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FUR MEINE MUTTER.

But if your theory is found to be against the second law of thermodynamics I can give

you no hope; there is nothing for it but to collapse in deepest humiliation.

SIR ARTHUR STANLEY EDDINGTON
The Nature of the Physical World
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Akronyme
2DG 2D-GAaussmodell
2GL 2D-GAUSS-LORENTZmodell
3DG 3D-GAaussmodell
AFM Rasterkraftmikroskopie
APD Lawinenphotodiode
CEF Ortsabhéngige Detektionswahrscheinlichkeit
CMC kritische Mizellbildungskonzentration
COPII  Hiillproteinkomplex II
CPM Molekulare Zéhlrate
dcFCCS  2-Farben-FCCS
DLS Dynamische Lichtstreuung
ER Endoplasmatisches Retikulum
ERES ER-Austrittsstellen
ERGIC  ER-Golgi-Zwischenkompartiment
FRAP Fluoreszenzerholung nach Photobleichung
FRET FORSTERresonanzenergietransfer
GAP GTPase aktivierendes Protein
GEF Guaninnukleotidaustauschfaktor
HOMO  Hochstes besetztes Molekiilorbital
IC Innere Umwandlung
ICS Bildkorrelationsspektroskopie
ISC Interkombination
LSM Laserrastermikroskop
LUMO  Niedrigstes unbesetztes Molekiilorbital
MDF Molekulare Detektionsfunktion
MSD Mittlere quadratische Abweichung
PET Photoinduzierter Elektronentransfer
PSF Punktspreizfunktion
RICS Rasterbildkorrelationsspektroskopie
sFCS Rasterfluoreszenzfluktuationsspektroskopie
SPT FEinzelpartikelverfolgung
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Teil I.

Allgemeines






1. Fragestellung und Ziel

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurden fluoreszenzbasierten Techniken, spezieller sol-
che, die auf zeitlichen Fluoreszenzfluktuationen basieren, zur Untersuchung der spezifischen
Wechselwirkung von Molekiilen mit Membranen verwendet und weiterentwickelt. Untersucht
wurden Bindung bzw. Einbau von Proteinen in Phospholipidmembranen in Form von Lipidmo-
noschichten und -doppelschichten. Dabei wurden rdumlich und zeitlich moglichst hochaufgeloste
Messungen angestrebt und Auswertungsstrategien entwickelt, um aus den gewonnenen Messda-
ten ein Hochstmafl an Informationen iiber besagte Wechselwirkung zu gewinnen. Das theore-
tische Grundlagenkapitel (Kapitel 3) enthélt daher sehr allgemein gehaltene Beschreibungen,
die bei der nachfolgenden Anwendung auf die durchgefiihrten Experimente konkretisiert und
vielfach vereinfacht werden. Teile der dabei zunéchst {ibergangenen Komplexitdten werden in

Form von Korrekturen gesondert berticksichtigt.






2. Einleitung

Als zu Beginn des zwanzigsten Jahrhunderts in rascher Folge mehrere Artikel (SUTHERLAND,
1905; BINSTEIN, 1905; SMOLUCHOWSKI, 1906) zur BROWN’schen Bewegung! und dem ther-
modynamischen Zusammenhang des Diffusionskoeffizienten kleinster Teilchen mit ihrem Stro-
mungswiderstand verdffentlicht wurden, war damit nicht nur endlich die Atomtheorie empirisch
bewiesen, sondern es wurde auch erstmals der Forschung eine Methode an die Hand gegeben, um
die Grofle, Form, Oberflichenbeschaffenheit und Ladung submikroskopischer Partikel zu bestim-
men. Die auf diesen Arbeiten aufbauende STOKES-EINSTEIN-Gleichung ist heute die Grundlage
einer Vielzahl verschiedener experimenteller Techniken, wie etwa der dynamischen Lichtstreu-
ung, der analytischen Ultrazentrifugation, der Diffusions-Tensor-Bildgebung und der diversen

Fluoreszenzfluktuationstechniken.

