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1 Einleitung

1.1. Multiparameter-Fluoreszenz-Image-

Spektroskopie

Fluoreszenz-mikroskopische und -spektroskopische Methoden verfiigen iiber ein breites
Anwendungsspektrum in Forschungsfeldern der physikalischen Chemie, Biophysik, Bioche-
mie und bei zellbiologischen Fragestellungen. Besonders im Zuge der Etablierung des griin
fluoreszierenden Proteins (GFP) als Marker fiir Zielproteine in lebenden Zellen hat sich die
Fluoreszenz-Mikroskopie als nicht-invasive Technik unentbehrlich gemacht, um zellulare
Organisation und Reaktionsmechanismen aufzukliren [Bastiaens und Pepperkok 2000],
[Straight 2007], [Wang et al. 2008], [Goldmann et al. 2009].

Die Fluoreszenz eines Chromophors besitzt neben ihren spektralen Eigenschaften weitere
Parameter, die Aufschluss iiber den Zustand und die Umgebung des Chromophors liefern
konnen. Hier sind besonders die Fluoreszenz-Lebensdauer und die Fluoreszenz-Anisotropie
zu nennen, da sie als Indikatoren fiir Energietransfer zwischen fluoreszenten Proteinen
und damit fiir Komplexbildung der fusionierten Zielproteine dienen kénnen. Des Weiteren
enthéalt die zeitliche Entwicklung der Fluoreszenz Informationen iiber z. B. Konzentration
und Mobilitdt der Zielmolekiile. Es wurden eine Reihe von speziellen Fluoreszenz-Techniken
entwickelt, die sich einzelner Parameter bedienen, um mit ihrer Hilfe einzelne Aspekte
der Proteinwechselwirkung und Zellphysiologie zu untersuchen [Liu et al. 2008], [Borst
und Visser 2010], [Ishikawa-Ankerhold et al. 2012]: Fluoreszenz-Lebensdauer-Mikroskopie
(Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy, FLIM), Fluoreszenz-Anisotropie-Mikroskopie
(Fluorescence Anisotropy Imaging Microscopy, FAIM), Forster-Resonanz-Energietransfer
(FRET), Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (Fluorescence Correlation Spectroscopy,
FCS), Fluoreszenz-Kreuzkorrelations-Spektroskopie (Fluorescence Cross-Correlation Spec-
troscopy, FCCS), Fluoreszenzerholung nach Photobleichen (Fluorescence recovery after
Photobleaching, FRAP), usw.
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Die Idee der Multiparameter-Fluoreszenz-Detektion (MFD) ist nun, alle Fluoreszenz-
Parameter simultan zu messen und zu analysieren, um in einer Messung die maximal
enthaltene Information zu extrahieren [Eggeling et al. 2001], [Kithnemuth und Seidel 2001],
[Widengren et al. 2006]. Wahrend die Methode urspriinglich fiir Einzelmolekiilmessungen
entwickelt und perfektioniert wurde [Sisamakis et al. 2010], wurde sie vor einigen Jahren
zur Multiparameter-Fluoreszenz-Image-Spektroskopie (MFIS) erweitert und erfolgreich in
lebenden Zellen angewendet [Kudryavtsev et al. 2007] , [Weidtkamp-Peters et al. 2009],
[Kravets et al. 2012].

MFIS liefert in jedem Pixel eines Bildes nicht nur die Fluoreszenz-Intensitit, sondern auch
Parameter wie Lebensdauer, Anisotropie und den Abstand von Fluorophoren. Auf diese
Weise kann eine Analyse von z. B. Proteinkomplexbildung mit hoher raumlicher Auflésung
erfolgen. Spezies kdnnen identifiziert und selektiv analysiert werden, ohne die Information

iiber die Lokalisation im Bild und damit der Zelle zu verlieren.

1.1.1. Forster-Resonanzenergietransfer zum Nachweis von

Protein-Protein-Interaktionen in lebenden Zellen

Die Wechselwirkungen zwischen Proteinen steuern die elementaren Abldufe in lebenden
Zellen wie Signaltransduktion, Immunabwehr, Wachstum und Zelltod. Mit wem, wie
und wo in der Zelle ein Protein interagiert sind die Schliisselfragen zur Erforschung
ihrer Funktion. In Fluoreszenz-mikroskopischen Aufnahmen kann die Lokalisation von
fluoreszenzmarkierten Proteinen innerhalb der Zelle bestimmt werden. Allerdings kann die
Bindung von Proteinen optisch nicht aufgelost werden, da diese auf einer Lingenskala
von wenigen Nanometern stattfinden, die unterhalb des Beugungslimits von etwa 250 nm
liegen. Mit Hilfe des Forster-Resonanzenergietransfers (FRET) kann die relative Nihe
von Molekiilen iiber die optische Grenze hinaus bestimmt werden. FRET kann zwischen
einem Donor- und einem Akzeptor-Fluorophor stattfinden, wenn diese einen Abstand von
typischerweise unter zehn Nanometern besitzen. Sind Donor und Akzeptor an Biomolekiile
gekoppelt, so impliziert das Auftreten von FRET die unmittelbare Ndhe der gekoppelten

Molekiile zueinander und dient daher als Nachweis fiir Bindung und Komplexbildung.

In der Fluoreszenz-Mikroskopie finden FRET-Messungen mit fluoreszenten Proteinen eine
breite Anwendung, um in lebenden Zellen Protein-Interaktionen nachzuweisen [Levitt et al.
2009], [Padilla-Parra und Tramier 2012]. FRET-Messungen konnen robust und unkom-
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pliziert intensitatsbasiert durch z. B. Akzeptor-Photobleichen erfolgen [Kaminski et al.
2014]. Die Fluoreszenz-Lebensdauer-Mikroskopie stellt eine fortgeschrittene Methode zum
FRET-Nachweis dar (FRET-FLIM) und ermdglicht dariiber hinaus eine quantitative Be-
stimmung von FRET mit hoher raumlicher Auflosung [Becker 2012], [Walther et al. 2011].
FLIM ist daher bestens geeignet, Protein-Interaktionen in lebenden Zellen nachzuweisen
und zu quantifizieren [Wallrabe und Periasamy 2005], [Biskup et al. 2007], [Sun et al. 2012].

Eine niitzliche Variante des Resonanzenergietransfers stellt Homo-FRET zwischen gleich-
artigen Fluorophoren dar, da hier die Markierung mit einem zweiten Fluorophor entfillt.
Insbesondere ist Homo-FRET im Vergleich zu Hetero-FRET besser dazu geeignet, homo-
mere Komplexe bei niedriger FRET-Effizienz nachzuweisen [Tramier et al. 2003]. Homo-
FRET kann iiber die Abnahme der Anisotropie (Polarisation) der emittierten Fluoreszenz
zeitaufgelost gemessen werden [Chan et al. 2011], [Vogel et al. 2009] und wurde erfolg-
reich in lebenden Zellen angewandt [Gautier et al. 2001], [Paila et al. 2011], [Nguyen et al.
2012]. Die Fluoreszenz-Anisotropie-Mikroskopie ermdglicht in lebenden Zellen sowohl den
Nachweis von homomerer Komplexbildung [Tramier und Coppey-Moisan 2008] als auch die
GroBenbestimmung von Molekiilclustern [Bader et al. 2009], [Bader et al. 2011]. Des Wei-
teren kdnnen Anordnungen innerhalb von Proteindoménen aufgelost werden [Mattheyses
et al. 2010].

1.1.2. Mobilitatsmessungen von Proteinen in der Membran

Eine Vielzahl von zelluldren Prozessen wie enzymatische Reaktionen, Signaltransduktion
und die Bildung von makromolekularen Komplexen sind von der Mobilitdt der beteiligten
Proteine abhingig. Diffusion innerhalb der Zelle bzw. eines Zellkompartiments bildet die
obere Grenze fir Geschwindigkeitskonstanten von biochemischen Reaktionen und fiir die
Reaktion auf extrazelluldre Stimuli.

Die Plasmamembran enthilt in hoher Konzentration Membranproteine, die fiir eine
Fille von Prozessen von Signaltransduktion bis Zelladhdsion verantwortlich sind. Die
Proteine sind oftmals nicht rein zufallig in der Membran verteilt, sondern unterliegen einer
spezifischen lokalen Ordnung. Lipide Mikrodomanen, lipid rafts genannt [Lingwood und
Simons 2010], [Cacas et al. 2012], sind essenziell fiir die Funktionalitdt von Transportern
und Rezeptoren und spielen eine Rolle bei der Internalisierung [Chini und Parenti 2004],
[Jayanthi et al. 2004], [Bhat und Panstruga 2005], [Hanzal-Bayer und Hancock 2007, [Ku-
sumi et al. 2012|. Lipid rafts konnen generell Ausgangspunkt fiir Exo- und Endozytose sein.
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Sie kdnnen als Plattform fiir Protein-Protein-Interaktionen dienen, indem sie Rezeptoren
spezifisch mit sekundaren Proteinen und Kinasen zusammenbringen, um Signalkaskaden

auszuldsen.

Methoden der kinetischen Mikroskopie wie FRAP kdnnen Assoziationen mit Membran-
domanen wie lipid rafts nachweisen und so wertvolle Einblicke in die Mechanismen der
funktionalen Strukturierung von Zellmembranen liefern [Adkins et al. 2007], [Sergé et al.
2002].

Mit der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie werden in der Regel Diffusionskonstanten
und Konzentrationen sowie Ratenkonstantanten fiir photophysikalische und chemische
Reaktionen bestimmt [Schwille und Haustein 2004]. Dies geschieht im konfokalen Vo-
lumen auf einer im Vergleich zu FRAP kurzen Langenskala von ca. 1 um. In lebenden
Zellen wurde mittels FCS an der Membran u.a. die agonisteninduzierte Dynamik von
[-adrenergen Rezeptoren beschrieben [Hegener et al. 2004], [Prenner et al. 2007], die
Rezeptor-Ligand-Bindung von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren [Briddon und Hill 2007]
und des epidermalen Wachstumsfaktors (EGF) [Pramanik und Rigler 2001] nachgewiesen
und die Dichte von Rezeptoren in der Membran bestimmt [Chen et al. 2009].

FRAP und FCS stellen komplementédre Techniken dar und liefern Informationen iber die
Mobilitdt von Proteinen in der Membran auf kurzer Langenskala (FCS) und im Bereich
von vielen Mikrometern (FRAP). Zugrundeliegende Dynamiken kénnen in einem weiten

Zeitbereich von Mikrosekunden bis Minuten erfasst werden.
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1.2. Regulation und Signaltransduktion der
Rezeptorkinasen ACR4 und CLV1 in
Arabidopsis thaliana

Rezeptorkinasen in Pflanzen

Die Rezeptorkinasen (RK) mit leucinreichen extrazelluldren (LRR-) Doménen bilden die
groBte Rezeptorfamilie im Pflanzenreich und besitzen in der Modellpflanze Arabidopsis
thaliana iiber 600 Mitglieder [Shiu und Bleecker 2001]. Sie lokalisieren an der Zelloberflache
in der Plasmamembran und sind daher an vorderster Front bei der Erkennung von extrazel-
luldren Signalen und Pathogenen beteiligt. lhre molekulare Struktur zeigt einen modularen
Aufbau bestehend aus einer extrazellularen Domaine, einer Transmembrandomine sowie
einer zytoplasmatischen Kinasedomine (Abb. 1.1). Rezeptorkinasen binden eine Reihe
von Phytohormonen und kleinen Peptiden und iibernehmen Funktionen in vielfltigen
Signalprozessen wie der Immunabwehr (FLAGELLIN SENSITIVE2, FLS2), des Wachstums
(BRASSINOSTEROID-INSENSITIVE 1, BRI1) und des Stammzellenerhalts (CLAVATA,
CLV) [Osakabe et al. 2013], [Somssich und Simon 2012], [Wierzba und Tax 2013].

Stammzellenerhalt und der CLAVATA-Signalweg

In Pflanzen beruht oberirdisches Wachstum wie die Bildung von Blattern, Stamm und Blii-
ten und unterirdisches Wachstum wie die Bildung von Wurzeln auf der Stammzellaktivitat
und Zellteilung in Stammzellnischen, den sogenannten Meristemen. Die Stammzellpopu-
lationen in den beiden primdren Meristemen, dem Spross- und dem Wurzelmeristem des
Modellorganismus Arabidopsis thaliana werden unter anderem iiber einen Signalaustausch
zwischen den undifferenzierten Stammzellen und den sich differenzierenden, oder bereits
differenzierten Zellen stabil gehalten.

Im Spross kommt dem CLAVATA (CLV) Signalweg dabei eine zentrale Rolle zu. Der
Stammzellenerhalt wird hier durch den mobilen Transkriptionsfaktor WUSCHEL (WUS)
kontrolliert, dessen Expression wiederum durch das Peptid CLAVATA3 (CLV3) unterdriickt
wird. Wie iiber genetische Analysen gezeigt werden konnte, sind im CLAVATA- Signalweg
mindestens drei membranlokalisierte Rezeptorkinasen an der Weiterleitung des durch das
Peptid CLV3 vermittelten Signals beteiligt: Die Rezeptorkinase CLAVATAL (CLV1), das
Rezeptorprotein CLAVATA2 (CLV2) und das Kinaseprotein CORYNE (CRN) [Stahl und
Simon 2010].
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Abbildung 1.1. Die Rezeptorkinasen ACR4 und CLV1 regulieren im Wurzelmeristem von Ara-
bidopsis thaliana zusammen mit dem Peptid CLE40 den Stammzellenerhalt.

Neuere Studien belegen, dass im Wurzelmeristem ein dhnlicher Signalweg aktiv ist, der
als zentrale Bestandteile die Rezeptorkinase ARABIDOPSIS CRINKLY 4 (ACR4), das
CLV3-verwandte Peptid CLV3/ENDOSPERM SURROUNDING REGION 40 (CLE40) und
den Transkiptionsfaktor WUSCHELRELATED HOMEOBOX5 (WOX5) enthalt [Stahl
et al. 2009]. Die Anordnung und Anzahl der Stammzellen im Wurzelmeristem wird durch
die Zellen des Ruhenden Zentrums (quiescent centre, QC) und einem Riickkopplungssignal
der ausdifferenzierten Zellen gehalten (Abb. 1.1).

Aktuelle Studien von [Stahl et al. 2013] belegen nun, dass CLV1 nicht nur im Spross
sondern auch in der Wurzel eine zentrale Rolle bei der Stammzellenregulation iibernimmt.
So konnte in genetischen Analysen gezeigt werden, dass CLV1 und ACR4 in der Wurzel
in einem gemeinsamen Signalweg aktiv sind und zusammen mit dem Peptid CLE40 den
Stammzellenerhalt im Wurzelmeristem regulieren (Abb. 1.1).

An dieser Stelle ist die physikalische Interaktion der beiden Proteine noch unbekannt, sowie
Details und Dynamiken der Komplexbildung. Diese Fragen sollen in der vorliegenden Arbeit

mit fluoreszenzmikroskopischen Techniken adresssiert und beantwortet werden.
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1.2.1. Mechanismen der Signaltransduktion

Komplexbildung von Rezeptoren

Die ligandenabhangige Komplexbildung von Rezeptorkinasen und assoziierten Proteinen
in der Plasmamembran ist ein wesentlicher Schliissel zum Verstdndnis von signalverarbei-
tenden Prozessen in Pflanzenzellen. Die Interaktion von Rezeptoren und Proteinen nach
Ligandenbildung stellt auf molekularer Ebene den initialen Schritt einer Signalkaskade dar.
Das Modell der Funktionsweise von LRR-RK geht von einer ligandeninduzierten Hetero-
komplexbildung mit anderen LRR-Rezeptoren aus [Jaillais et al. 2011]. Der Brassinosteroid
(BR)-Rezeptor BRI1 bildet nach der Bindung von Brassinosteroid (BR) einen Heterokom-
plex mit der rezeptordhnlichen Kinase BAK1 [Russinova et al. 2004]. Auch der Rezeptor
FLS2 rekrutiert BAKL nach Bindung des Liganden Flaggelin, um Signalkompetenz zu
erlangen [Chinchilla et al. 2007].

Die Rolle von BAKL in unterschiedlichen Signalwegen macht deutlich, dass Rezeptoren
und rezeptordhnliche Proteine wahrscheinlich mehr als einen potentiellen Bindungspartner
unterschiedlicher Affinitat besitzen. Die Bildung von hetero- und homomeren Komplexen
kann Abhangigkeiten von Liganden, Konzentrationen oder lokalen Mikroumgebungen in
der Zelle aufweisen, sodass sich ein komplexes Netzwerk von moglichen Reaktionswegen
ergibt.

In vitro-Methoden wie die Co-Immuno-Prézipitation (Co-IP) kdnnen zwar stabile und
langlebige Komplexe in Lysaten nachweisen, allerdings ist die Ubertragbarkeit auf die
tatsdchliche Komplexbildung in vivo begrenzt. Mikroskopische Methoden sind in der Lage,
Komplexbildung in einzelnen Zellen zu untersuchen und dabei die Lokalisation in der Zelle
zu beriicksichtigen.

Wie [Bleckmann et al. 2010a] anhand von FRET-Studien zeigen konnten, liegen an der
Membran CLV1-Homomere, CLV2/CRN-Heteromere und CLV1/CLV2/CRN-Multimere,
jedoch keine CLV1/CLV2- oder CLV1/CRN-Heteromere vor. Zudem konnte (iiber
Fluoreszenz-Mikroskopie nachgewiesen werden, dass CLV2 und CRN nur in heteromeren
Komplexen an die Plasmamembran lokalisieren, wahrend sie ohne den Partner in den
Membranen des endoplasmatischen Reticulums verbleiben.

Der Nachweis der Heterokomplexbildung von BR1 und BAK1 gelang [Russinova et al.
2004] durch FRET-FLIM-Messungen in Protoplasten.

Assoziation mit Membrandomanen
Die spezifische Anordnung von Rezeptorkinasen in Membrandoméanen kann sich liganden-

induziert verdndern und so neben Komplexbildung einen weiteren initialen Schritt beim
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Auslosen von Signalkaskaden darstellen. In aktuellen Modellen der ligandeninduzierten
Rezeptoraktivierung und -internalisierung spielen lipide Mikrodomanen (lipid rafts) eine
zentrale Rolle [Simons und Toomre 2000]. Sie kénnen als Plattform fiir Proteinkomplexbil-
dung dienen und/oder Ausgangspunkt fiir Rezeptorabbau und Recycling sein.

In Mobilitatsmessungen mit FCS und FRAP an den Rezeptorkinasen BRI1 und FLS2 [Ali
et al. 2007] und den rezeptordhnlichen Kinasen BAK1 und SERK1 [Hink et al. 2008] wurde
eine verminderte Mobilitdt nach Ligandenzugabe festgestellt, die auf Clusterbildung und
Assoziation mit Mikrodoméanen als notwendigen Schritt bei der Signalantwort zuriickgefiihrt

wurde.

1.2.2. Plasmodesmata

Pflanzenzellen konnen auf zwei verschiedenen Wegen Signale austauschen [Turnbull
und Lopez-Cobollo 2013]. Sie kdnnen durch den extrazelluldren Raum (apoplastisch)
Signale Giber Liganden und membranlokalisierte Rezeptoren iibertragen. Der Austausch
von informationstragenden Molekiilen kann aber auch symplastisch durch Plasmodesmata
(PD) erfolgen. PD sind kleine Kanile, welche zwei benachbarte Pflanzenzellen miteinander
verbinden [Maule 2008]. PD kommt eine groRe Bedeutung fiir die direkte symplastische
Zell-Zell-Kommunikation zu, da Pflanzenzellen von stabilen Zellwdnden umgeben sind,
die einen direkten Austausch sonst nicht erlauben. PD ermdglichen den Austausch von
z.B. Transkriptionsfaktoren und kleinen RNA sowohl mit kurzer Reichweite zwischen
benachbarten Zellen als auch innerhalb der ganzen Pflanze. Die PorengréRe von PD
bestimmt die GroRe der durchgelassenen Molekiile und kann dynamisch durch den Auf-

und Abbau von Kallose an den Halsenden der PD reguliert werden.

