlpsccsaugs) Nach Injektion in Gegenwart
einer 30 mN m™ MMM-Monoschicht (mit 5 - 10° mol% ATTO 633 DOPE). Die Analysen erfolgten an mehreren Positionen
nach der Injektion. Jede Graphik zeigt dabei eine Position, wobei die Messungen nach der Injektion im Detektionskanal 2
(—) gemessen und analysiert wurden (Segmentldnge: 3s).
Tabelle 44: Zusammenfassung der Teilchenzahlen von Sarlp (Sarlp mit 0,06 % Anteil an Sarlpscesauss) Nach Injektion in
Gegenwart einer 30 mN m™ MMM-Monoschicht (fluoreszenzmarkiert mit 5 - 10° mol% ATTO 633 DOPE), die vor und nach

der Injektion vermessen wurde.

Position Abbildung ming;pidvor ming;pidnach MiNprotein
1 (Abbildung 148, Bild A) 2846  meeee oo
2 (Abbildung 148, Bild B) 2989  ae-ee i
3 (Abbildung 148, Bild C) 2833 eeeee i
4 (Abbildung 148, Bild D) 2959  a--ee il
5 (Abbildung 148, Bild E) 2962 eeeee i
6 (Abbildung 148, Bild F) 2842 —---- i
7 (Abbildung 148, Bild G) 2982  ----- e
8 (Abbildung 148, Bild H) 2927 ee--- i
9 (Abbildung 148, Bild 1) 2964  ----- oo
10 (Abbildung 148, Bild J) 2903 ----- -
11 (Abbildung 148, Bild K) 2788  ----- aeees
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Tabelle 44: Zusammenfassung der Teilchenzahlen von Sarlp (Sarlp mit 0,06 % Anteil an Sarlpscesauss) Nach Injektion in
Gegenwart einer 30 mN m™ MMM-Monoschicht (fluoreszenzmarkiert mit 5 - 10° mol% ATTO 633 DOPE), die vor und nach
der Injektion vermessen wurde.

Position

Abbildung

mingipidvor mingipidnach Mminprotein

12 (Abbildung 148, Bild L) 2863 - aaaas
13 (Abbildung 148, Bild M) 2865 - e
14 (Abbildung 148, Bild N) 2748 e
15 (Abbildung 148, Bild O) 2866 @ ----- e
16 (Abbildung 148, Bild P) 2840  e---- e
17 (Abbildung 148, Bild Q) 2956  eeeee ol
18 (Abbildung 148, Bild R) 2777 eeeee
19 (Abbildung 148, Bild S) 2907 ----- e
20 (Abbildung 148, Bild T) 2785  —---- e
21 (Abbildung 148, Bild U) 2752  —a--- s
22 (Abbildung 148, Bild V) 2435  —.--- -
23 (Abbildung 148, Bild W) 2714 —a--- s
24 (Abbildung 148, Bild X) 2740  ----- i
25 (Abbildung 148, Bild Y) 2637  ee-ee e
26 (Abbildung 148, Bild Z) 2783 ae--- i
27 (Abbildung 148, Bild AA) 2576 —e--- i
28 (Abbildung 148, Bild AB) 2702 —e--- i
29 (Abbildung 148, Bild AC) 2758  —-e--- i
30 (Abbildung 148, Bild AD) 2820  —e--- i
31 (Abbildung 148, Bild AE) 2720 eeeee
32 (Abbildung 148, Bild AF) 2763 —e--- i
33 (Abbildung 148, Bild AG) 2834 - aaaaa
34 (Abbildung 148, Bild AH) 2801  ----- aaaas
35 (Abbildung 148, Bild Al) 2803 - e
36 (Abbildung 148, Bild AJ) 2586  ----- e
37 (Abbildung 148, Bild AK) 2758 - e
38 (Abbildung 148, Bild AL) 2831 - e
39 (Abbildung 148, Bild AM) 2637 e---- e
40 (Abbildung 148, Bild AN) 2783 e---- e
41 (Abbildung 148, Bild AO) 2761 eeeee e
42 (Abbildung 148, Bild AP) 2827  e-ee- e
43 (Abbildung 148, Bild AQ) 2785  e---- e
44 (Abbildung 148, Bild AR) 2687  ----- e
45 (Abbildung 148, Bild AS) 2496  ----- e
46 (Abbildung 148, Bild AT) 2725  ae--- i
1 (Abbildung 149, BildA)  ----- 2346 0 -----
2 (Abbildung 149, BildB)  ----- 2630 e----
3 (Abbildung 149, BildC)  ----- 2472 a----
4 (Abbildung 149, BidD)  ----- 2489 ----
5 (Abbildung 149, BildE)  ----- 2141 ae---
6 (Abbildung 149, BildF)  ----- 2502 ee---
7 (Abbildung 149, BildG)  ----- 2567  ee---
8 (Abbildung 149, BildH)  ----- 2507 ee---
9 (Abbildung 149, Bild1)  ----- 2650 -e---
10 (Abbildung 149, BildJ))  ----- b2 10 H———
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Tabelle 44: Zusammenfassung der Teilchenzahlen von Sarlp (Sarlp mit 0,06 % Anteil an Sarlpscesauss) Nach Injektion in
Gegenwart einer 30 mN m™ MMM-Monoschicht (fluoreszenzmarkiert mit 5 - 10° mol% ATTO 633 DOPE), die vor und nach
der Injektion vermessen wurde.