Die Untersuchung der Fluoreszenz hat in den letzten Jahrzehnten ein wahres Fiillhorn an un-
terschiedlichen, auf bestimmte Problembereiche und Fachgebiete mafigeschneiderten Techniken
hervorgebracht und sich zu einer der wichtigsten und vielseitigsten Methoden in Chemie, Physik
und Biologie entwickelt (LAaxkowicz, 2006; SAUER et al., 2011; VALEUR, 2001). Das Phéno-
men der Fluoreszenz war schon jahrhundertelang bekannt (ACUNA et al., 2008), als GEORGE
GABRIEL STOKES ihm, in Ermangelung eines besseren Ausdrucks und in Anlehnung an die
Opaleszenz, den auf das fluoreszierende Mineral Fluorit (Calciumfluorid) zuriickgehenden Na-
men verlieh (STOKES, 1852), der sich bis heute gehalten hat?. Als ein Vertreter der unter dem
Begriff Szintillation zusammengefassten Prozesse® eignet der Fluoreszenz als Messmethode ein
sehr giinstiges Signal-Rausch-Verhéltnis und eine, zumindest potentiell, perfekte Empfindlich-
keit: Jedes emittierte Photon kann auf eine diskrete Anregung zuriickgefiihrt werden, desgleichen

kann jedes emittierte Photon prinzipiell detektiert werden (BERLMAN, 1971).

Wiéhrend die Ausbildung eines Gleichgewichts zwischen interagierenden chemischen Spezies —

! Als deren ersten Beschreiber kann man mit einigem Recht den romischen Dichter TiTus LUCRETIUS CARUS
auffassen, welcher in seinem Gedicht De rerum natura schrieb (zitiert nach der Ubersetzung von HERMANN
DIELS in LUKREZ, 2013):

Denn bei den Stdubchen erkennst du, wieviele die Richtung verdndern,
Trifft sie ein heimlicher Stof, und wie sie sich riickwérts wenden,
Hierhin und dorthin getrieben nach allen méglichen Seiten.

Merke, die ganze Bewegung beginnt hier bei den Atomen.

2Interessanterweise datiert die erste praktische Anwendung der Fluoreszenz bereits aus dem Jahre 1565: In seinem
Buch zum medizinischen Nutzen siidamerikanischer Pflanzen beschreibt der spanische Arzt NICOLAS BAUTISTA
MONARDES die blauliche Farbe, die ein Aufguss aus dem Holz von Eysenhardtia polystachya annimmt und wie
dies zur Unterscheidung von Filschungen verwandt werden kann (ACUNA et al., 2008).

3Dies sind gerade jene Prozesse, bei denen ein Material nach Interaktion mit einem energetischen Partikel einen
Lichtblitz erzeugt (DE BRUIN, 1982).



EINLEITUNG

aufbauend auf vorhergehenden Beobachtungen zum Auftreten der Riickreaktion bei Fallungen
durch CLAUDE-LOUIS BERTHOLLET* — zuerst von CATO MAXIMILIAN GULDBERG und PETER
WAAGE mathematisch beschrieben wurden (WAAGE et al., 1865; GULDBERG et al., 1879), reicht
die Verwendung des Begriffes Affinitdt (bzw. affinitas im Lateinischen) zur Beschreibung der che-
mischen ,, Anziehung” verschiedener Stoffe sehr viel weiter zuriick und fiihrt zu den Urspriingen
der Alchemie (DUNCAN, 1970; QUiLEZ, 2004). Quantifiziert und in ihrer heutigen Bedeutung
als negative Ableitung eines thermodynamischen Potentials nach der Reaktionslaufzahl £ unter

Konstanthaltung der {ibrigen natiirlichen Variablen wurde die chemische Affinitét

A= (‘2(;)}” — ARG (2.1)
zuerst von THEOPHILE DE DONDER (DE DONDER, 1922). Im vorliegenden Beispiel wurde die
freie Enthalpie G mit den Variablen p und T' gewéhlt, woraus sich die freie Reaktionsenthalpie
ARG ergibt.

Eine Anwendung dieser neuartigen Konzepte auf biochemische und medizinische Fragestellungen
erfolgte sehr rasch (FERNER et al., 2015), wobei die folgenreichsten Untersuchungen wohl jene
zur Bindung von Agonisten an Biomolekiile sind, welche ARCHIBALD VIVIAN HILL%zu Beginn
des 20. Jahrhunderts zur Formulierung der HiLL-Gleichung fiithrten (Hirr, 1909, 1910):

,

0= —"— 2.2

CE + Kp ( )

Diese Gleichung beschreibt den Anteil 6 von besetzten Bindestellen eines Teilchens im Gleichge-
wicht mit einem Liganden der Konzentration c¢p, in Abhéngigkeit der scheinbaren Dissoziations-
konstante Kp und des sogenannten HiLL-Koeffizienten n. Das Teilchen verfiigt iiber eine Anzahl
m an Bindestellen, wobei stets n < m gilt und Gleichheit nur im Grenzfall perfekter Koopera-
tivitat (WEIss, 1997), also einer starken Zunahme der Affinitdt des Liganden zum Partikel mit
jeder weiteren besetzten Bindestelle, vorliegt. Der Fall n = 1 wurde spater unabhéngig und aus

einer weitaus technischeren Richtung von IRVING LANGMUIR (LANGMUIR, 1918)% hergeleitet.
Diese drei eigenstédndigen Gebiete — Diffusion, Fluoreszenz und Bindungsgleichgewichte — sol-

len nun im weiteren Verlauf der Arbeit theoretisch ausgebaut, zusammengebracht und auf das

konkrete Problem der Bindung von Proteinen an Membranen angewandt werden.