Fir ACR4 und CLV1 konnte aktuell von [Stahl et al. 2013] gezeigt werden, dass beide
Proteine zwar an der Plasmamembran lokalisieren, sich jedoch aulerdem an den Plas-
modesmata konzentrieren (Abb. 1.2 B). Diese Akkumulation an PD ist sowohl in der
Modellpflanze Nicotiana benthamiana als auch Arabidopsis thaliana zu beobachten. Die
Lokalisation von Rezeptorkomplexen an diesen Zellverbindungen kdnnte eine Bedeutung
dieser Kanile auch fiir die CLE40-, oder CLV3-Signalweiterleitung implizieren und sollte
daher detailliert in dieser Arbeit mit MFIS untersucht werden.
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Blattepidermiszelle E’I& A

Plasmodesmata

Abbildung 1.2. Plasmodesmata. (A) Schema von Blattepidermiszellen, die durch Plasmodes-
mata symplastisch verbunden sind [Maule et al. 2012].(B) ACR4-GFP lokalisiert an der Plas-
mamembran und akkumuliert an Plasmodesmata (weie Pfeile)[Stahl et al. 2013]. Fluoreszenz-
Intensitdts-Bild von ACR4-GFP exprimiert in Blattepidermiszellen N. benthamiana. Der Skalie-
rungsbalken entspricht 5 um.

1.2.3. Expression in Nicotiana benthamiana

Die Komplexbildung von ACR4 und CLV1 sollte in dieser Arbeit mit MFIS untersucht wer-
den. Die niedrige Expressionsstérke der beiden Rezeptorkinasen ACR4 und CLV1 unter ihren
endogenen Promotoren in der Wurzel von Arabidopsis thaliana machte eine solche Unter-
suchung aus folgendem Grund schwierig. Zur Bestimmung der Fluoreszenz-Lebensdauer
ist eine minimale Photonenzahl pro Pixel nétig, die entweder durch ausreichende Expressi-
onsstarke der fluoreszenten Fusionsproteine oder lange Bildserien erzielt werden kann. Die
niedrige Expressionsstdrke von ACR4 und CLV1 konnte hier allerdings nicht durch lange
Bildserien kompensiert werden, da die zu untersuchenden Wurzeln mit einer Geschwindig-
keit im Bereich von pim/s wachsen und daher wahrend einer entsprechend langen Bildserie
buchstablich aus dem Bildausschnitt herauswachsen. Dariiber hinaus ist die Herstellung von
stabilen Linien von Arabidopsis thaliana, die FP-Fusionen der gewiinschten Proteine expri-
mieren, aufwendig und langwierig.

In einer anderen Modellpflanze, Nicotiana benthamiana, stand ein Estradiol-induzierbares
Expressionssystem zur Verfiigung, das den immensen Vorteil hat, dass in viel kiirzerer Zeit
verschiedene Fusionsproteine mit fluoreszenten Proteinen zur Expression gebracht und un-
tersucht werden kdnnen. Darliber hinaus hat dieses Expressionssystem den Vorteil, dass
Expressionsstéarken gut kontrolliert werden kénnen. Daher wurde die Interaktion von ACR4
und CLV1 in Blattepidermiszellen von N. benthamiana untersucht, die die RK in Fusion mit

den fluoreszenten Proteinen GFP und mCherry transient exprimierten.
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1.3. Zielsetzung der Arbeit

Das simultane Auslesen mehrerer Fluoreszenz-Parameter und die damit verbundene
Verkniipfung von Informationen iiber u.a. Energietransfer macht die Multiparameter-
Fluoreszenz-Image-Spektroskopie zu einer hochst aussagekrafigen und komplexen Methode
zur Bestimmung von Protein-Interaktionen in lebenden Zellen. Bisher wurde die Idee der
Multiparameter-Fluoreszenz-Detektion, alle moglichen Fluoreszenz-Parameter simultan zu
messen und zu analysieren, in der Multiparameter-Fluoreszenz-lmage-Spektroskopie nur an
einem Modellsystem demonstriert [Kudryavtsev et al. 2007]. Weitere Anwendungen von
MFIS in lebenden Zellen verwendeten entweder Fluoreszenz-Lebensdauer oder -Anisotropie
zum Nachweis von Protein-Interaktionen [Weidtkamp-Peters et al. 2009], [Bleckmann
2010], [Kravets et al. 2012]. In dieser Arbeit sollte das Potential von MFIS ausge-
schopft werden, durch die gleichzeitige Verfiigbarkeit von Fluoreszenz-Lebensdauer und
-Anisotropie als Indikatoren fiir Energietransfer homomere und heteromere Komplexbildung

von Proteinen simultan bestimmen zu kdnnen.

Das Wachstum der Wurzel beruht auf der Aktivitat der Stammzellnische, die Stammzellen
enthilt, aus denen sich alle Zellen der Wurzel entwickeln. Sowohl die Anordnung als
auch die Anzahl dieser Stammzellen wird durch Riickkopplungsmechanismen gehalten,
die als zentrale Elemente plasmamembranstindige Rezeptorkinasen und kleine Peptide
als Botenstoffe enthalten. In genetische Studien konnte gezeigt werden, dass die Rezep-
torkinasen ACR4 und CLV1 zusammen mit dem Peptid CLE40 in einem Signalweg zur
Stammzellenregulation aktiv sind [Stahl et al. 2013].

An dieser Stelle ist die molekulare Funktionsweise dieses rezeptorvermittelten Signalprozes-
ses und insbesondere die tatsdchliche physikalischen Interaktion der beiden Rezeptorkinasen
noch unbekannt.

In dieser Arbeit sollte die Interaktion der Rezeptorkinasen ACR4 und CLV1 auf molekularer
Ebene mit MFIS in planta untersucht werden. Insbesondere sollte eine hohe rdumliche
Aufldsung erzielt werden, um Plasmodesmata, denen eine besondere Rolle bei der Kom-

munikation zwischen Zellen zukommt, differenziert analysieren zu kdnnen.

Wihrend die Fluoreszenz-Lebensdauer-Mikroskopie zur Messung von Protein-Interaktionen
in lebenden Zellen vieler Organismen weit verbreitet ist, wird diese Methode lediglich von
wenigen Gruppen in Pflanzen angewendet [Immink et al. 2002] [Russinova et al. 2004],
[Aker et al. 2006],[Adjobo-Hermans et al. 2006], [Osterrieder et al. 2009], [Elgass et al.
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2010], [Crosby et al. 2011], u. a. da Pflanzenzellen in einem weiten spektralen Bereich
hohe Autofluoreszenz durch z. B. Chloroplasten zeigen. Messungen mit Fluoreszenz-
Anisotropie-Mikroskopie sind in Pflanzen gar nicht beschrieben. Daher galt es zu néchst,
die Messbedingungen fiir FLIM und FAIM im untersuchten Organismus Nicotiana bentha-

miana zu charakterisieren.

Um Komplexbildung mit hoher rdumlicher Aufldsung zu bestimmen, ist eine pixelweise
Analyse der Fluoreszenz-Lebensdauer und -Anisotropie nétig. Die Aussagekraft und

Zuverlassigkeit dieser Analysemethoden fiir ACR4 und CLV1 galt es zu iiberpriifen.

Die Mobilitdit von ACR4 und CLV1 in der Plasmamembran sollte in Abhangigkeit des
zugehorigen Liganden mit FCS und FRAP untersucht werden, um Aufschluss iiber

molekulare Dynamiken und spezifische lokale Anordnungen der Rezeptorkinasen zu geben.

Die einzelnen Aspekte der Interaktion von ACR4 und CLV1 (heteromere und homome-
re Komplexbildung, Lokalisation, Mobilitat) sollten zusammengefiihrt werden, um ein de-
tailliertes Bild der Funktionsweise der beiden Rezeptorkinasen auf molekularer Ebene zu

zeichnen.
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2 Theoretische Grundlagen

2.1. Fluoreszenz

Lumineszenz bezeichnet den Ubergang eines Valenzelektrons aus einem elektronisch
angeregten Zustand in den Grundzustand unter Abgabe eines Photons. Je nach Art des
angeregten Zustands unterscheidet man Fluoreszenz, einem spinerlaubten Ubergang, und
Phosphoreszenz, die einem spinverbotenem Ubergang entspricht. Der Ubergang aus einem
angeregten Singulett-Zustand, in dem das ungepaarte angeregte Elektron und das Elektron
im Grundzustand entgegengesetzten Spin besitzen, ist nach den Auswahlregeln erlaubt
und erfolgt daher schnell durch Emission eines Photons mit einer fiir Fluoreszenz typischen
Emissionsrate von 10% s~!. Der Ubergang aus einem angeregten Triplett-Zustand in den
Grundzustand ist dagegen spinverboten, da sowohl das angeregte Elektron als auch das
Elektron im Grundzustand gleichen Spin besitzen. Die Ubergangsraten fiir Phosphoreszenz
sind daher deutlich kleiner (10° bis 10° s7!) als bei der Fluoreszenz und fiihren zu z. T. sehr
langlebigen Zustdnden und dem typische Nachgliihen im Dunklen von phosphoreszierenden
Materialien [Lakowicz 2006], [Valeur 2002].

Jablonski-Diagramm

In einem sogenannten Jablonski-Diagramm sind die mdglichen Uberginge eines Va-
lenzelektrons in die verschiedenen Anregungszustinde eines Molekiils dargestellt (siche
Abb. 2.1). Die Energie ist hier auf der vertikalen Achse aufgetragen, wihrend sich die
beiden horizontalen Spalten in Spinmultiplizitat (Singulett, Triplett) unterscheiden. Die
breiteren horizontalen Linien reprasentieren die elektronischen Eigenzustinde des Molekiils.
Sie sind weiter in Schwingungsniveaus (Vq, Vs, ... ) unterteilt, die mit schmalen Linien dar-
gestellt sind. Aufgrund der mitunter hohen Anzahl von Schwingungsnivaus in Molekiilen,

sind hier nur beispielhaft einige wenige gezeigt. Die weitere Aufspaltung in Rotationsnive-
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Singulett
A = ===
) =— Triplett
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A: Absorption VR: Schwingungsrelaxation
F: Fluoreszenz IC: Innere Umwandlung
P: Phosphoreszenz ISC: Intersystem crossing

Abbildung 2.1. Jablonski-Diagramm. Das Jablonski-Termschema stellt in Form eines Energie-
diagramms qualitativ die Energieniveaus eines Molekiils und mégliche Uberginge zwischen diesen
dar. Die breiteren schwarzen horizontalen Linien reprdsentieren die elektronischen Eigenzustan-
de des Molekiils (S, T), wahrend die diinneren Linien die Schwingungsniveaus (V) darstellen.
Die Spalten unterscheiden die Spin-Multiplizitdt und zeigen dennach die Niveaus des Singulett-
Systems (links) und Triplett-Sytems (rechts). Die durchgezogenen Pfeile zeigen mégliche Uber-
ginge, in die Photonen involviert sind, wihrend die gestrichelten Pfeile strahlungslose Uberginge
darstellen.

aus ist nicht dargestellt. Mit hoheren elektronischen Zustdnden wird die Energiedifferenz
zwischen Niveaus zunehmend geringer und geht ins Kontinuum iiber. Zusétzlich iiberlappen

die Schwingungszustdnde unterschiedlicher hoherer elektronischer Zustande.

Durch Absorption (A) eines Photons geht ein Molekiil aus dem Grundzustand (Sy)
in einen elektronisch angeregten Zustand iiber. AuBer dem Ubergang in den ersten
Singulett-Zustand (S;) sind auch Ubergiénge in héhere angeregte Singulett-Zustinde (S,,
usw) méglich. Absorption stellt einen sehr schnellen Ubergang in der GréRenordnung von
Femtosekunden dar. Die Absorptionswahrscheinlichkeit hiangt quadratisch vom Ubergangs-
dipolmoment der beteiligten Zustande ab.

Die Abregung eines Molekiils aus einen angeregten Zustand kann auf mehreren Wegen
erfolgen. Die Schwingungsrelaxation (VR, von “vibrational relaxation”) stellt einen
strahlungslosen Ubergang zwischen Schwingungsniveaus innerhalb eines elektronischen
Zustands dar. Hier wird kinetische Engergie an Schwingungszustdnde innerhalb des
Molekiils oder auch Molekiile der Umgebung abgegeben. Diese Uberginge sind mit 10~

bis 107! s sehr schnell und erfolgen meist unmittelbar nach der Absorption.

13
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Die interne Umwandlung (IC von “internal conversion”) ist ein Spezialfall der Schwin-
gungsrelaxation. Bei hdheren Anregungsniveaus {iberlappen die Schwingungsniveaus
verschiedener elektronischer Zustdnde. Die interne Umwandlung bezeichnet eine Schwin-
gungsrelaxation, bei der sich der elektronische Zustand dndert.

Die Fluoreszenz (F) ist der Ubergang in den Grundzustand unter Abgabe eines Photons.
Der Prozess ist mit 10~ bis 10~7 s recht langsam und nur beim Ubergang vom S, in den
Sy-Zustand konkurrenzfahig. Der Energieverlust durch vorangegangene Schwingungsrelaxa-
tion fiihrt zu einer Rotverschiebung des emittierten Photons im Vergleich zum absorbierten
Photon (“Stokes shift").

Die Phosphoreszenz (P) ist ein weiterer Ubergang, bei dem ein Photon abgegeben wird.
Dieser Prozess ist eine Folge des Intersystem Crossing, dem verbotenen Ubergang vom
Singulett in den Triplettzustand. Solch ein Ubergang ist streng nach den elektronischen
Auswahlregeln nicht moglich. Allerdings fiihrt die Spin-Bahn-Kopplung, insbesondere in
groReren Molekiilen zu einer geringen Ubergangswahrscheinlichkeit. Intersystem Crossing

und Phosphoreszenz sind daher sehr langsame Prozesse.

Es existieren weitere strahlungslose Uberginge, die in Konkurrenz zur Fluoreszenz stehen
konnen. Hier ist vor allem der Energietransfer zwischen Molekiilen durch Dipol-Dipol-

Wechselwirkung (siehe Abschnitt 2.3) oder Kollisionen zu nennen.

2.2. Fluoreszenz-Lebensdauer

Die Fluoreszenz-Lebensdauer 7 ist die mittlere Verweildauer eines Elektrons im angeregten
Zustand und liegt typischerweise im Nanosekundenbereich. Der Ubergang in den Grund-
zustand kann einmal durch die Abgabe eines Photons erfolgen oder durch strahlungslose
Prozesse. Jeder Prozess wird durch eine charakteristische Zerfallsrate k& beschrieben, die
die Ubergangswahrscheinlichkeit und damit die Zeitskala des Prozesses angibt. Je groRer
die Ubergangswahrscheinlichkeit ist, desto schneller ist der Ubergang. Die Fluoreszenz-

Lebensdauer ist umgekehrt proportional zur Summe der Zerfallsraten k; aller beteiligten

% => ki (2.1)

Ubergange:

14
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Fir den in Abbildung 2.1 dargestellten Fall ergibt sich fiir die Fluoreszenz-Lebensdauer

1

T = :
kp + kic + krsc

(2.2)

mit den Zerfallsraten fiir Fluoreszenz kg, fiir innere Umwandlung k;c und fiir Intersystem

Crossing krsc.

Die Fluoreszenz-Lebensdauer charakterisiert auch das zeitliche Abklingverhalten der

Fluoreszenz-Intensitdt F'(t) nach einem anregenden Laserpuls:

F(t) = F(0) exp <_Tt) . (2.3)

Liegen mehrere fluoreszente Spezies oder Zustdnde im Gleichgewicht vor, muss das

Abklingverhalten mit mehreren Exponentialtermen beschrieben werden.

Quantenausbeute

Die Fluoreszenz-Quantenausbeute ® ist das Verhaltnis aus der Anzahl von emittierten zu
absorbierten Photonen. Sie kann mit den Zerfallsraten fiir strahlende k,. (r fur “ radiative”)

und strahlungslose (nr fiir “non-radiative”) Uberginge k,,, wie folgt beschrieben werden:

ky

k?" + knr ( )

Die Quantenausbeute wird 1, wenn die strahlungslosen Prozesse eine untergeordnete Rolle

spielen und im Vergleich zu k, eine kleine Zerfallsrate k,,. besitzen.
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2.3. Forster-Resonanzenergietransfer (FRET)

Der Fluoreszenz-Resonanzenergietransfer oder Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) ist
ein strahlungsloser Energietransfer zwischen zwei Farbstoffmolekiilen, der auf Dipol-Dipol-
Wechselwirkung beruht. Der Ubergang findet aus dem S;-Zustand eines angeregten Farb-
stoffmolekiils, dem Donor, in den angeregten S;-Zustand eines zweiten Farbstoffmolekiils,
dem Akzeptor, mit der FRET-Rate kpgpr statt (Abb. 2.2). Dieser Prozess fiihrt zusatzlich
zu den im Jablonski-Diagramm (Abb. 2.1) dargestellten Prozessen zur Entvélkerung des

S;-Zustands und verkiirzt daher die Fluoreszenz-Lebensdauer des Donors:

1
- _ , 2.5
PR e + kre + krsc + kerer (25)
Dieser Energietransfer wurde erstmals von Foérster 1948 theoretisch beschrieben:
JK? ®
kFRET =8, 79 x 1023u -1 (26)

n*ré1p

k% Orientierungsfaktor der Ubergangsdipolmomente,

J :  Uberlappungintegral des Donor-Emissions- und Akzeptor-Absorptionsspektrums,
n: Brechungsindex der Umgebung,

®p:  Fluoreszenz-Quantenausbeute des Donors in Abwesenheit eines Akzeptors,

r: Abstand von Donor und Akzeptor in [1071% m],

7p:  Fluoreszenz-Lebensdauer des Donors in Abwesenheit des Akzeptors.

A Donor Akzeptor
VR
P
o I— v —
0 =
5 51 3
c Ab ti Donor- S —
w sorption Fluoreszenz Akzeptor-
’% J\N\ﬁ ——+1 Fluoreszenz
. I W\,\N\r’
o —— — SO —_—

Abbildung 2.2. Das Jablonski-Diagramm zeigt die Energieniveaus eines Donors und eines Ak-
zeptors mit FRET als strahlungsfreiem Energietransfer zwischen Donor und Akzeptor. FRET steht
als zusatzlicher Entvolkerungsprozess des S; in Konkurrenz zur Fluoreszenz des Donors.
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Abbildung 2.3. Voraussetzungen fiir FRET. (A) Das Emissionsspektrum des Donors muss
mit dem Absorptionsspektrum des Akzeptors iiberlappen. (B) Die Orientierung der Dipolmomente
muss parallel sein. (C) FRET ist empfindlich vom Abstand des Donors und Akzeptors abhingig.
Der Forter-Radius entspricht dem Abstand, bei dem 50% Energietransfer stattfindet. Abb. aus
[Damien 2013]

Donor und Akzeptor miissen bestimmte Voraussetzungen erfiillen, um FRET zu ermdgli-
chen, insbesondere miissen das Emissionsspektrum des Donors und das Absorptionsspek-
trum des Akzeptors iiberlappen. Das sogenannte Uberlappungsintegral J beschreibt die
Uberschneidung der Spektren und geht linear in die FRET-Rate ein.

Des Weiteren spielt die Orientierung der Ubergangsdipolmomente eine Rolle. Das Emissions-
dipolmoment des Donors und das Absorptionsdipolmoment des Akzeptos miissen anndhernd
parallel zueinander stehen, um optimalen Energietransfer zu erméglichen. Die Ausrichtung

von Donor und Akzeptor wird durch den Orientierungsfaktor x? beschrieben:
k% = (cos(fpa) — 3cos(fp) cos(64))?, (2.7)

wobei Op4 den Winkel zwischen dem Emissionsdipolmoment des Donors und dem Ab-
sorptionsdipolmoment des Akzeptors bezeichnet. Mit 6p und 64 sind die Winkel zwischen
diesen Dipolmomenten und dem Verbindungsvektor zwischen Donor und Akzeptor benannt.
Der Orientierungsfaktor kann Werte zwischen null und vier annehmen, wobei null einer
Lage der Dipolmomente von 90° zueinander, gleichbedeutend mit keinem Energietransfer,
entspricht. Fiir frei bewegliche Farbstoffe betrdgt x* = 2/3.
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Die FRET-Effizienz ist das Verhiltnis aus der Anzahl von Energietransfers und Donor-
anregungen. Sie kann Werte zwischen null und eins annehmen und hdngt mit den beiden

iiblichen Messgrolen Fluoreszenz-Intensitdt und Fluoreszenz-Lebensdauer wie folgt zusam-

men: I
E=1-"24 (2.8)
Ip
E—1-—1PA (2.9)
™D
mit

Ipa: Fluoreszenz-Intensitdt des Donors in Anwesenheit des Akzeptors
Ip:  Fluoreszenz-Intensitdt des Donors ohne Akzeptors
Tpa: Fluoreszenz-Lebensdauer des Donors in Anwesenheit des Akzeptors

7p:  Fluoreszenz-Lebensdauer des Donors ohne Akzeptor.