Position

Abbildung

mingipidvor mingipidnach Mminprotein
11 (Abbildung 149, Bild K)  ----- 2573 -
12 (Abbildung 149, BildL) ~ ----- 2368 a-ee-
13 (Abbildung 149, BildM)  ----- 2613 —eee-
14 (Abbildung 149, Bild N)  ----- 2455 e
15 (Abbildung 149, BildO)  ----- 2797  -----
16 (Abbildung 149, BildP)  ----- 2441 e
17 (Abbildung 149, BildQ) ~  ----- 2547  eee--
18 (Abbildung 149, BildR)  ----- 2428  -----
19 (Abbildung 149, BildS)  ----- 2696 -----
20 (Abbildung 149, BildT)  ----- 2528  -----
21 (Abbildung 149, BidU)  ----- 2402 -----
22 (Abbildung 149, Bildv)  ----- 2554  -----
23 (Abbildung 149, Bidw)  ----- 2610 0 -----
24 (Abbildung 149, BildX)  ----- 2604  -----
25 (Abbildung 149, BildY)  ----- 2408  -----
26 (Abbildung 149, Bidz)  ----- 2725 -----
27 (Abbildung 149, Bild AA) ----- 2326 -----
28 (Abbildung 149, Bild AB) ~ ----- 2685  -----
29 (Abbildung 149, Bild AC)  ----- 2553 -----
30 (Abbildung 149, Bild AD)  ----- 2702 -----
31 (Abbildung 149, Bild AE)  ----- 2666 0 -----
32 (Abbildung 149, Bild AF)  ----- 2405  —eee-
33 (Abbildung 149, Bild AG) ----- 2785 -----
34 (Abbildung 149, Bild AH) ~ ----- 2441 -
35 (Abbildung 149, Bild Al)  ----- 23,75  -----
36 (Abbildung 149, BildAJ)  ----- 2513 -
37 (Abbildung 149, Bild AK)  ----- 2408  -----
38 (Abbildung 149, Bild AL)  ----- 2628  -----
1 (Abbildung 150, BildA)  ----- ----- 3,03
2 (Abbildung 150, Bild B) ~ -----  oeeo- 2,43
3 (Abbildung 150, BildC) ~ -----  ----- 2,85
4 (Abbildung 150, Bild D) ~ -----  —eeo- 3,04
5 (Abbildung 150, Bild E) ~ -----  —eeo- 2,43
6 (Abbildung 150, Bild F) ~ -----  oeeo- 2,66
7 (Abbildung 150, Bildg) ~ -----  ----- 2,74
8 (Abbildung 150, BildH)  -----  o---- 3,03
9 (Abbildung 150, Bild1)  -----  o---- 3,07
10 (Abbildung 150, BildJ)  -----  oo--- 2,89
11 (Abbildung 150, Bild k)  ----- o= 3,51
12 (Abbildung 150, BildL) ~  -----  ----- 3,22
13 (Abbildung 150, BildM)  ----- oo--- 3,18
14 (Abbildung 150, Bild N) ~ -----  o-- 3,07
15 (Abbildung 150, BildO)  -----  ----- 3,22
16 (Abbildung 150, BildP)  -----  ----- 3,27
17 (Abbildung 150, Bild Q) ~ -----  eee-- 3,27
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13 Anhang

Tabelle 44: Zusammenfassung der Teilchenzahlen von Sarlp (Sarlp mit 0,06 % Anteil an Sarlpscesauss) Nach Injektion in
Gegenwart einer 30 mN m™ MMM-Monoschicht (fluoreszenzmarkiert mit 5 - 10° mol% ATTO 633 DOPE), die vor und nach
der Injektion vermessen wurde.