*Diese Beobachtungen fanden an den Ufern der dgyptischen Sodaseen statt, welche BERTHOLLET als Mitglied der
Commission des sciences et des arts im Gefolge des Feldzugs Napoleon Bonapartes untersuchte (BERTHOLLET,
1799). Dort wird durch die hohe Konzentration an Kochsalz Kalk gelost und in Form von Soda gefallt:

CaCOs3 | +2NaCl — CaClz + Na2COs3 |.

BERTHOLLET postuliert noch keine exakte mathematische Abhéngigkeit der Massenverhéltnisse der entstehen-
den Verbindungen von den Massen der Ausgangsstoffe, was auch von GULDBERG und WAAGE vermerkt wird
(GULDBERG et al., 1867).

SInteressanterweise erhielt er den Nobelpreis fiir Physiologie oder Medizin des Jahres 1922 nicht fiir seine Arbeiten
auf dem Gebiet der Bindungsgleichgewichte, welche noch in seiner Studienzeit publiziert wurden, sondern fiir
seine weitaus umfangreicheren Untersuchungen der Wéarmeerzeugung und des Energieumsatzes von Muskeln
und Nerven, durch die er als einer der Mitbegriinder der Biophysik gilt (BAasseTT, 2002).

SLANGMUIR befasste sich in seinen Arbeiten mit der Adsorption von Gasen an Festkorperoberflichen



3. Grundlagen

Dieses Kapitel dient in erster Linie der allgemeinen Beschreibung der theoretischen Grundlagen,
die fiir das Verstdndnis der in Teil II vorgestellten experimentellen Arbeiten notwendig sind,
geht in Teilen aber auch dariiber hinaus, um einen weiteren Rahmen dafiir zu schaffen, sie in die
physikalisch-mathematischen Zusammenhénge einzubetten und gelegentlich auch interessante
Nebenaspekte zu beleuchten. Wo einer Behauptung nicht unmittelbar eine Referenz folgt, ist
diese keinesfalls als Eigenleistung des Autors aufzufassen, sondern als Wiedergabe einer in Lehr-
biichern und Standardwerken weithin zu findenden Tatsache oder trivialen Folgerungen daraus.
Eine Ausnahme stellen die, auf Vorarbeiten von STEFAN WERNER basierenden, Gleichungen zur
Gewinnung von Titrationskurven aus FCCS-Messungen dar (Abschnitt 3.5.1 und 3.5.2), welche
soweit feststellbar neuartig sind und als ein zentraler Bestandteil dieser Arbeit angesehen werden

konnen.

3.1. Untersuchte Systeme

Von einem thermodynamischen Standpunkt aus gesehen, ist Leben ein transienter Prozess, in
dem hochgeordnete Systeme, gespeist durch eine Quelle freier Enthalpie als tatsidchliche und me-
taphorische Nahrung, fiir begrenzte Zeit dem zweiten Hauptsatz einen Zustand der Homdostase
abtrotzen, dabei Entropie ausscheiden und Information in Form von Polymersequenzen erhalten
und weitergeben, sich an eine nicht-stationdre Umgebung anpassen und diese dabei verdndern.
Nach dem zentralen Dogma der Molekularbiologie(CrICK, 1958) befindet sich diese Informati-
on in der Sequenz der DNS und wird, normalerweise iiber den Umweg der RNS, in Proteine
umgesetzt, wo sie ihren Bestimmungsort erreicht hat und damit in jeder Zelle ein gerichteter

Informationsfluss existiert.

Die zwei stofflichen Bestandteile der experimentellen Aspekte dieser Arbeit sind nun gerade die
Proteine, welche fiir die Aufrechterhaltung des Lebens im Kampf gegen die Entropie sorgen,
und die Lipide, die als duflere und innere Umbhiillungen jeder einzelnen Zelle dieses besondere

thermodynamische System von seiner harschen Umwelt abgrenzen.