Als Forster-Radius R, wird der Abstand von Donor und Akzeptor bezeichnet, bei dem
50% Energietransfer stattfinden. Er ist eine charakteristische GroBe eines Donor-Akzeptor-
Paares und liegt typischerweise zwischen 20 und 90A. Mit ihm lasst sich die FRET-Rate in

folgender gebriuchlichen Form ausdriicken:

krrer(r) = L (@)6. (2.10)

D r

Sie verdeutlicht die Abstandsabhangigkeit von FRET, die umgekehrt proportional zur
sechsten Potenz des Abstands r zwischen Donor und Akzeptor ist. Dies ist u. a. der
Grund fiir die groBe Bedeutung, die FRET heutzutage beim Nachweis von Interaktionen
von Biomolekiilen spielt. Der Forster-Radius der meisten FRET-Paare liegt in der GroRen-
ordnung vieler Biomolekiile wie z. B. Proteinen. Das Auftreten von FRET zwischen an
Makromolekiile gekoppelten Fluorophoren impliziert eine Distanz zwischen den gekoppelten

Molekiilen, die nur im Falle einer nicht-zufalligen Bindung gegeben sein kann.
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Abbildung 2.4. Photoselektion und Depolarisierung durch Brown’sche Molekularbewegung.
(Abb. angelehnt an [Kiihnemuth 2011])

2.4. Fluoreszenz-Anisotropie und Depolarisierung

Die Absorption eines Photons hangt von der Orientierung des Ubergangsdipolmoments des
Absorptionsiibergangs und des elektrischen Feldvektors der anregenden Strahlung ab. Die
Absorptionswahrscheinlichkeit ist proportional zu cos? 6, wobei 6 den Winkel zwischen der
Polarisationsrichtung (bzw. des elektrischen Feldvektors) und dem Ubergangsdipolmoment
bezeichnet [Lakowicz 2006]. Das bedeutet, in einem Ensemble von Fluorophoren werden
durch die Bestrahlung mit linear polarisiertem Licht vorzugsweise diejenigen Molekiile
angeregt, deren Ubergangsdipolmomente nahezu parallel zur Polarisationsrichtung stehen.

Dieser Effekt wird als Photoselektion bezeichnet.

Die emittierte Fluoreszenz eines Fluorophors hat einen elektrischen Feldvektor parallel zum
Ubergangsdipolmoment des Fluoreszenziibergangs und ist damit grundsatzlich polarisiert.
Die Fluoreszenz-Anisotropie r(¢) ist ein MaR fiir die Polarisation des emittierten Lichts

und ist wie folgt definiert:
](t)P — I(t)s

2.11
)y +2-1(t)s (2.11)

t) =
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mit der Intensitdt parallel zur Polarisationsrichtung des anregenden Lichts I(¢), und der
Intensitdt senkrecht zur Polarisationsrichtung des anregenden Lichts I(t);. Der Nenner
stellt die Gesamtintensitat [(t) = I(t), +2- I(t)s dar.

Die stationdre Anisotropie  berechnet sich daraus durch Integration

_ Jo 1) - r(t)t

0

S I(t)de

und stellt damit einen Mittelwert iiber die Zeit dar.

(2.12)

Wird ein Ensemble von frei beweglichen Fluorophoren mit isotroper Verteilung der Uber-
gangsdipolmomente mit einem linear polarisierten Laserpuls bestrahlt, so besitzt aufgrund
der Photoselektion die Population der angeregten Fluorophore vorzugsweise parallel zur
anregenden Polarisation ausgerichtete Dipolmomente. Die unmittelbar erfolgende Fluo-
reszenz ist fiir die jeweilige Verteilung maximal polarisiert. Der lineare Polarisationsvektor
ist lediglich um den Winkel zwischen Absorptions- und Emissionsdipolmoment gedreht
(intrinsische Depolarisierung). Die Anisotropie nimmt hier den Wert der fundamentalen
Anisotropie r9 an, die fiir einen idealen Fluorophor mit parallelem Absorptions- und
Emissionsdipolmoment und mit isotroper Dipolverteilung 0,4 betrdgt. Sobald Molekiile
nicht mehr frei diffundieren kdnnen, sondern an Strukturen gebunden oder in starrer Weise
arrangiert sind, wie z. B. in der Membran, kdnnen sie eine Vorzugsorientierung besitzen
und damit eine nicht-zufallsverteilte Dipolausrichtung. Damit einhergehend kénnen sowohl
hohere als auch niedrigere Werte der fundamentalen Anisotropie aufreten.
Jede Richtungsdnderung des Dipolmoments innerhalb der Fluoreszenz-Lebensdauer, und
damit des Beobachtungszeitraums, fiihrt zu einer Depolarisierung der Fluoreszenz und
damit einem Abklingen der Anisotropie iiber die Zeit. Bei frei diffundierenden Farbstoff-
molekiilen sorgt allein die Brown'sche Molekularbewegung fiir die Riickkehr zur isotropen
Dipolverteilung (Abb. 2.4).
Die Rotationsdiffusion wird durch die Rotationsdiffusionszeit bzw. Rotationskorrelationszeit
p beschrieben, die sowohl von der GréRBe und Form des Molekiils als auch von der
Umgebung abhangt:
nVe
p= kB;f, (2.13)

mit der Viskositat 1), dem effektiven molekularen Volumen V., der Boltzmann-Konstanten

kg und der Temperatur T. Die Abklingkurve der Fluoreszenz-Anisotropie kann mit der
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Rotationskorrelationszeit als Exponentialfunktion beschrieben werden.
—t
r(t) =ro - exp (—) (2.14)
P

Der Zusammenhang von Anisotropie 7, Rotationskorrelationszeit p und Fluoreszenz-

Lebensdauer 7 wird durch die Perrin-Gleichung beschrieben:

7o
r= )
1+7/p

(2.15)

Die charakteristische Rotationskorrelationszeit von Fluorophoren in Losung betragt typi-
scherweise 50 bis 100 ps und ist damit deutlich kleiner als die Fluoreszenz-Lebensdauer
von einigen Nanosekunden. Ein Farbstoffmolekiil kann daher innerhalb der Fluoreszenz-
Lebensdauer mehrmals rotieren, so dass die Emission vollstandig depolarisiert und damit
die Anisotropie null wird [Lakowicz 2006]. Dies ist allerdings nicht fiir GFP der Fall. Der
Chromophor besitzt innerhalb des [3-barrel praktisch keine Rotationsfreiheit, sondern kann
nur mit dem kompletten Protein rotieren, das entsprechend seiner GroRe und Form in Puffer
eine Rotationszeit von 14 ns besitzt [Borst und Visser 2010]. Mit zunehmender Viskositat
wird die Rotation eines Molekiils erschwert. Man misst daher fiir GFP im Zytoplasma lange-
re Rotationskorrelationszeiten und damit héhere Anisotropien als vergleichsweise in Puffer.
Einschrankungen der Rotationsbeweglichkeit sind durch Komplexbildung und/oder der Ver-
ankerung des Molekiils in der Membran zu erwarten. Hier ist es durchaus moglich, dass die
Rotation innerhalb der Fluoreszenz-Lebensdauer zu vernachlassigen ist und die Anisotropie
Werte nahe ry annimmt.

Fiir die vollstiandige oder teilweise Depolarisierung der Fluoreszenz gibt es insbesondere bei
an groRere Proteine gebundenen Farbstoffmolekiilen mehrere mogliche extrinsische Ursa-
chen (Abb. 2.5). Die zugehérigen Zeitkonstanten konnen aus der Anisotropieabklingkurve

bestimmt werden.

1) Segmentelle Rotation des Farbstoff relativ zum gekoppelten Protein
(“wobbling in a cone®).

Die Rotationsbeweglichkeit des Fluorophors kann durch die Kopplung iiber einem Linker
eingeschrankt sein. Das “wobbling in a cone”-Modell beschreibt die Rotation auf der Man-
telfliche eines Kegels, dessen Spitze den Ankniipfungspunkt des Linkers darstellt [Kinosita
et al. 1982]. Diese segmentelle Rotation fiihrt zu keiner vollstandigen Depolarisierung, son-
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Abbildung 2.5. Die Depolarisierung von Fluoreszenz kann verschiedene extrinsische Ursachen
haben, u.a. segmentelle Roataion.

dern dulBert sich in der Abklingkurve in einer Restanisotropie r.:

—1

PKegel

r(t) = (r0 — reo) - €Xp { ] + Toos (2.16)
wobei preqer die Rotationsdiffusionszeit der Kegelrotation bezeichnet. Aus der Rest-

anisotropie kann der halbe Offnungswinkel des Kegels Okeger bestimmt werden [Valeur
2002]:

~ [l ’
12 | cosiaga) 1+ cos(Bn)| (217)
0

Die segmentelle Rotation eines gebundenen Fluorophors ist schneller als die normale Ro-
tationsdiffusion und fiihrt zu einer reduzierten apparenten Rotationsdiffusionszeit. Dariiber
hinaus kann sehr schnelle segmentelle Rotation zu einer apparenten fundamentalen Aniso-
tropie 77" fiihren, die um einen winkelabhingigen Faktor niedriger ist als die tatsichliche

fundamentale Anisotropie r [Lakowicz 2006]:

< 3¢08? Oeger > —1
rgpp:m( COS” UkKegel )’ (2.18)

2

mit <...> Mittel iiber alle Kegelwinkel.

2) (Segmentelle) Rotation des gekoppelten Proteins.
Das gekoppelte Protein selbst kann rotieren oder segmentelle Rotationen z.B. beziiglich

seiner Membranverankerung ausfiihren.
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3) Homo-FRET.

Der Energietransfer zwischen identischen Farbstoffmolekiilen (Homo-FRET) ist symme-
trisch und fiihrt daher nicht zu einer Verkiirzung der Fluoreszenz-Lebensdauer wie der
Energietransfer zwischen verschiedenartigen Fluorophoren (Hetero-FRET). Allerdings fiihrt
homo-FRET zu einer Depolarisierung der Fluoreszenz, da durch FRET indirekt angeregte
Molekiile mit anders orientiertem Dipol emittieren kdnnen. Zwar unterliegt auch FRET einer
Orientierungsabhangigkeit (vgl. Glg. 2.7), diese ist aber nicht so streng wie die Auswahlregel
der Photoselektion [Vogel et al. 2009]. Das zeitliche Abklingen der Fluoreszenz-Anisotropie
kann bei zu vernachldssigender Rotation und isotrop verteilten Fluorophoren geschrieben

werden als:

r(t) = (ro — 1) - exXp ( ! ) e, (2.19)

PFRET

mit der Abklingzeit prrpr, die sich aus der FRET-Rate kprpr (Glg. 2.10) ergibt:

1

2- k‘FRET.

(2.20)

PFRET =

Das Auftreten einer Restanisotropie kann anhand eines symmetrischen, idealen Dimers ohne
Rotationsdiffusion erlautert werden. Direkt angeregte Molekiile unterliegen der Photoselek-
tion und emittieren mit einer Anisotropie nahe der fundamentalen Anisotropie von 0,4. Der
Energietransfer auf den anderen Fluorophor erfolgt unter nahezu vollstandigem Verlust der
Korrelation von Polarisationsrichtung und Emission. Die Anisotropie dieser indirekt durch
FRET angeregten Fluorophore betrdgt nach nur einem Energietransfer 0,016 [Runnels und
Scarlata 1995]. Da die Anisotropie von Populationen additiv ist, ergibt sich insgesamt fiir

einen idealen Dimer eine Restanisotropie von 0,2.
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3.1. Multiparameter-Fluoreszenz-lmage-
Spektroskopie (MFIS)

Zur Aufnahme von Fluoreszenzintensititsbilder mit einem Fluoreszenzmikroskop
sind kontinuierliche Lichtquellen und eine Detektion mit einer Zeitauflésung im
Mikrosekunden-Bereich ausreichend. Fiir fortgeschrittenere Techniken wie Fluoreszenz-
Lebensdauermessungen und MFIS-Aufnahmen wird neben einer gepulsten Anregung ei-
ne weitaus hohere Zeitauflosung im Sub-Nanosekundenbereich benétigt und erfordert da-
her spezielle Detektionssysteme. Alle Experimente in dieser Arbeit wurden mit einem
Multiparameter-Fluoreszenzdetektionssystem aufgenommen, das auf zeitkorrelierter Ein-

zelphotonenzahlung basiert.

3.1.1. Zeitkorrelierte Einzelphotonenzahlung (TCSPC)

Die zeitkorrelierte Einzelphotonenzédhlung (“time correlated single photon counting”,
TCSPC) ist eine Methode, Photonenankunftszeiten mit einer Aufldsung von einer Pico-
sekunde zu erfassen. Die Zeit zwischen einem Laserpuls und einem registrierten Photon
wird gemessen und in einem Histogramm gespeichert. Das Triggersignal des anregenden,
gepulsten Lasers liefert den Start-Trigger, der Puls nach Detektion eines Photons den Stop-
Trigger fiir einen Zeit-zu-Amplituden-Konverter (“time-to-amplitude converter”, TAC). Der
TAC liefert als Ausgangssignal einen Spannungsrampe, deren Amplitude proportional zur
Zeit zwischen Start- und Stopppuls ist. In der Regel wird unter Bedingungen messen, die
lediglich 0,01 bis 0,1 Photonen pro Laserpuls liefern, sodass die meisten Perioden ohne
Detektion eines Photons bleiben. Dies bedeutet, der TAC muss mit Laserrepetitionsrate
arbeiten, da er mit jedem Puls gestartet wird. In den meisten Fallen muss er zuriickgesetzt
werden, wenn kein Photon registriert wurde. Bei hoher Laserrepetitionsrate wird daher in

umgekehrter Start-Stopp Konfiguration (“reversed start-stop”) gearbeitet. Hier startet der
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Puls eines Photons den TAC, wahrend der verzogerte Laserpuls den TAC stoppt.

Mehrphotonenereignisse (“pile-up*)

Ein TCSPC-System ist nicht in der Lage mehr als ein Photon pro Laserpuls zu erfassen.
Fiir hohe Zahlraten wichst die Wahrscheinlichkeit fiir solche Mehrphotonenereignisse. Da
nur das schnellste Photon gezahlt wird, sind lange Ankunftszeiten im Histogramm unterre-
prasentiert und fiihren bei der Lebensdauerbestimmung zu zu kurzen Zeiten.

Dagegen kdnnen Zahlraten und damit berechnete GroBen um Mehrphotonenereignisse kor-

rigiert werden.

3.1.2. Multiparameter-Fluoreszenzdetektion (MFD)

Die Multiparameter-Fluoreszenzdetektion (MFD) basiert auf der simultanen Erfassung
voneinander unabhéngiger Fluoreszenzparameter. Dazu gehdren die GréBen Fluoreszenz-
Intensitat, -Lebensdauer, Anisotropie und spektrale Verteilung. Die Anwendung dieser Tech-

nik ist umfangreich in [Sisamakis et al. 2010] beschrieben.

3.1.3. Optischer Aufbau

Der optische Aufbau bestand aus einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (Fluoview
FV1000, Olympus) auf der Plattform eines inversen Lichtmikroskops (IX81, Olympus) mit
einer zusatzlichen Erweiterung zur zeitaufgelosten Einzelphotonendetektion in bis zu sechs

Kanilen.

Lichtquellen

Zur kontinuierlichen Anregung standen zwei systemintegrierte Laser zur Verfiigung. Zur
Anregung bei einer Wellenldnge von 488 nm kam ein linear polarisierter Argon-Laser
zum Einsatz, wdhrend fiir die Anregungswellenldnge von 559 nm ein linear polarisierter
Diodenlaser genutzt wurde. Fiir die MFIS-Messungen wurde ein mit 40 MHz gepulster
Diodenlaser mit einer Wellenldnge von 485 nm (dual-mode laser head LDH-D-C 485,
PicoQuant) mit der zugehdrigen computergesteuerter Ansteuerungseinheit (Computer
controlled Multichannel Picosecond Diode Laser Driver “Sepia 11, PDL 828, PicoQuant)

verwendet.
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Abbildung 3.1. Optischer Aufbau mit 4 Kandlen. Das Schema skizziert den optischen Aufbau
mit Laser-Scanning-Mikroskop (LSM) und zeitkorrelierter Einzelphotonenzdhlung (TCSPC) in vier
Kandlen. Geeignete Bandpassfilter (BP) vor den Detektoren bestimmen den spektralen Bereich
der detektierten Emission. Die Emission wird im griinen und roten Spektralbereich mittels “Single-
Photon Avalanche Photodiodes" (SPAD) gemessen.

26



3 Materialien und Methoden

Objektiv

Argon-Laser
cw

dichroitischer
Strahlteiler

\
J

Dioden-Laser QJ
gepulst O
< polarisierender
o Strahlteiler /

dichroitische

Strahlteiler @
)
polarisierender N

Strahlteiler Q

dichroitische ) E
Strahlteiler
{III | E
BP1
BP 2
(hybrid )
SymPhoTime @. TCSPC Modul
Fluorescence Lifetime Imaging 4

and Correlation Software
I Computer +
L [ e——— Software

Abbildung 3.2. Optischer Aufbau mit 6 Kandlen. Das Schema skizziert den optischen Auf-
bau mit Laser-Scanning-Mikroskop (LSM) und zeitkorrelierter Einzelphotonenzahlung (TCSPC)
in sechs Kanilen. Geeignete Bandpassfilter (BP) vor den Detektoren bestimmen den spektralen
Bereich der detektierten Emission. Die Emission wird im griinen und dunkelroten Spektralbe-
reich mittels "Single-Photon Avalanche Photodiodes” (SPAD) und im roten Bereich mit Hybrid-
Detektoren (hybrid photomultiplier tubes) gemessen.
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Laser Scanning Mikroskop

Das anregende Laserlicht passierte einen Multiline-Strahlteiler (DM405/488/559/635),
der die Laserlinien (405, 488, 559, 635) reflektiert und das iibrige Spektrum transmittiert,
und wurde mit einem 60x Objektiv (Olympus UPlanSApo, NA 1.2, Wasserimmersion)
auf die Probe fokussiert. Die aus dem konfokalen Volumen emittierte Strahlung wurde
vom selben Objektiv wiederum gesammelt und entweder durch geeignete Strahlteiler auf
die internen Detektoren geleitet oder durch den Seitenausgang des Mikroskopstativs den

externen Detektoren zugefiihrt.

Fluoreszenz-Detektion

Das emittierte Licht wurde nach Ausgang aus dem LSM zuerst in seine beziiglich der Pola-
risation des anregenden Laserlichts senkrecht und parallel polarisierten Anteile aufgespalten
(polarisierender Strahlteiler, PBS 101, Thorlabs). Die Aufteilung der Fluoreszenz in die
verschiedenen spektralen Komponenten erfolgte tiber dichroitische Strahlteiler. Hier wurden
zwei Konfigurationen des Versuchsaufbaus verwendet. Bei der optischen Anordnung mit
vier Kandlen (Aufbau 1, Abb. 3.1) wurde die Emission fiir beide Polarisationsrichtungen
jeweils mit einem dichroitischen Strahlteiler (Langpass, FF 560, AHF) 560 nm in einen
griinen und roten Bereich geteilt. Bandpassfilter engten den Spektralbereich jeweils weiter
auf die Emissionsspektren von GFP (HC 520/35, AHF) im griinen Bereich und auf die
Emission von mCherry (HC 607/70, AHF) im roten Bereich ein.