Position Abbildung mingipidvor Mingipidnach N minprotein
18 (Abbildung 150, BildR) ----- - 3,03
19  (Abbildung150,BildS) ----- . 3,27
20 (Abbildung150,BildT) ~  ----- . 3,02
21 (Abbildung150,BildU) ~ ----- . 3,08
22 (Abbildung 150, BildV)  ----- a---- 3,49
23 (Abbildung 150, BildwW)  ----- —---- 3,15
24 (Abbildung 150, BildX)  ----- ----- 3,10
25 (Abbildung 150, BildY)  -----  ----- 3,21
26 (Abbildung 150, Bildz)  -----  ----- 3,46
27 (Abbildung 150, Bild AA)  ----- . 3,45
28 (Abbildung 150, Bild AB)  -----= . 3,25
29  (Abbildung 150, Bild AC) ~ -----  —ooo. 3,21
30  (Abbildung 150, Bild AD) ~ -----  oooo. 3,44
31 (Abbildung 150, Bild AE) ~ ----- oo 3,46
32 (Abbildung 150, Bild AF) ~ -----  aeoo. 3,14
33 (Abbildung 150, Bild AG) ~ -----  —eoas 3,10
34 (Abbildung 150, Bild AH)  ----- . 3,45
35  (Abbildung 150, Bild Al)  -----  aeoo. 3,33
36 (Abbildung 150, Bild AJ)) ~ -----  aeoas 3,39
37 (Abbildung 150, Bild AK)  ----- ----- 3,20
38 (Abbildung 150, Bild AL) ~ -----  aeoes 3,38
39 (Abbildung 150, Bild AM)  ----- . 3,02
40  (Abbildung 150, Bild AN)  ----- ... 3,47
41  (Abbildung 150, Bild AO)  ----- ... 3,29
42 (Abbildung 150, Bild AP)  ----- .. 3,30
43 (Abbildung 150, Bild AQ)  ----- - 3,56
44 (Abbildung 150, Bild AR)  ----- .. 3,53
45 (Abbildung 150, Bild AS)  -----  ----- 3,21
46 (Abbildung 150, Bild AT)  ----- ----- 3,13
47 (Abbildung 150, Bild AU)  ----- ----- 3,62
48 (Abbildung 150, Bild AV)  -----  ----- 3,48

13.5.5.3 MMM-Monolayer 3

Teilchenzahl

1 m 3 40 5 B0 70 BO 90 100 1iD
tis

LXIX



13 Anhang

Abbildung 151: Z-Scan-FCS-
Auswertung einer 30 mN m™" MMM-
Monoschicht mit 5 - 10° mol% ATTO
633 DOPE vor der Injektion von Sarlp.
Die Analysen erfolgten an mehreren
Stellen. Jede Graphik zeigt dabei eine
Position, wobei die  Messungen
ausschlieRlich im Detektionskanal 1 (—
) gemessen und analysiert wurden
(Segmentlénge: 105s).
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Abbildung 152: Z-Scan-FCS-Auswertung einer 30 mN m™ MMM-Monoschicht mit
5. 10° mol% ATTO 633 DOPE nach der Injektion von Sarlp. Die Analysen
erfolgten an mehreren Stellen. Jede Graphik zeigt dabei eine Position, wobei die
Messungen im Detektionskanal 1 (—) gemessen und analysiert wurden
(Segmentldnge: 10s).

Abbildung 153: Z-Scan-FCS-Auswertung von Sarlp (Sarlp mit 0,06 % Anteil an
Sarlpscesaags) Nach Injektion in Gegenwart einer 30 mN m™ MMM-Monoschicht
(mit 5 - 10° mol% ATTO 633 DOPE). Die Analysen erfolgten an mehreren
Positionen nach der Injektion. Jede Graphik zeigt dabei eine Position, wobei die
Messungen nach der Injektion im Detektionskanal 2 (—) gemessen und
analysiert wurden (Segmentlange: 105s).
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Tabelle 45: Zusammenfassung der Teilchenzahlen von Sarlp (Sarlp mit 0,06 % Anteil an Sarlpscesauss) nach Injektion in
Gegenwart einer 30 mN m™ MMM-Monoschicht (fluoreszenzmarkiert mit 5 - 10° mol% ATTO 633 DOPE), die vor und nach
der Injektion vermessen wurde.