3.1.1. Proteine

Proteine sind lange, unverzweigte Polymere, deren Monomere den etwa 20 sogenannten protei-

nogenen a-Aminoséuren entstammen und durch die Bildung von Carbonséureamiden (Peptid-
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bindungen) verkniipft sind. Ihr Polymerisationsgrad!, also die Anzahl der Monomere pro Poly-
mermolekiil, liegt zwischen etwa 50 und 35,000 und folgt tiber viele verschiedene Organismen
betrachtet ndherungsweise einer logarithmischen Normalverteilung (DESTRI et al., 2007). Prote-
ine verfiigen iiber den nach Wasser grofiten Massenanteil in Zellen und liegen in Anzahldichten
von mehreren Millionen Molekiilen pro Femtoliter vor (MiL0, 2013), entsprechend einer Konzen-
tration von &~ 5mmol/L. Thre, durch die komplexe, dreidimensionale Faltung der linearen Kette
bedingt, extrem variantenreiche native Form wird auf mehreren Abstraktionsebenen unterteilt:
Die Primdrstruktur der reinen Amisosduresequenz, die abschnittsweise diverse haufig auftretende
Sekunddrstrukturen ausbildet, welche sich schliellich zur Tertidrstruktur zusammenfinden und
durch nicht-kovalente Wechselwirkungen mit weiteren Proteinen Komplexe als Quartdrstruktur

bilden kénnen?.

Die Herstellung von Proteinen ( Translation) geschieht in vivo an den Ribosomen, riesigen zellula-
ren Maschinen bestehend aus RNS und Proteinen, die frei im Zytoplasma (Bildung zytosolischer
Proteine und einiger sezernierter Proteine) oder, nur in Fukaryoten und iiber das Translokon ge-
bunden, an der Membran des rauen endoplasmatischen Retikulums (ER, vom lateinischen Wort
fiir ,Netz”) vorliegen (Bildung von integralen Membranproteinen, Proteinen zum Weitertrans-
port in bestimmte Zellorganellen sowie der meisten sezernierten Proteine); siche etwa ALBERTS
et al., 2015.

3.1.1.1. COPII-Komplex

Der Transport der durch Signalsequenzen markierten und am rauen ER gebildeten Proteine in
andere Kompartimente — sowohl deren Lumen als auch Membranen — oder iiber die Zellmembran
nach auen (Ezocytose) verlauft iiber den Golgi-Apparat, in dem sie verdndert (posttranslationale
Modifikationen) und weiter an ihre Zielorte verteilt werden. Hierzu werden von speziellen, nicht
mit Ribosomen besetzten Arealen des ER — allgemein das glatte ER, bezogen auf den Trans-
port wird auch vom transitorisches ER und konkreter den ER-Austrittsstellen (engl. ER exit
sites, ERES) gesprochen (BUDNIK et al., 2009; KUROKAWA et al., 2019) — Teile der Membran
abgetrennt und in Form von Lipidvesikeln (siehe Abschnitt 3.1.2), in deren Lumen und Mem-
bran sich die zu transportierenden Proteine anreichern, durch das Zytoplasma befordert®. Die

Vesikel dieses anterograden Transportes zwischen ER und Golgi-Apparat werden von dem so-

'Kiirzere Molekiile werden allgemein als Polypeptide bezeichnet; die Obergrenze wird von den lingsten bekannten
Isoformen von Titin gebildet. Bezogen auf kleinere Taxone ergeben sich teilweise andere Langenverteilungen
der Proteine, wobei auch die mittlere Linge stark vom betrachteten Organismus abhangt (TIESSEN et al.,
2012).

2 Als finfte Ebene wurde in spéterer Zeit (McCONKEY, 1982) eine Quindrstruktur als funktionale Zusammenla-
gerung verschiedener Proteine im dicht gedriangten (engl. crowded) Inneren von Zellen eingefiihrt.