Bei der optischen Anordnung mit sechs Kanilen (Aufbau 2, Abb. 3.2) erfolgt die Auf-
spaltung der Emission in senkrechte und parallel polarisierte Anteile wie bei Aufbau 1
(s. 0.). Die Aufteilung in drei spektrale Bereiche wurde mit jeweils zwei dichroitischen
Strahlteilern fiir jede Polarisationsrichtung erreicht. Zuerst passierte das Licht einen
Kurzpass mit Trennungskante bei 630 nm (630 DCXR, AHF). Der hier reflektierte
dunkelrote Spektralbereich der Emission wurde nicht genutzt, da die untersuchten Pflanzen
hier eine hohe Autofluoreszenz aufweisen, die mit dem Nutzsignal nicht direkt korreliert
ist. Das verbleibende Licht wurde fiir jede Polarisationsrichtung wie bei Aufbau 1 mit
einem dichroitischen Strahlteiler (FF 560, AHF) bei 560 nm in einen griinen und roten
Spektralbereich geteilt. Die Detektionsbereiche wurden mittels Bandpassfilter (HC 520/35
und HC 607/70, AHF) festgelegt. Hier ist zu beachten, dass der rote Detektionsbereich
nicht dem Transmissionsbereich des roten Bandpassfilters von 572-642 nm entspricht,

sondern durch den eingesetzten Kurzpass nur bis 630 nm reicht.
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Die Fluoreszenz wurde in bis zu sechs Kanilen jeweils entweder mit einer “Single-Photon
Avalanche Photodiode” (SPAD) (griin: MPD, PD5CTC; rot: Single Photon Counting
Module, SPCM-AQR-15 und SPCM-CD 2965, PerkinElmer) oder einem Hybrid-Detektor
(hybrid photomultiplier tube HPMC-100-40, Becker & Hickl) detektiert. Die angeschlossene
Elektronik zur zeitaufgelosten Einzelphotonenregistrierung mit Picosekunden-Auflosung
in sechs Kanalen (Multichannel Picosecond Event Timer & TCSPC Module “HydraHarp
400, PicoQuant) erfasste die Detektoreingangssignale synchronisiert und iibermittelte sie
mittels USB 2.0-Verbindung zu einem PC.

3.1.4. Geratefunktion

Die Vorbereitung einer MFIS Messung erforderte an jedem Messtag eine bestimmte
Kalibrierungsprozedur und die Einstellung von Standardbedingungen. Die Justage wurd
mit Rhodamin 110 dberpriift. Die Detektorpositionen wurden optimiert. Die Justage des
konfokalen Volumens wurde iiber die Diffusionszeit von Rhodamin 110 iiberpriift. Die
Laserleistung wurd gemessen und fiir den gepulsten Diodenlaser auf 12-15 uW ohne

Abschwiécher eingestellt.

Die Geratefunktion (instrument response function, IRF) wurde an jedem Messtag entweder
mit Erythrosin oder der Reflektion an einem Spiegel aufgenommen. Erythrosin besitzt eine
sehr kurze Fluoreszenz-Lebensdauer und kann daher gut als Geratefunktion verwendet
werden [Boens et al. 2007]. Alle Filter und Strahlteiler bei der Messung von Erythrosin
waren identisch mit den verwendeten im eigentlichen Experiment. Die Zahlrate wurde iiber
die Konzentration des Erythrosins und die Laserleistung eingestellt.

Zur Bestimmung der IRF kann auch die Reflektion des Lasers an einem Spiegel verwendet
werden. Hierzu wurden die Spektralfilter vor den Detektoren entfernt und durch geeig-

nete Abschwacher ersetzt. Die gewiinschte Zihlrate wurde {iber die Laserleistung eingestellt.

Die Breite einer typischen Geratefunktion des verwendeten MFIS-Aufbaus betrdgt etwa
300 ps. Die verwendeten Detektoren weisen eine zdhlratenunabhingige IRF auf. Dies ist
fir Imaging-Anwendungen unerlisslich, da sich die Zahlraten in einzelnen Pixeln deutlich
unterscheiden, aber mit der selben IRF angepasst werden miissen, die nur fiir einen
Zshlratenbereich die korrekte IRF darstellt.
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3.2. Durchfiihrung der MFIS-Messungen

Die MFIS Messungen wurden an Aufbau 1 und 2 durchgefiihrt (siehe Abschnitt 3.1.3). Zur
Anregung von GFP bei 485 nm wurde der mit 40 MHz gepulste Diodenlaser verwendet.
Die Fluoreszenz von GFP wurde in den beiden griinen Detektionskanile im Spektralbereich
502,5 - 537,5 nm detektiert. Die roten Kanale detektierten im Spektralbereich 572 - 642 nm
(Aufbau 1) bzw. 572 - 630 nm (Aufbau 2) die Fluoreszenz von mCherry. Auerdem diente
die rote Emission zur Kontrolle des Hintergrunds, da insbesondere Chloroplasten bereits in

diesem Spektralbereich eine starke Autofluoreszenz zeigen.

Vorbereitung der Nicotiana benthamiana Proben

Aus einem behandelten Nicotiana benthamiana Blatt wurde ein ca. 5x5 mm groles Stiick
mit einem Skalpell herausgeschnitten. Dieses wurde mit der Blattunterseite nach oben
auf einen Objekttrager ibertragen, mit Reinstwasser umhiillt und mit einem Deckglas
abgedeckt. Das Deckglas wurde vorsichtig angedriickt, um das Blattstiick zu glatten und

Luftblasen zu entfernen.

Auswahl des Bildausschnitts

Zunichst wurde bei niedriger Anregungsleistung, hoher Scangeschwindigkeit und niedriger
Auflésung fokussiert und eine Zelle ausgewahlt, die sowohl GFP als auch mCherry
exprimierte. Durch die niedrige Anregungsleistung in Kombination mit einer hohen
Scangeschwindigkeit konnte ein Bleichen der fluoreszenten Proteine vermieden werden.
Insbesondere wurde die Expression von mCherry an einer Stelle der Zelle (iberpriift, die
nicht fiir eine MFIS-Aufnahme genutzt wurde. Die Auswahl geeigneter Zellen wurde unter
Verwendung der internen Laser des LSM bei Anregungswellenldngen von 488 nm bzw.

559 nm, sowie der internen Detektoren in zwei spektralen Detektionskanilen durchgefiihrt.
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3.2.1. Standardeinstellungen fiir MFIS-Messungen

Zunichst wurden in Vorexperimenten (siehe Kapitel 4.2.2) optimale Messbedingungen
bestimmt. Die daraus folgenden Standardeinstellungen wurden fiir alle MFIS-Messungen

verwendet (falls nicht explizit anders gekennzeichnet):

e Anregung bei 485 nm mit 40 MHz

e Anregungsleistung: 1.2 yW am Objektiv, beugungslimitierter Fokus
e 6-fach Zoom

o Aufldsung 512x64 Pixel (entspricht 96 nm/Pixel) oder

e Aufldsung von 128x128 Pixeln (entspricht 267 nm/Pixel)

e Bildserie aus 20 Einzelbildern

e Pixelzeit 100 us

3.2.1.1. Direkte Akzeptoranregung

Der Akzeptor mCherry wurde mit einem linear polarisierten, nicht gepulsten Diodenlaser
bei einer Wellenldnge von 559 nm angeregt. Die Leistung am Objektiv betrug 8,2 W bei
beugungslimitiertem Fokus. Die roten Kanile detektierten im Spektralbereich 572 - 630 nm
(vgl. Abb. 3.2) die Fluoreszenz von mCherry. Die Aufnahmen eines Bildausschnitts wurden
wie folgt durchgefiihrt: Zuerst wurde eine Standard-Bildserie (siche oben) bei Anregung
mit 485 nm aufgenommen. Unmittelbar anschlieBend wurde von demselben Bildausschnitt
eine Bildserie aus fiinf Einzelbildern (Pixelzeit 100 ps) bei einer Anregungswellenlange von

559 nm aufgenommen.
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3.3. Analyse der MFIS-Daten

Auswertung einer MFIS-Aufnahme
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Abbildung 3.3. Auswertung einer MFIS-Aufnahme.

3.3.1. Fluoreszenz-Parameter

Die Rohdaten einer MFIS-Aufnahme enthalten die Ankunftszeiten der detektierten
Photonen in den einzelnen Kanélen, sowie Trigger (Bild, Linie, Pixel), um den Bildaufbau
rekonstruieren zu kdnnen. Die im Folgenden beschriebenen Auswertungsprozeduren liefern
daraus in jedem Pixel die in dieser Arbeit verwendeten Fluoreszenz-Parameter:

e griines Fluoreszenzsignal Sy, (Anregung bei 485 nm, griiner Detektionsbereich)

e rotes Fluoreszenzsignal bei griiner Anregung S, (Anregung bei 485 nm, roter Detekti-

onsbereich)

e rotes Fluoreszenzsignal bei roter Anregung S,.. (Anregung bei 559 nm, roter Detektions-

bereich)

e griine Fluoreszenz-Intensitdt F, (S,, ohne Streulichtanteil)

e rote Fluoreszenz-Intensitat F, (S, ohne Streulichtanteil)
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e daraus berechnete Griin-rot-Verhaltnisse Sy,/ Sy, Sgg/Ser, Fy/F

e (griine) Fluoreszenz-Lebensdauer 7

e (griine) Fluoreszenz-Anisotropie r

Beim Bildaufbau werden die Einzelbilder einer Bildserie zu einem Bild vereinigt (“ge-
mischt”). Das bedeutet, ein vereinigter Pixel enthalt die Photonen aller 20 Einzelpixel,
die gemischt wurden. Die Photonen pro vereinigtem Pixel werden gezihlt und ergeben
die Signalintensitat in der Einheit Anzahl von Photonen (# Ph), oder dividiert durch die
Pixelzeit in kHz. Aus den Photonen eines vereinigten Pixels werden Haufigkeitshistogramme

der Photonenankunftszeit erstellt, aus denen die Fluoreszenz-Lebensdauer bestimmt werden
kann (Kap. 3.3.3).

Pixelweise Analyse
Die Bestimmung eines Fluoreszenz-Parameters in jedem Pixel liefert zum Fluoreszenz-
Intensitatsbild das zugehdrige Bild des Fluoreszenz-Parameter wie z. B. das Fluoreszenz-

Lebensdauer- und Fluoreszenz-Anisotropiebild.

Analyse eines Multi-ROI
Im Fluoreszenz-Intensitatsbild werden mehrere geeignete ROl ausgewahlt, die die Plasma-
membran ohne stérende Einfliisse, wie z.B. Chloroplasten, enthalten und gut fokussiert
sind, und zu einem “Multi-ROI" zusammengefasst. Das so erhaltene Multi-ROI beinhaltet
je nach Bild typischer Weise zwischen 200 und 700 Pixel und wird reprdsentativ fiir die
MFIS-Aufnahme analysiert.

3.3.2. Software

Die Analyse der MFIS-Aufnahmen erfolgte mit institutsintern entwickelten LabView-
Programmen. Im Laufe der Jahre, in denen diese Arbeit entstand, wurde das urspriingliche
Programm zur Auswertung von Imaging-Daten Marcelle [Kudryavtsev 2006] durch das leis-
tungsstarkere und umfassendere Programm Anl [Felekyan 2013] ersetzt. Die Rechenzeit
zur Erstellung eines Lebensdauerbilds konnte in Marcelle 15-40 min und mehr betragen.
Die optimierte Speicherverwaltung des Programms An/ in Kombination mit der aufgeho-
benen Arbeitsspeicherrestriktion des 64bit-Systems von Windows, machten eine schnelle
Analyse auch groRBer MFIS-Aufnahmen unter einer Minute moglich und damit auch die Be-
arbeitung umfangreicherer Datensidtze. Des Weiteren wurde das Programm fiir umfassende

Lebensdauerfits fitmachine [Kalinin 2012] in Anl integriert.
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3.3.3. Anpassungen der Fluoreszenz-Lebensdauer und
Modellfunktionen

Zur Bestimmung der Fluoreszenz-Lebensdauer wurden verschiedene Fitprozeduren ver-
wendet, die sich sowohl hinsichtlich der Modellfunktion als auch des Algorithmus zur

Minimierung des reduzierten x? unterscheiden [Ma 2010].

3.3.3.1. Mono-exponentielle Modellfunktion mit MLE

Dieser Fit liegt allen gezeigten Fluoreszenz-Lebensdauer-Bildern zugrunde und wurde grund-
satzlich bei Einzelpixel-Daten verwendet, die eine niedrige Photonenzahl aufweisen. Denn
fir niedrige Photonenzahlen stellt der hier verwendete maximum likelihood-Schatzer (ma-
ximum likelihood estimator, MLE) die statistisch effizienteste Methode zu Bestimmung der
besten Anpassung dar [Maus et al. 2001].

Aus den Einzelpixel-Daten wurden Photonenankunftszeit-Histogramme jeweils fiir den senk-
rechten und parallelen Kanal erstellt und mit einer Modellfunktion beschrieben, die einen
mono-exponentiellen Abfall der Fluoreszenz mit einer Fluoreszenz-Lebensdauer 7 und ei-
ner Rotationskorrelationszeit p annimmt. Des Weiteren wird die Polarisationsmischung in
einem Objektiv mit hoher numerischer Apertur mit den beiden Korrekturfaktoren I; und I,
beriicksichtigt [Koshioka et al. 1995]. Die GroRen

Fy(t) = %Fa exp <—§> (1 (2 30)ro - exp (_%»
Fut) = 3 Fo - exp (_é) <1 (1= 3o - exp (_%))

bezeichnen das parallel (p) bzw. senkrecht (s) beziiglich des Anregungslichts polarisierte

und

Fluoreszenzsignal als Funktion der Photonenankunftszeit, ¢, nach dem Laserpuls. Fj ist
das anfangliche Gesamtfluoreszenzsignal und ry die fundamentale Anisotropie (hier 0,38).
Die optischen Korrekturfaktoren betrugen /;=0,0308 und /,=0,0368.

Mit Hilfe der Perrin-Gleichung

34



3 Materialien und Methoden

ergeben sich:

1
—Fp-exp

Fp(t> = 3

(_5) :1—!—(2—3[1)7’0-
(-é) 1= (1= 3o - exp (—é (2- 1)) .

1
Fy(t) = §F0 - exp

Die stationdre Anisotropie r

G- Egop — Feo
(1=30y)- G- F5™ + (2 —3ly) - FE™

r =

wird aus dem integrierten, experimentell erhaltenen Signal S;%7 pro Detektionskanal berech-
net. Die experimentell erhaltene Gesamtfluoreszenz betragt FP = (1 — ) - S;*F, wobei
~ den Streulichtanteil bezeichnet. Dieser wird wihrend der Fitprozedur iterativ bestimmt
(siehe unten).

Die Modellfunktionen fiir die beiden Detektionskanéle werden mit ihrer Gerdtefunktion (IRF
von “instrument response function”) gefaltet:

To

F,

p

1

i ( ;
exp | ——
I T

)

t
1 -+ (2 — 3[1)7“0 - exXp (—; (

7—1))

I}

1 [ t t 17
Fi(l) = -Fy {IRFS @ |exp (——) 1 — (1= 3ly)ro - exp (—— (T—O - 1)> } .
3 i T) | T\T 1]
Das Gesamtsignal Sgesamt(t) setzt  sich aus der Gesamtfluoreszenz

F(t) = G- Fy(t) + 2 - Fy(t), dem Streulichtanteil v und dem Hintergrund B(t) zu-
sammen. Der G-Faktor G = ¢,/g, kompensiert die unterschiedlichen Detektionseffizienzen

gp und g5 im parallelen und senkrechten Detektionskanal. Das Gesamtsignal ergibt sich zu

G- Fy(t)+2- Fy(t)
T (G- Ey(t) + 2F.(1))

t=0

LGBy +2 Bt
F (G- By(t) +2B.(1))

t=0

Sgesamt(t) =A-

(L=7) . (3.1

Seacp

gesamt

Das experimentelle Gesamtsignal = G- S;™(t) + 25¢™(t) wird mit der Modell-
funktion Sjesame(t) unter Anwendung eines maximum likelihood-Schatzers angepasst. Der
Faktor A ist ein Normierungsfaktor. Wiederholte Anregungen sind beriicksichtigt [Brand

et al. 1997].
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3.3.3.2. Bi-exponentielle Modellfunktion mit Methode der kleinsten Quadrate

Das Photonenankunftszeit-Histogramm des Gesamtsignals S;.% ., (t) wird aus den Signalen
des parallelen und senkrechten Detektionskanals unter Beriicksichtigung unterschiedlicher
Detektionseffizienzen und einem Objektiv mit hoher numerischer Apertur gebildet (vgl.

Abschnitt 3.3.3.1):

Sgesame(t) = (1= 31) - G- SFP(t) + (2 = 3l2) - ST (1),

wobei S¢*P(t) und S¢*P(t) das parallel (p) bzw. senkrecht (s) beziiglich des Anregungslichts
p s

polarisierte Signal als Funktion der Photonenankunftszeit ¢ nach dem Laserpuls bezeichnen.

Die Modellfunktion umfasst zwei Lebensdauern 7, und 7 mit den Spezies-Amplituden z;
und x5 und einen Anteil v an Streulicht B(t) = (1 — 3l;) - G - B,(t) + (2 — 3l) - Bs(t).
Ein Offset Apffser beriicksichtigt Detektor-Nachleuchten (“afterpulsing”) und die Dunkel-
stromzdhlrate.

Die Modellfunktion wird mit der Geratefunktion
IRF(t) = (1 —=3lL) - G- IFR,(t) + (2 — 3ly) - IRF(t) gefaltet. Das so erhaltene
Gesamtsignal Syesame(t) wird an das experimentelle Signal Si77 () unter Verwendung

eines Levenberg-Marquardt-Algorithmus nach der Methode der kleinsten Quadrate (“least

squares fit") angepasst.

—t —t
IRF ® |:.T1 exp (T_> + 22 €xXp (T_> + AOffset‘|
Sgesamt(t) = A- (1 - 7) "o : -

—t —t
f IRF ® [ml exp (—) + T2 eXp ( ) + AOffset:|
0 T1 T2

+y— B(t) , (3.2)

| B(t)
0
wobei der Faktor A ein Normierungsfaktor ist. Wiederholte Anregungen sind beriicksichtigt

[Brand et al. 1997]. Die optischen Korrekturfaktoren betrugen 1,=0,0308 und /,=0,0368.