Position

Abbildung

mingipidvor

mingipidnach

MmiNprotein

O 00 N O Ul B W N B

&DOO\IO\U'I-PUJNI—‘SLOOO\IO\U‘I-&UJNI—\

=
o

(Abbildung 151, Bild A)
(Abbildung 151, Bild B)
(Abbildung 151, Bild C)
(Abbildung 151, Bild D)
(Abbildung 151, Bild E)
(Abbildung 151, Bild F)
(Abbildung 151, Bild G)
(Abbildung 151, Bild H)
(Abbildung 151, Bild 1)
(Abbildung 151, Bild J)
(Abbildung 151, Bild K)
(Abbildung 151, Bild L)
(Abbildung 151, Bild M)
(Abbildung 151, Bild N)
(Abbildung 152, Bild A)
(Abbildung 152, Bild B)
(Abbildung 152, Bild C)
(Abbildung 152, Bild D)
(Abbildung 152, Bild E)
(Abbildung 152, Bild F)
(Abbildung 152, Bild G)
(Abbildung 152, Bild H)
(Abbildung 152, Bild 1)
(Abbildung 152, Bild J)
(Abbildung 153, Bild A)
(Abbildung 153, Bild B)
(Abbildung 153, Bild C)
(Abbildung 153, Bild D)
(Abbildung 153, Bild E)
(Abbildung 153, Bild F)
(Abbildung 153, Bild G)
(Abbildung 153, Bild H)
(Abbildung 153, Bild 1)
(Abbildung 153, Bild J)

35,38
30,93
31,68
31,55
29,44
31,39
29,44
30,51
30,36
27,63
29,40
29,50
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13.5.6 Filmwaagedaten zu den vorherigen Insertionen von Sarlp

13.5.6.1 100 % Sarlpsccsaiass in MMM-Monoschichten

70

69

68 o

67

66

Alcm®

651 Abbildung 154: Flachenverlauf einer MMM-Monoschicht
o4 4 l (30 mN m'l) ohne Injektion (—) und mit Injektion von
Sarlpscesauss (—). Vom Zeitpunkt der Injektion (=) bis zum
Messzeitpunkt (=) ergibt sich eine Flachendifferenz von
0,24 cm? bei einer Endflidche (zum Zeitpunkt der Messung)

0.0 05 1.0 15 20 von 63[83 sz.
t/h

63

62

13.5.6.2 Mischungen aus Sarlp und Sarlpsccsaiass in MMM-Monoschichten

63

62.5

62

60.5—

60 | 1 1 L 1 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 L 1 1 1 1 | 1 L 1
0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
t/h

Abbildung 155: Flachenverlauf einer MMM-Monoschicht (30 mN m’l) mit Injektion von Sarlp (Sarlp mit 1,16 %
Sarlpgccsamss) (—). Vom Zeitpunkt der Injektion (=) bis zum Messzeitpunkt (=) ergibt sich eine Flachendifferenz von 1,57
cm? (fiir die Messungen 1-3) bzw. 1,41 cm? (fur die Messung 4) bei einer Endflache (zum Zeitpunkt der Messung) von 61,85
cm’ (fur die Messungen 1-3) bzw. 61,69 cm’ (fur die Messung 4).

A,,"cmZ

Abbildung 156: Flachenverlauf einer MMM-Monoschicht
(30 mN m'l) mit Injektion von Sarlp (Sarlp mit 0,8 %
Sarlpgcesauss) (—). Vom Zeitpunkt der Injektion (=) bis zum
, Messzeitpunkt (=) ergibt sich eine Flachendifferenz von

9 2,17 cm? bei einer Endflache (zum Zeitpunkt der Messung)
t/h von 61,66 cm’,

L N N S
10 11 12 13 14 15 16 17
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ﬁ./cmZ

Abbildung 157: Flachenverlauf einer MMM-Monoschicht
(30 mN m'l) mit Injektion von Sarlp (Sarlp mit 2,7 %
Sarlpgcesausgs) (—)- Vom Zeitpunkt der Injektion (=) bis zum
Messzeitpunkt (=) ergibt sich eine Flachendifferenz von

8 t+——1T—7T— T T
01234567 8 91011121314151617 1,68 cm? bei einer Endflache (zum Zeitpunkt der Messung)
t/h von 61,39 cm’.
59,0
58,5 - 4
58,0 - 4
“g 575 | Abbildung 158: Flachenverlauf einer MMM-Monoschicht
S (30 mN m’l) mit Injektion von Sarlp (Sarlp mit 1,85 %
< 57,01 1 Sarlpscesaass) (—). Vom Zeitpunkt der Injektion (=) bis zum
Messzeitpunkt (=) ergibt sich eine Flachendifferenz von
56,5 - B . . 2 . .
0,98 cm? (fur die Messung 1) bzw. 1,02 cm” (fir die
56,0 ‘ : . . : : Messung 2) bei einer Endflache (zum Zeitpunkt der

00 05 10 15 20 25 30 35 40 \assung) von 57,9 cm’ (fiir die Messung 1) bzw. 57,94 cm’

t/h (far die Messung 2).