3Da eine freie Diffusion durch das dicht mit Proteinen gefiillte Zytosol sehr langsam und ineffizient ist, kann
durch den Einsatz von Motorproteinen, die sich entlang der Mikrotubuli des Zellskeletts bewegen, ein gerichteter
Transport durchgefiihrt werden. Zwischen dem ER und der néchstliegenden Seite des Golgi-Apparates (cis-
Golgi-Netzwerk) ist dies (vermittelt von Dyneinen) ebenfalls moglich (FOURRIERE et al., 2020), aufgrund der
geringen Entfernung aber fiir die Funktion der Zelle nicht strikt notwendig, insbesondere da sich hier noch
das ER-Golgi-Zwischenkompartiment (engl. ER-Golgi intermediate compartment, ERGIC) befindet und den
Raum iiberbriickt, sodass die Vesikel effektiv nur weniger als 500 nm zuriicklegen miissen (PEOTTER et al.,
2019).
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Abbildung 3.1.: Vesikuldrer Transport zwischen endoplasmatischem Retikulum und Golgi-Apparat mit-
hilfe des COPII-Komplexes (adaptiert aus HUTCHINGS et al., 2019).
Der antegrograde Transport zwischen beiden Kompartimenten (links) wird durch den
COPII-Komplex vermittelt, welcher die zu transportierenden Proteine an den ERES in
Ausstiilpungen sammelt, diese als Vesikel abschniirt und zum ERGIC iiberfiihrt.
Die innere Hiille des COPII-Komplexes (rechts, in Kryo- TEM-Struktur eingepasste
Rontgenkristallstruktur) wird aus regelmiflig aneinander gebundenen Sec23/Sec24-
Dimeren gebildet, die sich an den in der Membran verankerten Sarl-Molekiilen an-
heften. Die duflere Hiille aus den stdbchenartig miteinander verbundenen Sec13/Sec31-
Tetrameren ist iiber einen ungeordneten Abschnitt von Sec31, der reich an der Amino-
sdure Prolin ist (PPP-Motiv), mit Sec23 verbunden.

genannten Hillproteinkomplex II (engl. coat protein complex II, COPII) durch Kriitmmung der
Membran geformt, Frachtgut in Form von Proteinen und anderen Molekiilen dort angelagert
und schlieBlich abgeschniirt (Knospung, engl. budding). Diese Vesikelhiille besteht aus insgesamt
fiinf zytosolischen Proteinen — Sarl, dem Heterodimer Sec23/Sec24 und einem Heterotetramer
aus Sec13/Sec31 — und wird unterteilt in eine innere Hiille (Sec23/Sec34) und eine duflere Hiille
(Sec13/Sec31). Wenngleich diese Komponenten zur Bildung von Vesikeln in vitro gentigen, wird
dieser Prozess in der Zelle durch weitere Proteine des ER unterstiitzt, etwa das transmembrane
Sec12, welches als Guaninnukleotidaustauschfaktor (engl. guanine nucleotide exchange factor,
GEF) den Austausch von Guanosindiphosphat (GDP) gegen Guanosintriphosphat (GTP) an
Sarl beschleunigt (siehe néchster Abschnitt), oder das periphere Membranprotein Sec16, welches
vermutlich sowohl als Geriist fiir den Aufbau der Hiille dienen kann als auch die enzymatische
Aktivitat von Sarl reguliert (SPRANGERS et al., 2015). Die Proteine des COPII-Komplexes ver-
bleiben zunéchst auf den abgeschniirten Vesikeln und 16sen sich kurz vor der Fusion mit den
Membranen des ERGIC wieder ab (HANNA et al., 2017).

3.1.1.2. Sarl

Die vorliegende Arbeit konzentriert sich, insoweit die Experimente Proteine betreffen, auf das
periphere Membranprotein Sarl (engl. secretion-associated Ras-related protein 1, siehe Abb. 3.2),
eine kleine GTPase (enzymatische Katalyse der Hydrolse von GTP zu GDP) aus der Arf-Familie
(fiir ADP-Ribosylierungsfaktor) innerhalb der Ras-Uberfamilie (fiir Rattensarkoma), welches in
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Abbildung 3.2.: Struktur und Funktion des COPII-Proteins Sarl.

Darstellung der Kristallstruktur von Sarlp (links, aus Rontgenbeugung, PDB-Eintrag
IM20, siehe BERMAN et al., 2000; BI et al., 2002; SEHNAL et al., 2018) mit seiner
Sekundérstruktur (griin: «-Helizes, blau: [-Faltblitter), einem gebundenen Molekiil
GMP-PNP (Kugel-Stab-Modell, koordiniertes Magnesiumion in hellgriin) in der Bin-
detasche, dem Ansatzpunkt der amphipathischen Helix (braun, nicht in der Struktur
aufgelost) und der fiir die Fluorezenzmarkierung genutzten Aminosiaure 147 (magenta).
Die gestrichelte Linie kennzeichnet einen ungeordneten Bereich, fiir den keine Struk-
turdaten vorliegen. Die Membran befindet sich nach erfolgter Bindung unten im Bild
(SCHWIEGER et al., 2017).