Die fluoreszenzgewichtet gemittelte Lebensdauer 7 berechnet sich aus den Fluoreszenz-
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Amplituden f; zu

T={(r),;=> 7fi (3.3)

7

Die Fluoreszenz-Amplituden ergeben sich aus den Spezies-Amplituden z; wie folgt:

XiT;

e

fi= (3.4)

3.3.3.3. FRET-Fit mit Methode der kleinsten Quadrate

Das Gesamtsignal S;.7,,.:(t) wird analog zu Abschnitt 3.3.3.2 gebildet. Die Modellfunktion
beschreibt die nicht-interagierende Donor-Population (“donor only”) mit der festen Lebens-
dauer 7po, die zuvor in donor-only-Proben mit einem mono-exponentiellen Fit bestimmt
wurde, und der Spezies-Amplitude xpo. Die FRET-Population wird mit der Lebensdauer
Trrer Uund Spezies-Amplitude (1-zpo) beschrieben. Des Weiteren wird der Streulichtanteil
v und ein Offset Apssser beriicksichtigt. Die Modellfunktion wird mit der Geratefunkti-
on gefaltet und an das experimentell erhaltene Gesamtsignal S;:%,,,(t) unter Verwendung

eines Levenberg-Marquardt-Algorithmus angepasst (vgl. Abschnitt 3.3.3.2).

gesamt
—t —t
IRF ® [xDO exp (—) + (1 — zpo) exp ( ) + AOffset:|
Tbo TFRET
—t —1
f IRF ® {xpoexp( ) +(1—xDo)exp( ) —I—Aoffset]
Tbo TFRET
B(t
2 (35)

B(t)

37



3 Materialien und Methoden

3.3.4. Fluoreszenz-Anisotropie
3.3.4.1. Anisotropiekorrektur im konfokalen Mikroskop

Generell muss beachtet werden, dass die beiden Detektionskanéle fiir parallel und senkrecht
polarisierte Emission unterschiedliche Detektionseffizienzen g, und g, besitzen. Der Gera-
tefaktor (G-Faktor) G = g,/g, kompensiert diesen Unterschied bei der Bestimmung der
Anisotropie r. Des Weiteren wird die Polarisation des emittierten Lichts durch die Sammlung
durch ein Objektiv mit hoher numerischer Apertur verdndert. Der parallele und senkrechte
Anteil des Fluoreszenzsignals S, und Sy werden partiell gemischt. Durch die Einfiihrung der
zwei Faktoren, 1 und [y, wird dies beriicksichtigt [Koshioka et al. 1995], [Schaffer et al.
1999]. Somit ergibt sich fiir die Anisotropie r:

G-S,— S,

(2-3-1)-S;+G-(1-3-11)-S, (3.6)

r =

3.3.4.2. Totzeitkorrektur

Die endliche Geschwindigkeit der Signalverarbeitung in einem TCSPC Modul fihrt dazu,
dass eine bestimmt Zeit nach Ankunft eines Photons kein zweites registriert werden kann.
Diese Zeitspanne wird als Totzeit (“dead time") ¢,, bezeichnet und liegt je nach Modul bei
ca. 80 - 150 ns. Wird ein Photon innerhalb der Totzeit detektiert, so wird es nicht gezihlt
und verursacht keine weitere Totzeit. Daher ist die Zahlrate der registrierten Photonen z,.,
kleiner als die Zahlrate der detektierten Photonen z4.:. Insbesondere bei hohe Z3hlraten fillt
dieser Effekt ins Gewicht und muss zur korrekten Bestimmung der stationiren Fluoreszenz-
Anisotropie korrigiert werden. Nach [Becker 2010] berechnet sich die detektierte Zahlrate

aus der registrierten Zahlrate und der Totzeit wie folgt:

Zreg
= e 3.7
et 1-— Zreg ttz ( )
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3.3.4.3. Eichung der stationdren Fluoreszenz-Anisotropie

Die jeweiligen Wachstums- und Umgebungsbedingungen der Pflanzenproben an jedem
Messtag wie z. B. Viskositdt sind nicht direkt bestimmbar, haben aber Einfluss auf die
Anisotropie. Dies wurde mit einem Eichparameter pgjcnung beriicksichtigt. Die Anisotropie

ergibt sich dann zu

(G +pEichung> ’ Sp — SS
(2 -3 lg) . SS + (G +pEichung)(1 -3 ll) ’ SP‘

r= (3.8)
Der Eichparameter wurde so gewahlt, dass eine Probe, die freies GFP exprimierte, eine

mittlere stationdre Fluoreszenz-Anisotropie von 0,33 lieferte.

3.3.4.4. Zeitaufgeloste Fluoreszenz-Anisotropie

Aus den Fluoreszenzabklingkurven I,(t) und I4(t) eines bzw. mehrerer Multi-ROI wurde die
Fluoreszenz-Anisotropie 7(t) unter Beriicksichtigung des G-Faktors berechnet (Glg. 2.11).
Zur Kurvenanpassung der Anisotropie in Origin 8.6 wurde ein bi-exponentielles Modell
verwendet:

r(t) = reo + Ay - exp(—t/p1) + Az - exp(—t/pa2), (3.9)

wobei r,, die Restanisotropie und A; , die Amplituden der beiden Komponenten mit den

Abklingzeiten p; o bezeichnen.
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3.3.5. Darstellung der MFIS-Daten
3.3.5.1. MFIS-Bild

Ein MFIS-Bild enthalt ein Bild fiir jeden Fluoreszenz-Parameter. Es ergibt sich

e das Fluoreszenz-Intensitdtsbild aus der Anzahl der Photonen pro vereinigtem
Pixel. Intensitdtsbilder sind schwarz-weill dargestellt mit 256 Graustufen fiir Photo-

nenzahlen zwischen 0 oder 10 Photonen (weill) und der héchsten Photonenzahl im
Bild (schwarz).

e das Fluoreszenz-Lebensdauerbild aus der pixelweise bestimmten Fluoreszenz-
Lebensdauer (vgl. Abschnitt 4.3.1.1). Lebensdauerbilder sind in einer Regenbogen-
farbskala aus 9 Farben dargestellt. Pixel unterhalb des Photonenschwellwerts, der fiir
jedes MFIS-Bild individuell gesetzt wird, werden von der Analyse ausgenommen und

sind weill dargestellt.

e das Fluoreszenz-Anisotropiebild aus der stationdren Fluoreszenz-Anisotropie,

die unter Beriicksichtigung der in Abschnitt 3.3.4 aufgefiihrten Korrekturen in
jedem Pixel bestimmt wird. Anisotropiebilder sind in einer 10-stufigen Farbskala
blau-weil-rot dargestellt. Pixel unterhalb des Photonenschwellwerts, der fiir jedes
MFIS-Bild individuell gesetzt wird, werden von der Analyse ausgenommen und sind
schwarz dargestellt.
Die Totzeit der verwendeten Detektoren in Kombination mit dem TCSPC-Modul
wird iiber die Autokorrelation des parallelen und senkrechten Signals bestimmt
und betrug fiir beide Kanile 80 ns. Die Korrekturfaktoren betrugen [1=0,0308 und
[,=0,0368.
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3.3.56.2. 2d-Histogramme

Zur weitergehenden Analyse der MFIS-Aufnahmen und Identifizierung von Subpopu-
lationen eignet sich eine Darstellung der Fluoreszenz-Parameter in zweidimensionalen
Haufigkeitsdiagrammen, die die Frequenz von Pixeln mit einer bestimmten Parame-
terkombination farbkodiert anzeigen (beispielhaft in Abbildung 3.4 A dargestellt). Die
zugehorigen eindimensionalen Haufigkeitshistogramme zeigen die Verteilung und die
statistische Breite des jeweiligen Fluoreszenz-Parameters (Abb. 3.4 B,C). Die Werte des
dargestellten Fluoreszenz-Parameters sind in Intervalle (bins) aufgeteilt, deren Breite an
die Aufldsung des jeweiligen Parameters angepasst ist. Die Auftragung kann je nach
Fluoreszenz-Parameter linear oder logarithmisch erfolgen.

Die Darstellung in 2d-H3ufigkeitshistogrammen bildet die Grundlage fiir die iiberwie-
gende Mehrzahl der MFIS-Auswertungen. Ublicherweise wird ein 2d-Histogramm aus
einem MFIS-Bild oder einem Multi-ROI generiert. In der 2d-Darstellungen lassen sich
Pixelsubpopulationen identifizieren, die 1d-Histogramme dienen als Grundlage zur Mittel-
wertbestimmung eines Fluoreszenz-Parameters (siehe unten).

Es ist ebenfalls méglich, ein 2d-Histogramm aus den Pixeln mehrerer MFIS-Aufnahmen
zu generieren. Eine solche Auftragung erméglicht z.B. einen guten Uberblick iiber die

Verteilung eines Fluoreszenz-Parameters im kompletten Datensatz.

2.0 25
9

=3
o

# Pixel
L w 4

(]
§ L i
()] L o .
E 0.4 0.4
ol ®
& 0.3} {03
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g [ ]
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2.0 2.5 900

# Pixel
Fluoreszenz-Parameter 2

Abbildung 3.4. Beispiel eines zweidimensionalen Haufigkeitshistogramms von Pixeln aus
dem Multi-ROI einer MFIS-Aufnahme.

(A) 2d-Histogamm Fluoreszenz-Paramter 1 gegen Fluoreszenz-Parameter 2). Die Pixelhdufigkeit
wurde auf das Maximum normiert, die erhaltenen Werte zwischen 0 und 1 werden in 7 Graustufen
dargestellt. (B) zugehdriges 1d-Histogramm des Fluoreszenz-Parameters 2 (Projektion von (A)
auf die x-Achse). (C) zugehdriges 1d-Histogramm des Fluoreszenz-Parameters 1 (Projektion von
(A) auf die y-Achse).
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3.3.5.3. Mittelwerte und Boxplots

Um MPFIS-Messungen an unterschiedlichen Zellpaaren hinsichtlich eines Fluoreszenz-
Parameters vergleichen zu kénnen, wird ein Mittelwert des Parameters bendtigt, der repra-
sentativ fir ein MFIS-BIId ist. Hierzu wird aus jeder MFIS-Aufnahme, entweder unter Be-
riicksichtigung eines geeigneten Photonenschwellwerts oder unter Verwendung eines Multi-
ROI, ein 2d-Histogramm generiert. Uber die 1d-Pixelhaufigkeitsverteilung des Fluoreszenz-
Parameters wird das arithmetische Mittel gebildet. Dieser Mittelwert wird als reprasentativ
fir die MFIS-Aufnahme angenommen und weiter fiir die Mittelwertbestimmung tber n
MFIS-Aufnahmen verwendet. Die Darstellung der Mittelwerte von n MFIS-Aufnahmen er-
folgt in Boxplots, deren Abmessungen und Symbole wie in Abbildung 3.5 gezeigt definiert

sind.
Ql Q3
: f {
Maximum [
>< ]
Median
. —"10 —éU —éd —id 0’0 1'0 2’0 3‘0 4‘0
o 75%-Perzentile
- —2.6980 —0.67450 0.67450 2.6980
Q .
= Median
o m]
S
&
N 25%-Perzentile i :
5 24.65% . 50%  24.65%
N = T = d
(7.} —-40 -30 —-20 -10 0o lo 20 30 40
g O
S Arithmetisches
bl Mittel
Minimum
15.73% 68.27% 15.73%
> —40 -30 -20 -10 00 10 20 30 40
Probe

Abbildung 3.5. Darstellung eines Datensatzes als Boxplot.

(A) In dieser Arbeit verwendete Darstellung eines Boxplots erstellt mit Origin 8.0. Der Kasten wird
durch die 25%- und 75%-Perzentile gebildet. 50% der Messwerte liegen also innerhalb des Kastens.
Der Querstrich innerhalb des Kastens zeigt den Median. Das Quadrat zeigt den arithmetischen
Mittelwert, die Sternchen zeigen den maximalen und minimalen Messwert.

(B) Darstellung als Boxplot veranschaulicht anhand einer Normalverteilung (oben und Mitte)und
Normalverteilung mit Sigmaumgebungen (unten). Abb. aus [Liao 2011].
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3.3.5.4. Signifikanz

Bei der Bestimmung von Komplexbildung anhand der Fluoreszenz-Lebensdauer wird der
Mittelwert der Messwerte einer Probe, die nur Donor enthdlt (“donor only”) und der

Mittelwert der Messwerte einer Probe, die Donor und Akzeptor enthélt, verglichen.

Ein gebrduchliches und einfaches Kriterium fiir die Unterscheidbarkeit von Messwerten
allgemein fordert, dass die zugehorigen Standardabweichungen nicht iberlappen diirfen.
Es handelt sich hierbei nicht um ein notwendiges Kriterium, sodass auch bei Nichterfiillen
ein statistisch signifikanter Unterschied der Messwerte gegeben sein kann. Fiir den Fall,
dass die Standardabweichungen der Mittelwerte zweier Verteilungen von Messwerten
iiberlappen, kdnnen statistische Signifikanztests hinzugezogen werden, um die Signifikanz
der Unterschiede zwischen den Verteilungen von Messwerten zu beurteilen. Der t-Test
testet die Signifikanz des Unterschieds zweier Mittelwerte auf Grundlage der zugehérigen
Verteilungen der Messwerte. Der t-Test nimmt Normalverteilungen der Messwerte an,
wobei die Breite der beiden getesteten Verteilungen unterschiedlich sein kann. Statistische
Tests liefern sogenannte p-Werte. P-Werte kleiner als das Signifikanzniveau bedeuten, dass
sich die beiden getesteten Verteilungen signifikant unterscheiden.

In dieser Arbeit wurde der studentische t-Test in Microsoft Excel mit der Funktion T.TEST
(zwei Stichproben, unterschiedliche Varianz) verwendet. Als Signifikanzniveau wurde 0,01

verwendet.
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3.4. Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS)

Die Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (fluorescence correlation spectroscopy, FCS)
ist eine Einzelmolekiilmethode, um dynamische Prozesse von geldsten Molekiilen zu
untersuchen. FCS basiert auf der Analyse von Fluktuationen in der Fluoreszenzintensitat,
die iiblicherweise mit einem konfokalen Spektrometer detektiert wird.

Die Pionierarbeiten von Magde, Elson und Webb in den 70er Jahren an DNA-
interkalierenden Substanzen hatten mit einem niedrigen Signal-zu-Hintergrund-Verhiltnis
zu kdmpfen, hauptsichlich aufgrund schlechter Detektionseffizienzen und unzureichen-
der Unterdriickung des Hintergrunds [Magde et al. 1972], [Magde et al. 1974]. Rigler
et al. konnten dies deutlich verbessern, indem sie FCS mit einem konfokalen Aufbau
kombinierten [Eigen und Rigler 1994], [Rigler und Widengren 1990], [Rigler 1995]. Die
Verbindung eines konfokalen Detektionsvolumens von wenigen Femtolitern, nanomolaren
Konzentrationen und einzelmolekiiltauglichen Avalanche-Photodioden liefert gute Signal-

zu-Rausch-Verhiltnisse und ist daher die heute iibliche Konfiguration fiir FCS-Messungen.

Die Analyse von Fluktuationen wird mittels der (Auto-)Korrelationsfunktion durchgefiihrt.
Die Autokorrelationsfunktion vergleicht die Werte Np(t) des detektierten Signals zum
Zeitpunkt ¢ mit dem Wert Ng(t + t.) zum Zeitpunkt ¢ + ¢.. Die Autokorrelationsfunktion
driickt den Grad der Ubereinstimmung einer Funktion mit sich selbst zu einem anderen

Zeitpunkt aus.

Prinzipiell kdnnen nur molekulare Prozesse untersucht werden, die eine Anderung der Fluo-
reszenzintensitdt bewirken. Des Weiteren wird bei niedrigen Konzentrationen (nM) gemes-
sen, um moglichst starke Fluktuationen zu erhalten. Idealerweise befinden sich nur einige
wenige fluoreszente Molekiile im Detektionsvolumen. Translationsdiffusion fiihrt zu einer
Anderung der Fluoreszenzintensiit, wenn sich durch die Brownsche Molekularbewegung
Teilchen in das Detektionsvolumen hinein und wieder hinaus bewegen. Die Autokorrelation
der dadurch entstehenden Fluktuationen liefert die Konzentration und den Diffusionskoef-
fizienten der diffundierenden Molekiile (sieche Abb. 3.6). Helle und dunkle Zustdnde von
Molekiilen kénnen durch photophysikalische (Fluoreszenz- und Tripletteigenschaften), pho-
tochemische (Photozerstérung, Léschung, Isomerisierung) und chemische (Gleichgewichts-
reaktionen) Prozesse verursacht werden. Mit FCS konnen die zugehdrigen Geschwindig-
keitskonstanten bestimmt werden.

Die Zeitskala der messbaren Kinetiken kann von Pikosekunden bis zu Sekunden betra-

44



3 Materialien und Methoden

Intensitatsfluktuationen

50

4

@ o

o -

f:_l g
__,‘ /"\, g 30-\
\ \ 3 £ U” H] I
l\/:,._\_, ) il “‘ ll \W]M“‘\“h “‘ W vl V\

¢

J\ s 2’0 4'() Sll)

Zeit [s]
Konfokales Volumen

Autokorrelationsfunktion

1.08

1.074

1.06 4

1.054

1.04 4

G(t)

Diffusionszeit
1.034

Konzentration 1024
A=1/N

1.014

1.00 - e .
1E-4 1E 3 0.01 0.1 1 10 100 1000

Korrelationszeit [ms]

Abbildung 3.6. Schema einer FCS-Messung. Die Diffusion eines fluoreszent markierten Mole-
kiils (griin) durch das konfokale Beobachtungsvolumen verursacht Fluktuationen der detektierten
Fluoreszenzintensitat. Die Analyse der Autokorrelation des Fluoreszenzsignals liefert aus der Am-
plitude A die mittlere Anzahl der Molekiile im konfokalen Volumen N und deren Diffusionszeit.

gen. Die Zeitauflésung ist fiir kurze Zeiten durch Detektoreigenschaften wie Totzeit und
after pulsing limitiert. Dies kann allerdings durch Verwendung von mehreren Detektoren
umgangen werden. Die eigentliche Limitierung von FCS liegt in langsamen Kinetiken im
Sekundenbereich. Hier werden durch die lange Messzeit an einem Molekiil Bleicheffekte
relevant. Werden langsame Molekiile photogeblichen, so tduscht dies ein vorzeitiges Aus-
treten aus dem konfokalen Volumen vor. Die zu kurzen Diffusionszeiten erschweren eine
korrekte Kurvenanpassung.

Die photochemischen Eigenschaften des verwendeten Farbstoffs GFP haben ebenfalls Ein-
fluss auf die Fluoreszenzfluktuationen und miissen entsprechend beriicksichtigt werden (sie-
he Abschnitt 3.6.2.2).
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3.4.1. Rauschanalyse mittels Korrelationsfunktion

Ein statistisch sehr effizientes Verfahren zur Analyse der Intensitatsfluktuationen ist
die Berechnung einer Autokorrelationsfunktion. Dabei wird Rystematisches"Rauschen
identifiziert und von Bufélligem"Rauschen abgetrennt. Die Autokorrelationsfunktion fragt
den Bezug eines zur Zeit ¢ detektierten Signals Ng(t), zum Wert Np(t + t.), t. Sekunden
spater ab (Selbstahnlichkeitsanalyse).

Definition. Das gemessene Fluoreszenzsignal Ny(t) (d.h. die Anzahl der registrierten Pho-
tonen in einem Zeitintervall) l4sst sich auch als Fluktuation d Ng(t) um einen Mittelwert
(NFp) beschreiben:

Np(t) = (Np) + SNp(t), (3.10)

mit der Mittelung (...) des Fluoreszenzsignals iiber die Messzeit T":

(Np) = % /O " eyt (3.11)

Mit Hilfe der Korrelationsfunktion einer beliebigen Zeitfunktion kénnen zeitliche Vorgange

analysiert werden. Die Autokorrelation A(t.) einer Zeitfuntion N(t) ist definiert als

A(t) = (Np(t) - Np(t +1.)) = % /0 U NR(t) - Ne(t + t)dt, (3.12)

wobei t. die Korrelationszeit bezeichnet.

Durch Einsetzen von Gleichung 3.10 und Ausmultiplizieren ergibt sich:

Alte) = (Np)* + (ONp(t) - ONw(t + t.)) . (3.13)

Die normierte Autokorrelationsfunktion G(t.) ergibt sich durch Division der Autokorrelati-
onsfunktion A(t.) durch den Mittelwert (N((¢))*. Mit Gleichung 3.10 erhalt man dann:

Np(t) - Ne(t+t.)) 14 (ONp(t) - ONp(t +t.))

K
e = oy (o)

. (3.14)
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Es kénnen auch zwei verschiedenen Zeitfunktionen N“(¢) und N5(t) (kreuz-)korreliert und
so auf Ahnlichkeit iiberpriift werden. Hierzu verwendet man die Kreuzkorrelationsfunktion
Gag(t.), die normiert folgende Form annimmt:

C(NA@)-NB(t+t.))  (ONAt)-ONB(t+t.))

Gl =g ey T vy 0 89

Sie findet insbesondere Anwendung, um ohne Totzeit messen zu kdnnen. Hierzu wird das
Fluoreszenzsignal auf zwei Detektoren aufgeteilt, anschlieBend werden beide Zeitspuren
kreuzkorreliert. Durch Kreuzkorrelation kdnnen auch Signale auf Ahnlichkeit iiberpriift
werden, die sich spektral oder hinsichtlich ihrer Polarisation unterscheiden. Durch Kreuz-
korrelation von Kandlen mit zueinander senkrechter Polarisationsrichtung kdnnen Kinetiken
indentifiziert werden, die die Anisotropie beeinflussen [Borst et al. 2008]. Kreuzkorrelation
von spektral verschiedenen Signalen wie Donor- und Akzeptorfluoreszenz gibt Aufschluss
iiber molekulare Interaktionen [Bacia und Schwille 2007] und Kinetiken, die mit einer
Anderung der Abstinde zwischen den Fluorophoren einhergehen [Eggeling et al. 2005],
[Margittai et al. 2003].