13.5.6.3 Mischungen aus Sarlp und Sarlpsccsauss in DLPC/DLPS-Monoschichten

71 T T T T T T T T T T T T T
70 —
69 - T

68 —

f |

66 —

Alent

65— —

64 -

63/ 1 -

62 —

61 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 L 1 1 I 1 L 1 1 1 1 1 1 1 1
(1] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
t/h

Abbildung 159: Flachenverlauf von DOPC/DOPS Monoschichten bei 30 mN m™ (— Monoschicht 1; — Monoschicht 2; —
Monoschicht 3) mit Injektion von Sarlp (Sarlp mit 1,16 % Sarlpgccsaumss)- Vom Zeitpunkt der Injektion (=) bis zum
Messzeitpunkt (=) ergeben sich die jeweiligen Flachendifferenzen (0,64 cm? Monoschicht 1 (—); 2,43 cm? Monoschicht 2
(—); 1,02 cm? Monoschicht 3 (—)) bei den jeweiligen Endflachen (zum Zeitpunkt der Messung) von 63,26 cm’ Monoschicht
1(—); 70,31 cm? Monoschicht 2 (—); 63,19 cm? Monoschicht 3 (—).
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13.5.6.4 Mischungen aus Sarlp und Sarlpsccsaass in markierte MMM-Monoschichten

305"
30,0 -
29,5 -
29,0

28,5

A/cm2

28,0

27,5

27,0

0,0

33

32

31

A,,"cmZ

30

29

28

0,00

30,5

T T
025 050 0,75

1,00
t/h

T
1,25

T
1,50

T
1,75

2,00

30,0
29,5
29,0
28,5 -

28,0

A/cm2

27,5

27,0

T T T
025 050 0,75

1,00
t/h

T
1,25

T
1,50

T
1,75

2,00

Abbildung 160: Flachenverlauf einer MMM-Monoschicht
(30 mN m’l) mit Injektion von Sarlp (Sarlp mit 1,02 %
Sarlpgcesamss) (—). Vom Zeitpunkt der Injektion (=) bis zum
Messzeitpunkt (=) ergibt sich eine Flachendifferenz von
3,21 cm? bei einer Endfldche (zum Zeitpunkt der Messung)
von 30,38 cm’.

Abbildung 161: Flachenverlauf einer MMM-Monoschicht
(30 mN m’l) mit Injektion von Sarlp (Sarlp mit 0,06 %
Sarlpgcesaass) (—). Vom Zeitpunkt der Injektion (=) bis zum
Messzeitpunkt (=) ergibt sich eine Flachendifferenz von
2,98 cm? bei einer Endfldche (zum Zeitpunkt der Messung)
von 31,52 cm’,

Abbildung 162: Flachenverlauf einer MMM-Monoschicht
(30 mN m'l) mit Injektion von Sarlp (Sarlp mit 0,06 %
Sarlpgcesaass) (—). Vom Zeitpunkt der Injektion (=) bis zum
Messzeitpunkt (=) ergibt sich eine Flachendifferenz von
3,14 cm? bei einer Endfldche (zum Zeitpunkt der Messung)
von 30,23 cm’,

13.5.7 Bestimmung des Fehlers der Flaichenermittlung durch die Langmuir-Filmwaage

31,56

31,53

31,50

|

31,47 4

e

A/n.:m2

31,44

31,41

31,38

|

120

121

122

/s

123

124

125

Abbildung 163: Flachenverlauf einer MMM-Monoschicht
(r=30mN m_l). Bestimmt wurde die Standardabweichung
(0,02 cmz; —) der Schwankung des Messsignals, welche als
Fehler fiir Messung der Oberflaiche durch die Filmwaage
herangezogen wurde. Im Falle der Berechnung der
Flachendifferenz  (AA) wird von der doppelten
Standardabweichung ausgegangen (0,04 cmz).
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