Schematischer Ablauf der Bindung von Sarl an die ER-Membran (rechts, adaptiert
nach ALBERTS et al., 2015). Sarl liegt im Zytosol in einer bindungsunfihigen Konfor-
mation mit eingeklappter amphipathischer Helix vor, welche durch Austausch von GDP
gegen GTP (oder das nicht hydrolysierbare Analogon GMP-PNP) in die bindungsfiahige
Konformation iiberfiithrt wird. Der Nukleotidaustausch wird durch den Guaninnukleo-
tidaustauschfaktor Sec12 in der ER-Membran beschleunigt.

hoéheren Eukaryoten in zwei Isoformen vorliegt und dort eine Lénge von 198 Aminosiduren auf-
weist. Im weiteren Verlauf wird konkret die aus Béackerhefe (Saccharomyces cerevisiae) gewon-
nene Variante Sarlp mit einer Lange von 190 Aminoséuren und einem Molekulargewicht von

rund 21, 5kg/mol eingesetzt.

Der erste Schritt des Aufbaus der COPII-Hiille ist die Bindung von Sarl an die ER-Membran,
welche iiber eine N-terminale amphipathische a-Helix vermittelt wird, die mit ihrer hydrophoben
Seite in die duflere Halbschicht eingelagert wird (siehe hierzu Kapitel 6) und so zu einer leichten
Kriimmung der Membran fiihrt, die anschlieend durch die gebogene Form der an Sarl bindenden

weiteren COPII-Komponenten verstarkt wird.

Abhéngig davon, ob GDP oder GTP in seiner Bindetasche vorhanden ist, liegt Sarl in einer
von zwei Konformationen vor: Mit GDP ist die Helix in einer Tasche der Proteinoberfliche un-
zugénglich eingeklappt und steht fiir eine Membranwechselwirkung nicht zur Verfiigung, sodass
erst der Austausch gegen GTP die Helix freigibt und eine effektive Bindung ermoglicht. Die Ge-
schwindigkeitskonstante der Hydrolyse von GTP wird von einer Vielzahl an Faktoren gesteuert,

unter anderem der Konzentration an Magnesiumionen und der Bindung von GTPase aktivie-
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Abbildung 3.3.: Ubersicht der zu den Lipiden gezéihlten Stoffklassen (adaptiert aus MILO et al., 2016).

renden Proteinen (GAP) wie hier insbesondere Sec23 (zusétzlich verstérkt in Anwesenheit des
aktiven Fragments von Sec31, siehe BI et al., 2007; AUERSWALD, 2020). Fiir die Untersuchung
der Membranbindung von Sarl in in vitro-Systemen ist es wiinschenswert nur einen Proteinzu-
stand, den bindungsfdhigen mit zugénglicher amphipathischer Helix, beriicksichtigen zu miissen,
anstatt mehrerer miteinander im Gleichgewicht vorliegender Zusténde. Aus diesem Grund wird
in den experimentellen Arbeiten zu diesem Thema (Kapitel 5 und 6) das nicht durch Sar1 hydro-
lysierbare Molekiil Guanosin-5’-[3,y-imido]-triphosphat (GMP-PNP) eingesetzt, welches in der
Bindetasche als Analogon zu GTP wirkt, aber durch Ersatz des verbriickenden Sauerstoffatoms
an der endstédndigen Phosphatgruppe durch ein Stickstoffatom nicht enzymatisch inaktiviert

werden kann.

3.1.2. Lipide

Lipide sind iiberwiegend wasserunlosliche organische Molekiile meist natiirlichen Ursprungs, die
sowohl einen hydrophilen als auch einen hydrophoben Teil besitzen (sogenannte Amphiphile, siche
Abb. 3.3). Ersterer wird iiblicherweise als Kopfgruppe bezeichnet und ist polar und teilweise
auch geladen, letzterer als Schwanz, da es sich oftmals um eine oder mehrere, geséttigte oder
ungesattigte, unpolare Kohlenwasserstoftketten handelt. Nach ihrer Wirkung auf Grenzflichen

werden sie zu den Tensiden gezdhlt, welche die Grenzfldchenspannung herabsetzen.

Die widerstrebenden Affinitdten beider Partien fithren zu einer groflen Vielfalt moglicher supra-
molekularer selbstorganisierter Strukturen (siehe Abb. 3.4), in denen eine der Hélften aus dem
umgebenden Losungsmittel herausgelost und ,unter ihresgleichen” eingebettet wird; in Wasser
handelt es sich dabei also um die Schwéanze (hydrophober Effekt). Die Triebkraft dieses Effektes
in polaren Losungsmitteln, insbesondere bei Bildung von Wasserstoffbriickennetzwerken, ist die

Erhohung der Konfigurationsentropie der Solvensmolekiile, welche in der Néhe der unpolaren

11
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Abbildung 3.4.: Schematische Darstellung eines Phasendiagramms der von Amphiphilen mit Wasser
gebildeten Strukturen als Funktion von Temperatur und Anteil des Amphiphils (ad-
aptiert aus DIERKING et al., 2020). Die hexagonalen Phasen entsprechen hexagonal
dichtesten Packungen von zylindrischen Mizellen, die lamellaren Phasen einer Abfolge
von Doppelschichten. Inverse Phasen spiegeln die Struktur der ,normalen” Phasen mit
einer umgekehrten Ausrichtung der Amphiphile wider.