Teilchenzahl und Poisson-Verteilung.

Die Intensitdt Ng(t) ist proportional zur Anzahl der zur Zeit ¢ registrierten Photonen und
diese Anzahl ist wiederum proportional zur Anzahl der im Messvolumen vorhandenen fluo-
reszierenden Molekiile n. Die Wahrscheinlichkeit p(n), dass sich bei einer mittleren Mole-
kiilzahl N zu einem zufilligen Zeitpunkt n Molekiile in dem Detektionsvolumen befinden,

ist durch eine Poissonverteilung gegeben:

p(n) = e (3.16)

Zur Berechnung der mittleren Molekiilzahl (n) = N im Beobachtungsvolumen, muss das

mit der Verteilungsfunktion gewichtete Mittel berechnet werden:
(n) = Zn -p(n) =N (3.17)
n=0

Analog gilt dies auch fiir die mittlere quadratische Anzahl (n?) der Teilchen im Messvolu-

men:

(n*) = in2 -p(n)=N?*+ N (3.18)

Damit kann der Wert der normierten Autokorrelationsfunktion fiir t.=0 berechnet werden
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und ergibt sich zu
1
=14+ — 1
G(0) +N (3.19)
Praktisch bedeutet dies, dass die Anzahl der Molekile im konfokalen Volumen direkt aus

der Amplitude der Korrelationsfunktion zum Zeitpunkt Null abgelesen werden kann.

3.4.2. Modellfunktionen fiir die Korrelationsfunktion

Die einzelnen sogenannten bunching-Terme einer Korrelationsfunktion kénnen entsprechend
ihrer zugrunde liegenden physikalischen bzw. chemischen Prozesse mit addquaten Modell-
funktionen angepasst werden. Sind die Hell- und Dunkelzustdnde verursachenden Prozesse
voneinander unabhangig, so lasst sich die Korrelationsfunktion als Summe aus den zugehd-

rigen Termen ausdriicken, multipliziert mit dem Diffusionsterm:
1
G(t:) = 1+ ~Golt.) [1 +3 Gi@C)} . (3.20)

Die Herleitungen der verschiedenen Modelle fiir die einzelnen Terme sind in den Arbeiten
von Eggeling, Widengren und Schwille ausfiihrlich beschrieben [Eggeling et al. 1998], [Eg-
geling 1999], [Widengren 1996]. Hier sollen im Weiteren die Ergebnisse zusammengefasst

werden.

Der einfachste Fall einer Modulation des Fluoreszenzsignals stellt die translative Diffusion
dar, der alle Molekiile gleichsam unterliegen. Zwei Effekte fiihren hier zur Fluktuation der
Signalintensitdten: Zum Einen die inhomogene Intensitatsdichteverteilung des anregenden
Lichts im Anregungsvolumen, die als dreidimensionale GauBverteilung angenommen werden
kann, und zum anderen die Schwankung der Molekiilkonzentration im Detektionsvolumen,
die den Fick'schen Diffusionsgesetzten folgt.

Die Korrelationsfunktion ergibt sich fiir den Fall der translativen Diffusion zu:

1/2
1 1 1
Gpl(t) =1+ — X - (3.21)
N 1 + < Wo tc
1+(—=) =
tD 20 tD

Der Geometrieparameter wy/zo setzt sich zusammen aus der radialen (wo) und axialen (z)
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Ausdehnung des Beobachtungsvolumen, bei der die Detektionseffizienz auf 1/e? abgefallen

ist. Das Detektionsvolumen berechnet sich mit diesen GroBen zu

Vp = 73/ 202 (3.22)

und liegt typischerweise im Femtoliterbereich. Die charakteristische Diffusionszeit ¢, betragt

2
Yo

= 2
3, (3:23)

tp

wobei D der Diffusionskoeffizient des Molekiils ist.
Uber diese Beziehung kann die absolute GroRe des konfokalen Volumens durch die Messung

eines Farbstoffs mit bekanntem Diffusionskoeffizienten bestimmt werden.

Der Diffusionskoeffizient hangt nach der Stokes-Einstein-Relation von der Viskositat des

Mediums 7 und dem hydrodynamischen Radius Ry und daher von der GroRe eines Molekiils

ab:
kT

- 6mnRy’

mit der Boltzmann-Konstanten & und der Temperatur T'. Unter der Annahme eines globula-

(3.24)

ren Molekiils ergibt sich die Proportionalitat des Diffusionskoeffizienten zur dritten Wurzel
des molekularen Volumens bzw. des Molekulargewichts. Anschaulich heilt dies, dass ein

8-fach hoheres Molekulargewicht die Diffusionszeit lediglich verdoppelt.

Aus Gleichung 3.21 ergibt sich aulerdem, dass die Anzahl der Molekiile im konfokalen
Volumen direkt an der Amplitude des Diffusionsterms zum Zeitpunkt Null abgelesen

werden kann.

Die meisten Fluorophore gehen schon bei niedrigen Anregungsleistungen teilweise in einen
Triplettzustand tiber. Da aus den langlebigen Triplettzustinden keine Fluoreszenz erfolgt,
erscheint der spinverbotene Ubergang in den dunklen Triplettzustand als zusitzlicher Term
in der FCS-Kurve. Die Besetzungswahrscheinlichkeit des Triplettzustands ist sehr stark von
der Anregungsleistung abhangig, und daher rdumlich inhomogen und auf das Anregungsvo-
lumen beschrankt. Die exakte Losung des Problems in der FCS-Theorie ist in [Widengren
und Rigler 1995] zu finden. Als Niherung kann eine mittlere Besetzungswahrscheinlichkeit

Ar Uber das Detektionsvolumen angenommen werden und die Korrelationsfunktion G (t..)
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der Triplettkinetik kann durch folgende Gleichung beschrieben werden:
GT(tC) =1- AT + AT . exp(—tc/tT), (325)

dabei ist Ar die mittlere Besetzungswahrscheinlichkeit des ersten angeregten Triplettzu-
stands und tr die Triplettkorrelationszeit. Der Triplettterm enthilt alle Geschwindigkeits-

konstanten, die zur Be- und Entvdlkerung des Triplettzustands beitragen.

3.4.3. Verwendete Modellfunktionen zur FCS Kurvenanpassung

In diesem Abschnitt werden die Modellfunktionen zur FCS Kurvenanpassung vorgestellt.

Die Bezeichnungen der einzelnen Parameter sind wie folgt:

bo  Grundlinie

bs  Geometriefaktor 1 (wo/z0)1

bs  Geometriefaktor 2 (wy/z0)2

N  Teilchenanzahl

R Anteil der Diffusionskomponenten 1

tp1 Diffusionszeit der Diffusionskomponenten 1
tpo Diffusionszeit der Diffusionskomponenten 2
T  Triplettanteil

tr  Triplettzeit

B Anteil des bunching-Terms

tp  Korrelationszeit des bunching-Terms
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Die Modellfunktionen fiir die einzelnen Fille sind wie folgt:

1) Diffusion und Triplett

1 1 1

Pty =bo+ 5 —— :
1+ -— 14+ 55—

b3"td|

romem ()]

(3.26)
2) Diffusion, Triplett und zusitzlicher bunching-Term
1 1 1
ft) =t 3 — :
1+ — 14+ —
Ll b2 - [t4]
t t
. {1 —|T|+ |T| - exp (——> — |B| + |B| - exp (——)] (3.27)
|tr| 5]

3) Diffusion mit zwei Komponenten und Triplett

1 R 1 1 1
11— |R|

N t / t i t
14+ — 14 —— 14+ — 14+ —
‘td1’ b§ . |td1| |td2‘ b% . |td2|

. [1 T+ |T| - exp <—i>] (3.28)

|t

51



3 Materialien und Methoden

4) Diffusion mit zwei Komponenten, Triplett und zuséatzlicher bunching-Term

1 R 1 1 1
+ 1= Rl

N t 7 t ;
I+— 14— I+ — 14—
‘tdly bg . |td1| ’tdQ‘ b% . |td2|

1= T+ 1T - exp _tl B + |B| - exp —ti (3.29)
ltr| [35

f(t):bo+
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3.4.4. Praktische Durchfiihrung der FCS-Messungen

Kalibrierung:

Zu Beginn jedes Messtages wurde Rhodamin 110 in Wasser als Referenz zur GroBenbe-
stimmung des konfokalen Volumens gemessen. Es wurden die identischen Einstellungen wie
fir die FCS-Messungen in Zellen verwendet. Die Diffusionszeit von Rhodamin 110 betrug
typischerweise 36 us. Mit dem bekannten Diffusionskoeffizienten von Rhodamin 110 (4,4 x
1075 cm?s™! bei 22,5°C, [Gendron et al. 2008]) konnte die GroRe des effektiven konfokalen

Volumens zu 0,65 fl bestimmt werden.

Die FCS Messungen wurden als Punktmessungen durchgefiihrt. Hierzu wurde das konfokale
Volumen mit Hilfe der set point-Anwendung des Olympus FluoView in einem LSM-Bild auf
der Plasmamembran bzw. bei Messungen von freiem GFP im Zytoplasma positioniert. Die

anschlieBende Punktmessung wurde mit der externen MFD-Einheit aufgenommen (siehe
Abb. 3.1).

Die standardmiRige Durchfiihrung aller beschriebenen FCS-Messungen an der Plasma-
membran begann mit einer Photobleichphase von 15 bis 30 s. Nachdem sich eine konstante
Zihlrate eingestellt hatte, wurden Punktmessungen von 60 bis 180 s bei einer Leistung von
5,5 uW aufgenommen. Es wurde eine Punktmessung pro Membranabschnitt aufgenommen,

sodass jede Punktmessung zu einem unterschiedlichen Zellpaar gehort.

Fiir FCS-Messungen an freiem GFP wurden mehrmals hintereinander Punktmessungen von

30 bis 60 s im Zytoplasma aufgenommen.

Auswertung:

Die Dateien der aufgenommenen Spuren wurden in Dateien zu je 300.000 Photonen
aufgeteilt (split files) und mit dem institutsintern entwickelten FCS-Programm Kristine
[Felekyan 2013] korreliert und mit Modellfunktionen (siehe Kapitel 3.4.3) angepasst. Split
files von instabilen Abschnitten der Spur wurden nicht beriicksichtigt (vgl. Intensitdtsspuren
in Abschnitt 4.6.4).
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3.5. Fluoreszenzerholung nach Photobleichen
(FRAP)

Die Fluoreszenzerholung nach Photobleichen (fluorescence recovery after photobleaching,
FRAP) ist eine Methode der kinetischen Mikroskopie, mit der die Mobilitdt von Proteinen
in lebenden Zellen untersucht werden kann. Bleichexperimente wurden in den 1970er
Jahren entwickelt und erstmals angewendet [Axelrod et al. 1976], fanden aber ebenso
wie FCS erst im Zuge der Entwicklung von GFP als universellem Fluoreszenzmarker in
lebenden Zellen und der Verfiigbarkeit kommerzieller LSM seit den 1990er Jahren breite
Anwendung [Lippincott-Schwartz et al. 2003].

In einem FRAP-Experiment wird in einem kleinen Bereich der Zelle die Fluoreszenz
markierter Zielmolekiile durch einen intensiven Laserpuls irreversibel zerstdrt. AnschlieBend
ist im photogebleichten Bereich eine Erholung der Fluoreszenz zu beobachten, wenn
photogebleichte Molekiile durch fluoreszente Molekiile z. B. durch Diffusion ausgetauscht
werden (siehe Abb. 3.7).

Die Beweglichkeit eines Proteins steht oftmals in engem Zusammenhang mit dessen
Funktion. Die Interaktion mit Zellstrukturen und Bindungspartnern hemmt die Mobilitit
der beteiligten Proteine, sodass die Beweglichkeit ein Mal fiir Aktivitdt und Bindung sein
kann. Aus dem zeitlichen Verlauf der Fluoreszenzerholung lassen sich Diffusionskoeffizi-
enten, Austauschraten von Bindungen und der Anteil der kinetisch gehemmten Proteine

(immobile Fraktion) bestimmen.

3.5.1. Praktische Durchfiihrung der FRAP-Messungen

In Vorversuchen wurden zunichst die Parameter des Bleichexperiments der Dynamik und
Konzentration der untersuchten Proteine angepasst.

Zeigen Proteine eine hohe Dynamik mit schneller Fluoreszenzerholung, ist es wichtig, die
Aufnahmezeit und Bleichphase méglichst kurz zu halten, da innerhalb dieser Zeit keine
Dynamik beobachtet und bestimmt werden kann. Die hier untersuchten Proteine sind in
der Plasmamembran zwar zum groten Teil immobil, allerdings zeigt die mobile Fraktion
eine schnelle Dynamik. Daher wurden kleine Bildausschnitte mit einer Aufnahmedauer
von 1 s pro Bild und Bleich-ROI mit einem Durchmesser von 5-10 um gewahlt. Schnelles
Scannen mit 20 us/Pixel in Kombination mit einer niedrigen Anregungsleistung von 5 W

wurde verwendet, um kontinuierliches Bleichen wahrend der Aufnahme mdoglichst gering
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Schema eines FRAP Experiments

prebleach Photobleichen Fluoreszenzerholung

D
O A “prebleach”
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Abbildung 3.7. Schema eines FRAP-Experiments. (A, B, C) FRAP- Messung an der Plas-
mamembran. (A’, B', C') Modell der fluoreszierenden (weife Kreise) und gebleichten (graue
Kreise) Zielmolekiile wihrend des FRAP-Experiments. (A, A') Eine Aufnahmeserie zu Beginn des
Experiments (prebleach) dient zur Bestimmung der ungestdrten Fluoreszenzintensitit im Beob-
achtungsfenster (FRAP-ROI, roter Kreis). (B, B') In der Photobleichphase wird die Fluoreszenz
der Zielmolekiile im FRAP-ROI irreversibel zerstért. (C) AnschlieBend ist eine Fluoreszenzer-
holung zu beobachten (postbleach). (C') Die Fluoreszenzerholung nach Photobleichen entsteht
durch den Austausch von gebleichten Molekiilen im FRAP-ROI mit ungebleichten Molekiilen aus
der Umgebung hauptsachlich durch Diffusion. (D) Die Fluoreszenzintensitdt im FRAP-ROI wird
tiber die Zeit beobachtet. Die Anteile der mobilen und immobilen Fraktion sowie die Halbwertzeit
t1/2 kénnen aus dem Graphen bestimmt werden.
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zu halten.
Die Bleichphase wurde mit 80 Iterationen bei 100 % Laserleistung an die durchschnittliche
Konzentration der Proteine so angepasst, dass die Fluoreszenz nach der Bleichphase dem

Hintergrund entsprach.

Eine FRAP-Messung bestand aus 10 Bildern vor dem Photobleichen (prebleach), einer
Photobleichphase tiber 80 Bilder bei 100 % Laserleistung und aus der anschlieBenden
Fluoreszenzerholungsphase, wahrend der 100 bzw. 160 Bilder mit 2 s Zeitverzégerung bzw.
ohne Zeitverzégerung aufgenommen wurden. Insgesamt ergibt sich so eine Dauer von 2

bis 7 min fiir eine Messung.

3.5.1.1. Quantitative FRAP-Auswertung:

Zur vollstindigen Analyse der Fluoreszenzerholung sind neben dem Intensitatsverlauf im
FRAP-ROI auch die Intensitdtsverldufe in zwei Kontroll-ROI zu beriicksichtigen (siehe
Abb. 3.8). Ein ROI auBerhalb der Membranregion, das keine Fluoreszenz enthalten sollte,
diente zur Bestimmung des Hintergrunds. Ein ROl an der Plasmamembran auRerhalb des
Bleichfensters wird bendtigt, um die Fluoreszenzerholung um die Fluoreszenzabnahme
durch kontinuierliches Photobleichen wahrend der Aufnahme (acquisition bleaching) zu
korrigieren.

Die FRAP-Daten wurden nach Phair normiert (double normalization, [Phair et al. 2004]),
um Hintergrund und acquisition bleaching korrigiert und mit einer mono-exponentiellen
Funktion angepasst. Als Ergebnis wird der Anteil der mobilen bzw. immobilen Fraktion
sowie die Halbwertzeit der Fluoreszenzerholung festgehalten. Zur Auswertung der FRAP-
Daten wurde das frei erhiltliche IgorPro Makro FrapCalc verwendet [Miura 2009].
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Abbildung 3.8. Beispiel einer FRAP-Messung an der Plasmamembran. (A) Erstes Bild der
prebleach-Phase, (B) erstes Bild nach der Photobleichphase, (C) Bild nach 6 min Fluoreszen-
zerholung. rot: Bleich-ROl, tiirkis: Referenz-ROI, orange: Hintergrund-ROI.
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3.6. Das griin fluoreszierende Protein (GFP)

Das griin fluoreszierende Protein (GFP) ist aus der heutigen Zellbiologie nicht mehr
wegzudenken. Seit seiner Entdeckung und Isolierung 1961 durch Osamu Shimomura
(Nobelpreis 2008) ist es zu einem der wichtigsten Instrumente der Molekularbiologie
geworden. Das Protein stammt urspriinglich aus der Qualle Aequorea victoria, der es
zusammen mit dem Ca?T-abhingigen Photoprotein Aequorin eine griine Biolumineszenz
verleiht. Das GFP-codierende Gen konnte von Douglas Prasher 1992 isoliert und kloniert
werden [Prasher et al. 1992] und von Martin Chalfie (Nobelpreis 2008) 1994 erstmals
auRerhalb seines Ursprungsorganismus zur Expression gebracht werden [Chalfie et al.
1994]. Der immense Vorteil von GFP liegt in der Unabhingigkeit seiner Expression, Faltung
und Chromophorreifung von zelluldren Kofaktoren. Es kann daher ohne Probleme genspe-

zifisch an Proteine fusioniert und funktional in nahezu jedem Organismus exprimiert werden.

3.6.1. Allgemeine Eigenschaften
3.6.1.1. Struktur

Das wildtypische GFP aus Aequorea victoria mit einer Molekiilmasse von 27 kDa besteht
aus 238 Aminosduren, die eine einzigartige Zylinder-Struktur ausbilden (Abb. 3.9). Die
Kristallstruktur wurde 1996 parallel von Ormé und Yang bestimmt [Ormo et al. 1996],[Yang
et al. 1996]. Diese besteht aus einer a-Helix innerhalb des sogenannten “[-barrel” mit
einem Durchmesser von 30 A und einer Linge von 40 A [Yang et al. 1996], das durch elf
B-Faltblattern gebildet wird. Der aus drei Aminosduren bestehende Chromophor ist in der
Mitte des Zylinders in der a-Helix lokalisiert und durch die umgebenden Faltblatter gut
geschiitzt.

3.6.1.2. Varianten

Es existiert eine Vielzahl homologer fluoreszenter Proteine (FP) [Chudakov et al. 2010].
Die fluoreszenten Proteine der GFP-Familie aus der Qualle Aequorea victoria decken den
blauen, griinen und gelben Spektralbereich ab. Es existieren aber auch Varianten aus ande-

ren Organismen, wie z.B. Spezies der Korallen Anthozoa [Matz et al. 1999], die vor allem
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~ C-Terminus

Abbildung 3.9. Struktur von GFP aus [Zeiss 2013]

fluoreszente Proteine im roten Spektralbereich hervorgebracht haben [Verkhusha und Lu-
kyanov 2004]. DsRed aus der Seeanemone Discosoma striata war einer der ersten roten
Anthozoa-Vertreter, der kommerziell erhiltlich war und umfassend charakterisiert wurde.
Das wildtypische GFP, aber auch viele andere FP, zeigen die Tendenz, insbesondere mit
steigender Konzentration und Temperatur, zu aggregieren. Diese Aggregate weisen oft ei-
ne geringere oder gar keine Fluoreszenz auf. Eine starke Interaktion von FP-Molekiilen
untereinander stellt auBerdem gerade bei Interaktionsstudien von fusionierten Protein ein
Problem dar. Daher wurde durch Mutagenese eine Vielzahl von FP-Varianten geschaffen,
die sowohl das komplette sichtbare Spektrum abdeckten, als auch stabil als Monomer vor-
liegen [Shaner et al. 2005]. Die ersten Varianten wurden von Roger Tsien (Nobelpreis 2008)
bereitgestellt und genutzt.