Gruppen zuvor stark herabgesetzt war und den Entropieverlust durch Aggregation iiberkom-

pensiert.

Der Anteil an Molekiilen, der in den einzelnen Strukturen vorliegt, ist eine Funktion von Tem-
peratur, Konzentration, Salzgehalt, etc., sowie ihrer genauen Form (Packungsparameter nach
JACOB NISSIM ISRAELACHVILI, siehe ISRAELACHVILI, 2011). Bei hohen Konzentrationen kommt
es zunehmend zur Wechselwirkung der Aggregate miteinander, sodass schlieflich makroskopisch
geordnete Uberstrukturen in Form lyotroper Mesophasen entstehen, welche Vertreter der Fliis-
sigkristalle sind (DEMUS et al., 1999). Auf der entgegengesetzten Seite bei niedrigen Konzen-
trationen befinden sich die monomeren und mizellaren Zustinde, wobei letztere aufgrund ihres
dafiir ungiinstig hohen Packungsparameters nicht bei allen Lipiden auftreten. Mizellen bestehen
aus prototypisch kugelsymmetrischen Zusammenlagerungen von Amphiphilen mit Durchmessern
im unteren Nanometerbereich und stellen damit kolloidale Losungen dar. Die Entstehung von
Mizellen ist ein hochgradig kooperativer Vorgang, was zu einem ab der sogenannten kritischen
Mizellbildungskonzentration (engl. critical micelle concentration, CMC') sehr abrupt einsetzen-
den Auftreten dieser Strukturen fiihrt. Die Loslichkeit von Amphiphilen in Form von Mizellen ist
stark temperaturabhéngig und die Existenzbereiche von Monomeren, Mizellen und ungeléstem
Feststoff bilden eine Art Tripelpunkt (mit Konzentration statt Druck als Variable), der auch als
KRAFFT-Punkt bezeichnet wird (siche Abb. 3.4).

12
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Abbildung 3.5.: Schematische Darstellung der Struktur von Lipiddoppelschichten in ihren verschiedenen
Phasen (iitbernommen aus HEIMBURG, 2007).

Lo

3.1.2.1. Doppelschichten

Die in dieser Arbeit eingesetzten Phospholipide bilden in wéssriger Losung bevorzugt Vesikel,
welche zu einer Kugel geschlossene Schichten von zwei Molekiilen Dicke darstellen (Lipiddoppel-
schicht). Die hydrophoben Anteile sind somit vollstdndig vom Losungsmittel separiert und es
existiert im Inneren ein von den Kopfgruppen umbhiilltes Kompartiment, welches, je nach Per-
meabilitat der Membran (SHINODA, 2016) und der betrachteten gelosten Teilchen, in mehr oder
minder raschem Austausch mit der Umgebung steht. Ein weiteres wichtiges Merkmal ist die
Lamellaritdt der Vesikel, womit die Anzahl ineinander eingebetteter Membranschalen gemeint
ist.

Die Grofle und Lamellaritdt der Vesikel hdngen nicht nur von der chemischen Natur ihrer Be-
standteile und des umgebenden Losungsmittels ab, sondern auch von der Herstellungsart. Die
hier verwendeten kleinen unilamellaren Vesikel (engl. small unilamellar vesicle, SUV') kénnen
durch eine Vielzahl an Methoden préapariert werden, etwa Extrusion durch eine porése Mem-
bran, Solvensinjektion, Ultraschallbehandlung oder mithilfe dedizierter Mikrofluidikelemente
(HAs et al., 2020).

Planare Doppelschichten und, mit gewissen Modifikationen bedingt durch ihre Kriimmung, auch
Vesikel zeigen mit steigender Temperatur ein Abfolge verschiedener Phasen (siehe Abb. 3.5): die
kristalline L.-Phase mit Fernordnung in drei Dimensionen und vollstidndig gestreckt vorliegenden
Alkylketten in all-trans-Konfiguration®, die gelartigen Lg- und Lg-Phasen mit Fernordnung in
der Membranebene und immer noch gréfitenteils gestreckten Molekiilen (bei Lg zur Membran-
normalen geneigt), die gewellteP z-Phase (engl. ripple phase) aus teilweise flexiblen Alkylketten
mit einigen gauche-Konformeren und schliellich die fluide L,-Phase mit vollig ungeordneten
Alkylketten und gleichfalls fehlenden Fernordnung der Kopfgruppen. Der Ubergang zu letzterer

wird auch als ,,Schmelzen” der Lipide bezeichnet.