EGFP und mCherry

Das EGFP (enhanced green fluorescent protein) ist eine GFP-Variante, die durch Mutagene-
se des Chromophors erhalten wird [Tsien 1998]. Serin ist hier durch Threonin ausgetauscht.
Sie ist die meistverwendete GFP-Variante und wurde in dieser Arbeit verwendet. Das rot
fluoreszierende Protein mCherry wurde als FRET-Akzeptor fir EGFP verwendet. Es stellt
die zu diesen Zeitpunkt beste verfiigbare monomere rote Variante dar [Shaner et al. 2005],
obwohl es eine vergleichsweise schlechte Quantenausbeute aufweist und Probleme bei der

Chromophorreifung auftreten kdnnen.
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3.6.1.3. Chromophor-Reifung

Der eigentliche Chromophor des wildtypischen GFP besteht aus den drei Aminosduren Serin
an Position 65, Tyrosin an Position 66 und Glycin an Position 67 und wird autokatalytisch
nur unter Beteiligung von molekularem Sauerstoff gebildet. Die beiden Aminosduren
Tyr-66 und Gly-67 sind in jedem Chromophor eines GFP-verwandten fluoreszenten Proteins
erhalten. Die erste chromophorbildende Seitenkette an Position 65 kann dagegen variieren.
Allein die Aminosduresequenz fiihrt nicht zwingend zu Fluoreszenz. Zum einen ist eine
Chromophorreifung in mehreren Schritten notwendig, zum anderen die stabilisierende und
schiitzende Umgebung des “[-barrels”.

Zuerst werden durch Faltung die beteiligten Aminosiuren in rdumliche N3he gebracht.
Durch Dehydrierung des Tyrosin mit molekularem Sauerstoff wird die chromophore Gruppe
fertiggestellt [Heim et al. 1994], [Reid und Flynn 1997].

Das denaturierte Protein ist nicht fluoreszent, da durch eine cis-trans-Isomerisierung
die Fluoreszenz praktisch vollstindig geléscht wird. Die feste Verankerung innerhalb des
“[-barrels” verhindert die Isomerisierung und stabilisiert daher die Fluoreszenz [Niwa et al.
1996].

Die Reifung der roten FP aus der DsRed-Familie erfolgt sehr viel langsamer als fiir FP der
GFP-Familie [Baird et al. 2000], [Terskikh et al. 2000]. Zur vollstdndigen Reifung des Chro-
mophors ist ein weiterer Oxidationsschritt notig. Dariiberhinaus sind Wechselwirkungen mit
benachbarten Aminosduren des [-barrels essenziell. Dadurch hangt der Reifungsprozess
besonders empfindlich von der korrekten Faltung des ganzen Proteins ab. Ein detaillierter
Uberblick iiber die Reifungsprozesse von FP ist in [Subach und Verkhusha 2012] zu finden.
Die wesenlichsten Aspekte fiir die Verwendung als FRET-Akzeptor sind die folgenden:

Die Reifung der Ds-Red-Familie erfolgt iiber einen griin fluoreszierenden, GFP-3hnlichen
Zustand [Wachter et al. 2010]. Allerdings existiert der griin fluoreszierende Zustand nicht
allein als Zwischenstadium des Reifungsprozesses, sondern stellt einen moglichen stabilen
Endzustand dar. Dies filhrt dazu, dass auch nach abgeschlossener Reifung ein Teil der

DsRed-Molekiile als griin fluoreszierende Spezies vorliegen [Strack et al. 2010].
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3.6.2. Photophysikalische Eigenschaften

Das wildtypische GFP besitzt zwei Absorptionsmaxima, jedoch nur ein Emissionsmaximum.
Die Ursache hierfiir ist das Vorliegen des Chromophors im Gleichgewicht zwischen der
protonierten und deprotonierten Form, die sehr unterschiedliche Fluoreszenzeigenschaften
besitzen.

Die deprotonierte B-Form absorbiert mit Maximum bei 470 nm und ist fiir die Fluoreszenz
mit Emissionsmaximum bei 509 nm verantwortlich. Die neutrale A-Form hingegen absor-
biert bei 395 nm und zeigt aus dem angeregten Zustand A* praktisch keine Fluoreszenz.
Durch Protonentransfer im angeregten Zustand kann der Chromophor von A* in den
anionischen angeregten Zustand B* oder den anionische Zwischenzustand |* {ibergehen.

Aus diesen angeregten Zustanden erfolgt die typische griine Fluoreszenz bei 509 nm (vgl.
Abb 3.10).

3.6.2.1. Fluoreszenz-Lebensdauer

Die zeitaufgeloste Fluoreszenz GFP verwandter fluoreszenzter Proteine zeigt je nach
Anregungswellenldnge ein multi-exponentielles Abklingverhalten. Die Ursache hierfiir liegt
hauptsdchlich in den unterschiedlich protonierten Zustanden des Chromophors (Abb. 3.10).
Die Lage des Gleichgewichts kann photoinduziert und pH-abhangig verschoben werden und
fuhrt entsprechend zu unterschiedlichen Fluoreszenz-Lebensdauern [Striker et al. 1999,
[Liu et al. 2006].

Sowohl wildtypisches GFP als auch das verwendete EGFP zeigen bei Anregung um 488 nm
eine Fluoreszenzabklingkurve, die gut mit einem bi-exponentiellen Model beschrieben wer-
den kann [Striker et al. 1999], [Uskova et al. 2000], [Suhling et al. 2002], [Hess et al. 2003],
[Visser et al. 2010].

3.6.2.2. Photodynamische Eigenschaften

Das in FCS-Experimenten beobachtete Blinken von fluoreszenten Proteinen im Mikrose-
kundenbereich ist in erster Linie auf das Vorliegen von protonierten und deprotonierten
Molekiilen im Gleichgewicht zuriickzufiihren und ist daher stark pH-abhingig.

Bei neutralem pH liegt der Chromophor in seiner anionischen Form (B-Form) vor und
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Abbildung 3.10. Zustinde von GFP. Adaptiert an [Striker et al. 1999] und [Liu et al. 2006]

besitzt ein Absorptionsmaximum bei ca. 490 nm. Bei niedrigeren pH-Werten wird der
Chromophor protoniert (A-Form), was zu einer Verschiebung des Absorptionsmaximums
zu ca. 400 nm fihrt. Im FCS-Experiment bei einer Anregungswellenldnge um 490 nm
bedeutet dies, dass protonierte GFP-Molekiile nicht mehr angeregt werden kénnen und
so fiir die Lebenszeit des protonierten Zustands in einem Dunkelzustand verweilen. Die
charakteristische Zeit fiir diese Protonierungskinetik ist stark vom pH-Wert der Umgebung
abhidngig. Sie betrdgt bei pH 7 etwa 300 us und sinkt mit abnehmendem pH-Wert auf
45 us (pH 5) [Haupts et al. 1998], [Widengren et al. 1999a].

Des Weiteren existiert im pH-Bereich 8-11 eine Zeitkonstante von 450 us, die unabhangig
vom &duBeren pH-Wert ist und mit einer intramolekularen Protonierung assoziiert wird
[Haupts et al. 1998].

Wechselwirkungen mit der unmittelbaren molekularen Umgebung der chromophorbildenden
Aminosduren im angeregten Zustand kénnen entweder zu weiteren Dunkelzustdnden
fihren oder das Gleichgewicht zwischen den neutralen und anionischen Grundzustdnden
verschieben [Schwille et al. 2000], [Widengren et al. 1999b], [Bosisio et al. 2008], [van
Thor und Sage 2006], [Cotlet et al. 2006].

Die Triplettkinetik ist abhdngig von der Anregungsleistung, fiihrt aber nur fiir hohe
Anregungsleistungen iiber 100 kW/cm? zu einer merklichen Anderung der FCS-Kurven
[Widengren et al. 1999a].
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3.7. Induzierbare Expression von Fusionsproteinen in

N. benthamiana

3.7.1. Transformation mit Agrobacterium tumefaciens

Um Proteine in Fusion mit einem fluoreszenten Protein in einer Pflanze exprimieren zu
kdnnen, missen die Zielzellen genetisch manipuliert (transformiert) werden. Bei der Trans-
formation von Pflanzen mittels des Agrobacterium tumefaciens, einem gramnegativen Bo-
denbakterium, wird die Pathogenitdt des Bakteriums ausgenutzt. Agrobakterien sind durch
Infektion in der Lage, bestimmte DNA-Sequenzen (die sogenannte “t-DNA“ = Transfer
DNA) ihres Ti-Plasmides (Ti = Tumor-induzierendes) in das pflanzliche Wirtsgenom ein-
zubauen. Fiir diese Ubertragung sind Virulenz- (vir-) Gene nétig, die ebenfalls auf dem
Ti-Plasmid kodiert sind. Die libertragenen Gene fiihren in der wildtypischen Situation unter
anderem zur Bildung von Tumoren (Gallen) und der Synthese von Opinen in der Pflanzenzel-
le, welche dem parasitierenden Bakterium als Nahrung dienen. Die zu iibertragende DNA
wird dabei durch zwei sie flankierende 25-Basepaar-lange DNA-Sequenzen (“left border”
(LB) und “right border” (RB)) definiert.

Fiir molekularbiologische Arbeiten wurde das Bakterium genetisch modifiziert, indem die
tumorinduzierenden Gene zwischen der LB und der RB entfernt wurden und die vir-Gene
auf ein zusatzliches Plasmid (das Helfer Ti-Plasmid) ausgelagert wurden. Anstelle der
tumorinduzierenden Gene kdnnen nun Gene von Interesse eingesetzt werde, die vom
Bakterium in die Pflanzen (ibertragen werden sollen. Da das Bakterium nun zwei Plasmide
tragt, das integrative Ti- und das Helfer Ti-Plasmid, spricht man in diesem Fall von einem
bindren Vektorsystem [Campbell und Reece 2011].

Die Konstruktion der verwendeten Estradiol-induzierbaren Vektoren mit GFP, mCherry und
GFP-mCherry als transkriptionelle Fusionen am C-Terminus zur transienten Expression in
N. benthamiana ist beschrieben in [Bleckmann et al. 2010a]. Die Klone von ACR4 und
CLV1 zur transkriptionellen Fusion an GFP und mCherry sowie fiir die Konstrukte mit

ausgetauschter Transmembrandomane sind in [Stahl et al. 2013] beschrieben.
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Transformation von N.benthamiana Blattern

Die Blatter von 4-5 Wochen alten N. benthamiana Pflanzen werden mit transgenen
Agrobakterien transient transformiert. Hierfiir wird eine Agrobakteriensuspension mittels
einer Spritze durch die Spaltéffnungen der unteren Blattepidermis in das Blatt infiltriert.
Diese Methode ist detailliert in [Bleckmann 2010] beschrieben.

Estradiol-induzierbares Expressionssystem

Fir die Expression der Transgene wurde ein Estradiol-induzierbares System verwendet,
um die Expressionsstarke kontrollieren zu kdnnen. Hierbei wird der transkriptionelle
Aktivator XVE konstitutiv unter Kontrolle des G10-90 Promotors exprimiert. Durch
Zuagbe des Hormons p-Estradiol kommt es zu einer Konformationsinderung des
XVE, wodurch ein Kernlokalisierungssignal zuganglich wird. Im Kern bindet der XVE
Transkriptionsfaktor an den lexA-46 35S Promotor und bewirkt die Expression des Zielgens.

Die Induktion der Transgenexpression erfolgte 2-4 Tage nach Infiltration. Hierzu wurden
die infiltrierten Blatter mit 20 uM S-Estradiol / 0.1 % Tween-20 eingespriiht.

Die Pflanzen wurden frithestens 12 Stunden nach Induktion mit MFIS untersucht.

3.7.2. Verwendete Peptide

In Tabelle 3.1 sind die verwendeten synthetisch hergestellten Peptide aufgelistet.

Tabelle 3.1. Aminosiuresequenzen der verwendeten Peptide. Das unterstrichene P steht fiir
Hydroxyprolin.

Peptid | Aminosiuresequenz
CLE40p RQVPTGSDPLHH
CLV3p RTVPSGPDPLHH
TDIFp (CLE41/44) | HEVPSGPNPISN
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3.7.3. ACR4 und CLV1

In Abbildung 3.11 sind die beiden membranstandigen Rezeptorkinasen ACR4 (895 aa,
98 kDa) und CLV1 (980 aa, 108 kDa) schematisch dargestellt. lhr modularer Aufbau
umfasst extrazellar eine Signalpeptidsequenz (ACR4: 29 aa;CLV1: 24 aa) und eine Domane,
die bei ACR4 aus "crinkly repeats" (405 aa) und bei CLV1 aus "leucinrich repeats" (614 aa)
besteht. Die Plasmamembran wird jeweils von einer 21 aa-langen Transmembrandomane
durchspannt. Intrazelluldr im Zytoplasma befindet sich die Kinasedomine (ACR4: 440 aa;
CLV1: 321 aa). Bei den verwendeten Konstrukten sind die 238 aa-langen fluoreszenten

Proteine GFP und mCherry lber einen Linker aus 16 Aminosaduren mit der Kinasedoméane

verbunden.
Plasmamembran
extrazellular : intrazellular
crinkly repeats
ACR4 [I- -I]- Kinase GFP
895 aa >
98 kDa
. . Transmembran-
Signalpeptid
/ ghalpep domaine
CLV]' I]- 4 Kinase =  GFP
980 aa leucinrich repeats (LRR)
108 kDa 3

16 aa Linker

Abbildung 3.11. Schemata der membranstdndigen Rezeptorkinasen ACR4 und CLV1. Die
dargestellten GroBen der extrazellulidren repeats, der Kinase und des GFP sind maRstabsgetreu
entsprechend der Anzahl der Aminosauren. Die Sequenzen der beiden Proteine sind bei UniProtKB
[www.uniprot.org] unter den Eintrdgen Q9LX29 (ACR4) und Q9SYQ (CLV1) zu finden. Die
Plasmidkarten befinden sich im Anhang A.0.7.
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Diskussion

Multiparameter-Fluoreszenz-Image-Spektroskopie ~ (MFIS)  vereinigt ~ verschiedene
Fluoreszenz-Mikroskopiemethoden wie die Fluoreszenz-Lebensdauer-Mikroskopie (FLIM)
und die Fluoreszenz-Anisotropie-Mikroskopie (FAIM). Das simultane Auslesen mehrerer
Fluoreszenz-Parameter und die damit verbundene Verkniipfung von Informationen iiber
u.a. Energietransfer macht MFIS zu einer hdchst aussagekraftigen und komplexen Methode
zur Bestimmung von Proteininteraktionen.

Es ist sinnvoll, jede Methode (FRET-FLIM, Fluoreszenz-Anisotropie) erst einzeln hinsicht-
lich ihrer Anforderungen und Fehlergrenzen im jeweiligen System zu untersuchen. Auf
diese Weise werden optimale Versuchsbedingungen fiir MFIS in Nicotiana benthamiana

bestimmt und Grenzen fiir die Interpretation der MFIS-Daten gesteckt.

Zunichst werden die Fluoreszenz-Lebensdauern der verwendeten Fluorophore GFP und
mCherry in N. benthamiana bestimmt und mdgliche Artefakte des Expressionssystems

charakterisiert.

Die zentrale Frage nach der physikalischen Interaktion von ACR4 und CLV1 auf molekularer
Ebene in der Plasmamembran und an Plasmodesmata in N. benthamiana wird im dritten
Abschnitt mittels Hetero-FRET in Fluoreszenz-Lebensdauer-Messungen (FRET-FLIM)

beantwortet.

Die Fluoreszenz-Anisotropie wird in MFIS zur Bestimmung von Homo-FRET und damit als
Nachweis fiir die Bildung von homomeren Komplexen verwendet. Die Verlasslichkeit und
Aussagekraft insbesondere von Messungen der stationdren Anisotropie im untersuchten
System in N. benthamina werden im vierten Abschnitt eingehend beleuchtet und mit den

Ergebnissen erweiterter Anisotropie-Messungen untermauert.
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Die Kombination der beiden Fluoreszenz-Parameter Lebensdauer und Anisotropie in MFIS-
Bildern ergibt im fiinften Abschnitt ein detailliertes Bild der Komplexbildung von ACR4
und CLV1 mit hoher rdumlicher Auflésung. Die Identifizierung von Pixel-Subpopulationen
ermoglicht die differenzierte Beschreibung von lokalen Heterogenititen und funktionalen

Strukturen wie Plasmodesmata.

AbschlieRend geben Mobilitdtsmessungen an der Plasmamembran mit Fluoreszenzerholung
nach Photobleichen (FRAP) und Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) Aufschluss
iiber die funktionelle Clusterbildung von ACR4 und CLV1 im Zyklus von Exo- und

Endozytose und ligandeninduzierter Signalantwort.

o7
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4.1. MFIS-Bilder von Rezeptorkinasen in Nicotiana

benthamiana

In dieser Arbeit wurde die Komplexbildung der Rezeptorkinasen ACR4 und CLV1 mit MFIS
untersucht. Hierzu wurden von Yvonne Stahl folgende Fusionsproteine mit GFP und mCher-
ry hergestellt und transient in N. benthamiana exprimiert (Kapitel 3.7) und an der Plas-
mamembran von Blattepidermiszellen mit MFIS untersucht: ACR4 und CLV1 jeweils mit
beiden FP, ACR4 mit GFP und mCherry als FRET-positiv-Kontrolle, die rezeptordhnliche
Kinase BAK1 als negativ-Kontrolle, sowie Varianten von ACR4 und CLV1, in denen jeweils
die Transmembrandomine (TM) gegen die TM von BAK1 ausgetauscht wurde, um die
Bedeutung der TM bei der Komplexbildung von ACR4 und CLV1 zu untersuchen.

Ein MFIS-Bild liefert einen Satz aus vier Bildern: Fluoreszenz-Intensitatsbild, Fluoreszenz-
Lebensdauerbild, Fluoreszenz-Anisotropiebild und das Griin-rot-Verhaltnisbild. In den Ab-
bildungen 4.2, 4.3 und 4.4 ist fiir jede Expressionskombination ein MFIS-Bild als Beispiel
gezeigt. Die MFIS-Bilder bilden die Grundlage fiir alle weiteren Analysen der Komplexbil-
dung in den folgenden Kapiteln. Hierbei dient die Fluoreszenz-Lebensdauer als Indikator fiir
Hetero-FRET zwischen dem Donor GFP und dem Akzepor mCherry und dient damit dem
Nachweis von heteromerer Komplexbildung. Die Fluoreszenz-Anisotropie dient als Indikator
fir Homo-FRET zwischen GFP-Molekiilen und damit fiir die homomere Komplexbildung
der fusionierten Proteine.

s MFIS

£ S ﬂ‘hﬁiﬂﬁ_. e,
5 ,,w? I L
Ll 2 fd e,
5 “}5 J"‘-.E‘-‘-QM

Nicotiana benthamiana

Abbildung 4.1. Schema der MFIS-Messungen in Nicotiana benthamiana. FP-Fusionen
wurden induzierbar in N. benthamiana exprimiert und an der Plasmamembran von Blattepider-
miszellen mit MFIS untersucht.
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Abbildung 4.2. MFIS von ACR4-GFP, ACR4-GFP + CLV1-mCh, CLV1-GFP, CLV1-GFP
+ ACR4-mCh exprimiert in Blattepidermiszellen in Nicotiana benthamiana. Das oberste Bild
zeigt jeweils die Fluoreszenz-Intensitdt in Anzahl von Photonen, das zweite die Fluoreszenz-
Lebensdauer in ns, das dritte die Fluoreszenz-Anisotropie und das vierte das Verhiltnis aus
griiner und roter Fluoreszenz-Intensitdt Fy,/F,. Die Abmessungen der Bildausschnitte betragen
4,8 x 19,2 ym.
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Abbildung 4.3. MFIS von ACR4-GFP + ACR4-mCh, CLV1-GFP + CLV1-mCh und den
Kontrollen ACR4-GFP-mCh und ACR4-GFP + BAKI1-mCh exprimiert in Blattepidermis-
zellen in Nicotiana benthamiana. Das oberste Bild zeigt jeweils die Fluoreszenz-Intensitit in
Anzahl von Photonen, das zweite die Fluoreszenz-Lebensdauer in ns, das dritte die Fluoreszenz-
Anisotropie und das vierte das Verhéltnis aus griiner und roter Fluoreszenz-Intensitat F,/F,. Die
Abmessungen der Bildausschnitte betragen 4,8 x 19,2 um.
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Abbildung 4.4. MFIS von ACR4 und CLV1 mit ausgetauschter Transmembrandomane:
ACR4(BAK1-TM)-GFP, ACR4(BAK1-TM)-GFP + CLV1-mCh, CLV1(BAK1-TM)-GFP,
CLV1(BAK1-TM)-GFP + ACR4-mCh exprimiert in Blattepidermiszellen in Nicotiana bent-
hamiana. Das oberste Bild zeigt jeweils die Fluoreszenz-Intensitat in Anzahl von Photonen, das
zweite die Fluoreszenz-Lebensdauer in ns, das dritte die Fluoreszenz-Anisotropie und das vierte
das Verhéltnis aus griiner und roter Fluoreszenz-Intensitét F,/F,. Die Abmessungen der Bildaus-
schnitte betragen 4,8 x 19,2 um.
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4.1.1. FRET-Indikatoren

Der Nachweis von Hetero-FRET zwischen GFP und mCherry kann einmal mittels der
Fluoreszenz-Lebensdauer von GFP erfolgen, die im Falle von Energietransfer reduziert
ist. Die durch FRET indirekt angeregt Akzeptorfluoreszenz erhdht gleichzeitig die rote
Emission £}, sodass sich das Griin-rot-Verhdltnis F,/F, ebenfalls als FRET-Indikator
eignet und im Falle von FRET einen niedrigeren Wert annimmt.

Die Kombination der beiden Parameter Griin-rot-Verhiltnis und Fluoreszenz-Lebensdauer
hilft Artefakte auszuschlieBen und ermdglicht dariiber hinaus die Identifizierung von
Subpopulationen. So bilden z. B. die beiden unterschiedlich exprimierenden Zellen bei
CLV1-GFP+CLV1-mCh (Abb. 4.3) im 2d-Histogramm (Abb. 4.5 D) zwei getrennte

Populationen, die nur anhand der Lebensdauer nicht zu identifizieren waren.

In Abbildung 4.5 ist zu jedem MFIS-Bild aus Abb. 4.2, 4.3 und 4.4 das zugehdri-
ge 2d-Haufigkeitshistogramm F,/F, gegen Fluoreszenz-Lebensdauer dargestellt. Das
Diagramm des alleine exprimierten Donors (rot) ist jeweils mit dem Diagramm der
Koexpression (blau) tberlagert. Im FRET-Fall zeigt sich eine Verschiebung zu niedrigeren
Fluoreszenz-Lebensdauern und zu einem kleineren Griin-rot-Verhéltnis (A-E). Findet kein
Energietransfer statt, so iiberlagern die Populationen von Donor und Koexpression (G, H).
Die Negativkontrolle ACR4-GFP koexprimiert mit BAK1-mCherry weist keine Anderung
der Fluoreszenz-Lebensdauer auf, allerdings ein sehr niedriges Griin-rot-Verhaltnis. Diese
Beobachtung wurde auch bei Koexpression von BAK1 mit anderen Rezeptorkinasen
gemacht, die nicht mit BAK1 interagieren [Bleckmann 2010]. Des Weiteren konnte
bereits zuvor in Untersuchungen mit zwei unterschiedlichen Methoden keine Interaktion
von ACR4 und BAK1 festgestellt werden (Split Renilla Luziferase Essay, [Stahl et al.
2013]) und unveréffentliche Messungen mit Akzeptor-Photobleichen von Yvonne Stahl).
Bei dem beobachteten niedrigen Griin-rot-Verhiltnis handelt es sich offenbar um ein
Artefakt, wahrscheinlich bedingt durch die instabile Expression und Lokalisation von BAK1
[Ntoukakis et al. 2011].

Dariiber hinaus besitzt das Griin-rot-Verhaltnis einen entscheidenden Nachteil gegeniiber
der Fluoreszenz-Lebensdauer als FRET-Indikator: Absolutwerte sind nicht unmittelbar ver-
gleichbar, da sie von Anregungsleistung und dem spektralen Detektionsbereich abhdngen.
So wurden z.B. die MFIS-Messungen an CLV1-GFP in Abbildung 4.5 (B) und (D) bei un-

terschiedlicher Filterkonfiguration aufgenommen und liefern daher fiir das gleiche Konstrukt
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zwei verschiedene Werte fiir das Griin-rot-Verhaltnis F},/F,.. Des Weiteren ist das Griin-rot-
Verhéltnis F,/F, fehleranfallig durch den verwendeten Akzeptor mCherry: unreifes, griin
fluoreszierendes mCherry verfilscht das Griin-rot-Verhiltnis ebenso wie das Vorliegen in
zwei unterschiedlich hellen Spezies [Wachter et al. 2010], [Wu et al. 2009].

Daher wird im Folgenden nur noch die Fluoreszenz-Lebensdauer als FRET-Indikator ver-

wendet.
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Abbildung 4.5. 2d-Histogramme ,/, gegen Fluoreszenz-Lebensdauer zum Nachweis von
FRET. Alle Histogramme (auller C1*, MFIS-Bild nicht gezeigt) wurden aus den MFIS-Bildern in
Abbildung 4.2, 4.3 und 4.4 generiert.
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4.2. FLIM-Messungen an GFP und mCherry in

Nicotiana benthamiana

Zur Charakterisierung der verwendeten EGFP- und mCherry-Varianten in Nicotiana
benthamiana wurden diese unter einem Estradiol-induzierbaren Promotor zur Expression
gebracht (Kap. 3.7) und in Blattepidermiszellen mit MFIS untersucht (Abb. 4.6). Die im
Folgenden als “freies GFP" bzw. “freies mCherry” bezeichneten Konstrukte lokalisieren
innerhalb einer Blattepidermiszelle hauptsachlich im Zytoplasma und im Kern. Sie besitzen
keinen Membrananker, sodass sie zwar im Zytoplasma auch in unmittelbarer Nihe der

Plasmamembran lokalisieren, aber nicht ausschliellich.

freies 3000 ACR4- _ 5000
GFP GFP £ =
Zytoplasma
Zelle 1
Zelle 1 ! '1
#Ph k' - #Ph
\ i
§ /v
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N Zelle 2 " !
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Abbildung 4.6. Fluoreszenz-Intensitatsbild von (A) freiem GFP und (B) ACR4-GFP, exprimiert
in Blattepidermiszellen von N. benthaniana. Freies GFP lokalisiert im Zytoplasma, welches bis
an die Plasmamembran (PM) reicht. Im Fluoreszenz-Intensit3tsbild wird so die PM-Region be-
nachbarter Zellen nachgezeichnet. ACR4-GFP lokalisiert an der Plasmamembran. Im Fluoreszenz-
Intensitatsbild sind die beiden PM benachbarter Zellen zu sehen. Im extrazelluldren Zwischenraum
befindet sich die Zellwand. Der Skalierungsbalken entspricht 10 pum.

4.2.1. Fluoreszenz-Lebensdauer von GFP und GFP-Fusionen

Die Lebensdauer von GFP in N. benthamiana wurde anhand von Zellen bestimmt, die
freies GFP (n=5) und ACR4-GFP (n=6) exprimierten (Abb. 4.6). Zur Bestimmung des
Hintergrunds dienten sowohl unbehandelte Zellen von N. benthamiana (n=4) als auch
Zellen, die freies mCherry (n=3) exprimierten (Abb. 4.7). Zur Auswertung der MFIS-Bilder
wurde die Multi-ROI-Analyse verwendet (Kap. 4.3.1.2), bei der aus allen Photonen eines

Multi-ROI ein Photonenankunftszeit-Histogramm erstellt und mit einer bi-exponentiellen
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Abbildung 4.7. Fluoreszenz-Intensititsbild (A) von freiem mCherry exprimiert in N. benthania-
na und (B) einer unbehandelten Blattepidermiszelle von N. benthaniana. Der Skalierungsbalken
entspricht 2 um.

Modellfunktion (Glg. 3.2) angepasst wird. Die MFIS-Bilder aller Proben wurden unter
identischen Bedingungen aufgenommen, d.h. insbesondere bei gleicher Anregungungswel-
lenldnge von 485 nm und mit gleichem spektralen Detektionsbereich (Kap. 3.1.3). Diese
Bedingungen sind an die Absorption und Emission von GFP angepasst, sodass hier kein
Fluoreszenzbeitrag von mCherry zu erwarten ist. Trotzdem zeigen die unbehandelten Zellen
und Zellen mit mCherry hier ebenfalls Fluoreszenz, die allerdings bedeutend schwicher
ist als das Signal von GFP. Die Autofluoreszenz von N. benthamiana betragt im Mittel
12 Photonen pro Pixel und in Zellen mit freiem GFP durchschnittlich 1200 Photonen pro
Pixel. Die Zellen mit freiem mCherry zeigen mit 86 Photonen pro Pixel mehr Fluoreszenz

als die reine Autofluoreszenz von N. benthamiana.

Das Fluoreszenz-Abklingverhalten von GFP unterscheidet sich von dem der Autofluoreszenz
und mCherry (Abb. 4.8) und liefert entsprechend unterschiedliche fluoreszenzgewichtet
gemittelte Fluoreszenz-Lebensdauern 7,, (Tab. 4.1). Wahrend GFP im Mittel (n=>5) mit
einer Lebensdauer von 2,66 ns fluoresziert, besitzt der Hintergrund durch mCherry eine
deutlich kiirzere Lebensdauer von 2,24 ns (n=3). Die Lebensdauer der Autofluoreszenz von
N. benthamiana liegt im Mittel bei 2,17 ns (n=4) , zeigt aber zwischen einzelnen Proben

mit Werten zwischen 1,67 und 2,75 ns eine groRe Varianz.
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Alle Zerfalle weisen eine Komponente mit kurzer Lebensdauer 71 auf (GFP: 0,77 ns, mCher-
ry: 0,69 ns, N. benthamiana: 0,54 ns). Diese Komponente dominiert die Autofluoreszenz
von unbehandeltem N. benthamiana (Spezies-Amplitude 74 %) als auch die Fluoreszenz
von mCherry (72 %), stellt dagegen bei GFP aber nur 21% der fluoreszenten Spezies. Die
zweite Komponente mit einer Lebensdauer 75 von 2.81 ns bestimmt mit 78 % das Ab-
klingen von GFP. Die zweite Lebensdauerkomponente von N. benthamiana und mCherry
betrug 3,31 ns bzw. 3,30 ns (Spezies-Amplituden: 20 % bzw. 23 %).

An ACR4 fusioniertes GFP zeigt mit 2,50 ns (n=6) eine kiirzere Fluoreszenz-Lebensdauer
Tqo als freies GFP mit 2,66 ns. Dies riihrt von einer Verkiirzung der Lebensdauer 7, der
zweiten Komponente von 2,81 ns (freies GFP) auf 2,68 ns her. Die kurze Komponente

besitzt eine Lebensdauer 71 von 0,81 ns und stellt 25 % der Spezies.
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Abbildung 4.8. Fluoreszenz-Abklingkurven von GFP in N. benthamiana. (A) Fluoreszenz-
Abklingkurven von freiem GFP, freiem mCherry und ACR4-GFP, exprimiert in N. benthamiana,
und von einer unbehandelten N. benthamiana Blattepidermiszelle. Die Graphen zeigen jeweils die
Fluoreszenz-Abklingkurve (schwarz) mit Anpassung (rot) und Geratefunktion (blau) eines MFIS-
Bildes. Der obere Graph zeigt jeweils die gewichteten Residuen der Anpassung. (B) Ergebnisse
der Kurvenanpassungen. Die verwendete bi-exponentielle Modellfunktion (Glg. 3.2) beriicksichtigt
zwei Fluoreszenz-Lebensdauern 71 und 75, einen Streulichtanteil v und einen Offset. Der Anteil
der Komponente mit Lebensdauer 75 wird durch die Fluoreszenz-Amplitude fo bzw. Spezies-
Amplitude x5 beschrieben.
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Tabelle 4.1. Bestimmung der Fluoreszenz-Lebensdauer von in N. benthamiana exprimiertem
freien GFP, ACR4-GFP und mCherry und unbehandelten N. benthamiana Blattepidermiszellen
mit einer bi-exponentiellen Modellfunktion (Glg. 3.2), die zwei Fluoreszenz-Lebensdauern 71 und
79, einen Streulichtanteil v und einen Offset beriicksichtigt. Der Anteil der Komponente mit
Lebensdauer 75 wird durch die Fluoreszenz-Amplitude fo bzw. Spezies-Amplitude 25 beschrieben.

Ph/pixel 7 [ns] m[ns] fo v Offset  x* 7u [ng]

GFP 714 0,734 2,761 0,91 0,76 0fix 0,01 151 2597
1094 0,704 2829 093 080 O0fix 0,01 1,01 2,700

685 0,765 2,855 0,92 0,78 0fix 0,02 129 2,727

2359 0,906 2,853 0,91 0,78 0fix 0,01 123 2,696

1242 0,760 2,742 091 0,77 0fix 0,01 252 2582

Mittelwert 1219 0,774 2,808 0,92 0,78 0 0,01 2,660
A4-GFP 2918 0,666 2,642 091 0,74 0fix 0,01 1,03 2,482
3765 0,926 2,711 0,88 0,74 0fix 0,01 106 2,513

2838 0,811 2,692 090 0,75 0fix 0,01 169 2521

2359 0,794 2678 090 0,76 0fix 0,01 1,44 2507

2938 0,776 2,644 090 0,76 0fix 0,01 1,22 2474

2477 0,894 2682 0,89 075 0fix 0,01 1,42 2501

Mittelwert 2883 0,810 2,675 0,90 0,75 0 0,01 2,500
mCherry 58 0,714 3294 052 0,25 0,09 0,04 1,17 2,256
141 0,581 2954 0,44 0,19 0,16 004 161 1,886

60 0,774 3,651 051 0,25 0,11 0,0r 1,20 2,563

Mittelwert 86 0,600 3,300 0,49 0,23 0,12 0,05 2,235
N. b. 22 0,507 3,105 0,06 0,12 0,83 0,04 5,74 1,666
8 0,440 2,883 0,06 0,12 0,83 0,0b 3,53 1,652

9 0,601 3528 0,47 0,28 0,23 0,08 212 2,595

11 0,612 3,707 0,40 0,27 0,35 0,0r 1,79 2,746

Mittelwert 12 0,540 3,306 0,25 0,20 0,56 0,06 2,165
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4.2.2. Bestimmung optimaler Messbedingungen

Die optimalen Messbedingungen fiir FLIM-Messungen an GFP-Konstrukten in N. bentha-
miana wurden zuerst in Vorexperimenten bestimmt. Zunichst gilt es, das Pflanzenmaterial
auf erfolgreiche Expression der FP-Konstrukte hin zu iiberpriifen. Dies geschieht zuerst
anhand der Fluoreszenz-Intensitdt der FP. Des Weiteren miissen auch die Lokalisation
innerhalb der Zelle und eventuelle Aggregatbildung tberpriift werden. Generell kann also
eine gewisse Konzentation der FP-Konstrukte nicht unterschritten werden, da sonst diese
Uberpriifungen anhand von LSM-Aufnahmen nicht mdglich sind. Andererseits darf die
Konzentration nicht zu hoch werden, da sonst Artefakte durch Uberexpression auftreten.
Hier sind neben einer generell gestdrten Physiologie der Zellen vor allem Oligomerisierung
und Aggregatbildung der exprimierten Konstrukte zu nennen.

Auf der Fluoreszenz-spektroskopischen Seite sind folgende Kriterien zu beriicksichtigen:

1) Die Anregungsleistung und Pixelzeit miissen so niedrig sein, dass Photobleichen
minimiert wird.

2) Die Anregungsleistung und Pixelzeit miissen so niedrig sein, dass photophysikalische
Effekte, die die Fluoreszenz-Lebensdauer beeinflussen, minimiert werden.

3) Die Anregungsleistung und Pixelzeit miissen andererseits hoch genug sein, um ausrei-
chend viele Photonen pro Pixel zu erzielen. Eine hohe Anzahl von Photonen pro Pixel
ist essenziell fiir eine gute Anpassung der Fluoreszenz-Abklingkurven und damit fiir die
Bestimmung der Fluoreszenz-Lebensdauer.

4) Die Bildserien miissen moglichst viele Bilder enthalten, um die Anzahl der Photonen pro
Pixel zu maximieren.

5) Die Bildserien miissen andererseits schnell genug sein, damit die Bewegungen der Zel-

le wahrend der Aufnahme die Position der Plasmamembranregion nicht zu sehr verschieben.

Optimale Messbedingungen werden mit einer Pixelzeit von 100 us bei einer Anregungs-
leistung von 1,2 uW erzielt. Eine Bildserie aus 20 Einzelaufnahmen liefert ausreichend
viele Photonen pro Pixel bei hinreichend konstanter Position der PM-Region. In Abbildung
4.9 wird dies anhand einer Aufnahme von freiem GFP demonstriert. (A) zeigt das
Fluoreszenz-Intensitatsbild und (B) das zugehdrige Fluoreszenz-Lebensdauerbild. Die Gra-
phen (A") und (B’) zeigen den Verlauf der Intensitdt und Lebensdauer iiber die Bildserie.
In jedem Einzelbild wurden hierzu iiber alle Pixel des ROl (magenta-farbenes Rechteck
in A, B) die Intensitdt und die Lebensdauer gemittelt und gegen die Einzelbildnummer
aufgetragen (A’, B’). In (A’) lasst sich erkennen, dass die Fluoreszenz-Intensitdt von
550 kHz iiber die Dauer der Bildserie konstant bleibt und kein Photobleichen aufweist.
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Abbildung 4.9. Optimale Messbedingungen fiir FLIM an GFP in N. benthamiana. (A) In-
tensitatsbild von freiem GFP exprimiert in N. benthamiana. Einstellungen: 6-fach Zoom, 128x128
Pixel, 1 Pixel entspricht 267 nm, Pixelzeit 100 us, Anregungsleistung 1,2 W, Bildserie aus 20 Ein-
zelaufnahmen. Der Skalierungsbalken entspricht 10 um. (B) Fluoreszenz-Lebensdauerbild von (A).
Die Bestimmung der Fluoreszenz-Lebensdauer erfolgte pixelweise mit einem mono-exponentiellen
Fitmodell (Glg. 3.1). Pixel mit weniger als 300 Photonen wurden von der Analyse ausgenommen
(weiR). (A') Der Graph zeigt die iiber alle Pixel des ROl (magenta-farbenes Rechteck in (A, B))
gemittelte Fluoreszenz-Intensitat in jedem Einzelbild der Bildserie. (B') Der Graph zeigt die iiber
alle Pixel des ROl (magenta-farbenes Rechteck in (A, B)) gemittelte Fluoreszenz-Lebensdauer in
jedem Einzelbild der Bildserie.
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Die Fluoreszenz-Lebensdauer zeigt ebenfalls keine systematische Anderung im Verlauf der
Bildserie (B’), sondern besitzt einen konstanten Wert von 2,670 £ 0,025 ns.

In Abbildung 4.10 sind die Fluoreszenz-Intensitdt und -Lebensdauer von ACR4-GFP iiber
den Verlauf der Bildserie aufgetragen, die analog zu freiem GFP erhalten wurden. (A) und
(D) zeigen, dass unter optimalen Messbedingungen (Anregungsleistung 1,2 uW, Pixelzeit
100 ps) auch ACR4-GFP kein Photobleichen und eine konstante Fluoreszenz-Lebensdauer
aufweist.

Dagegen ist in (B) zu erkennen, dass bereits eine Erhdhung der Pixelzeit auf 400 us bei
unveranderter Anregungsleistung zu deutlichem Photobleichen fiihrt. Damit einhergehend
zeigt sich eine systematische Abnahme der Fluoreszenz-Lebensdauer, die in einer Bi