“Hierbei beschreiben die Begriffe trans und gauche die beiden Konformationsisomere, oder spezieller Rotamere,
innerhalb der gestaffelten Anordnung der Alkylkohlenstoffatome entlang einer Einfachbindung.
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3.1.2.2. Monoschichten®

Eine Phase ist definiert als ein bestimmtes Volumen, in dem im thermodynamischen Gleichge-
wicht die makroskopischen chemischen und physikalischen Eigenschaften zeitlich und rdumlich
homogen sind, wobei geringe, kontinuierliche Anderungen iiber die Phase hinweg, etwa eine
Dichtezunahme verursacht durch das Schwerefeld der Erde, davon unbenommen sind®. Natiir-
lich erfiillt eine reale Phase niemals den thermodynamischen Grenzfall einer unendlichen Aus-
dehnung und muss folglich eine Grenzflache besitzen, die eine mehr oder weniger sprunghafte
Verédnderung ihrer Eigenschaften bedeutet. Das Verhalten dieser Phase wird bei Betrachtung

immer geringerer Dimensionen zunehmend von diesen Phasengrenzen bestimmt.

Eine reale Phase besteht aus Atomen bzw. Molekiilen, deren Art, Anzahl und Verhalten im
Volumen” und an der Grenzfliche unterschiedlich sein miissen, um eine Anderung messbarer
physikalischer Grofien an der Phasengrenze zu bewirken. Dies schldgt sich auch in einer Abwei-
chung der thermodynamischen Potentiale nieder, sodass etwa die freie Enthalpie eines Systems

von der Ausdehnung seiner Phasengrenzen abhéngt:
dGyprm,,... =7 - dA. (3.1)

Hierbei steht + fiir die freie Grenzflichenenthalpie oder auch Grenzflichenspannung, also die
Anderung der freien Enthalpie bei VergroBerung der betrachteten Grenzfliche A um eine Einheit
unter Konstanthaltung aller anderen Zustandsvariablen. Da die freie Grenzflichenenthalpie einer
stabilen Phase stets positiv sein muss — anderenfalls miisste eine Phase in der anderen dispergiert
werden, um ihre Grenzflichen zu maximieren —, strebt ein System stets die Verkleinerung seiner

Phasengrenzen an.

Dieses Phénomen ist bei Beteiligung einer fliissigen Phase als Oberflichenspannung bekannt
und in der Natur von herausragender Bedeutung (in diesem Zusammenhang wird statt v meist
o verwendet). Die Dimension der Oberflichenspannung ist % = g, entsprechend derjenigen
einer Linienspannung, und gibt damit auch die Kraft an, die die Oberfliche auf eine bestimmte

Strecke austibt.

Da sich die Eigenschaften zwischen Grenzfliche und Volumen unterscheiden, finden die Teil-
chen der Phase dort auch jeweils eine anders geartete chemische Umgebung vor. Dies fithrt
z.B. zu einer verdnderten Konzentration geloster Ionen, welche an der Grenzflache keine voll-
stdndige Solvathiille ausbilden kénnen und somit eine geringere Solvatationsenthalpie aufweisen.
Solche Stoffe, deren Konzentration an der Grenzfliche von der im Volumen abweicht, werden
als grenzflichenaktiv bezeichnet. IThre An- oder Abreicherung verdndert die Grenzflichenspan-

nung (GiBBs-Isotherme, siche etwa WEDLER, 2004) und erlaubt so eine einfache physikalisch-

5Dieser Abschnitt wurde aus EBENHAN, 2012 iibernommen und angepasst.

5Die Unterscheidung kann von der betrachteten Gréfienskala abhingen, sodass z. B. Mizellen in Losung als
eigene Mikrophasen gezéhlt werden konnen, fiir andere Zwecke die mizellare Losung aber eine homogene
Phase darstellt.

“In diesem Zusammenhang bezeichnet der Begriff ,Volumen” nicht allein die dreidimensionale Ausdehnung im
Raum, sondern auch den so weit von der Grenzfliche entfernten Teil der Phase, dass dort Randeffekte ver-
nachléssigt werden kénnen.
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chemische Charakterisierung.

Weisen die betrachteten Teilchen eine Anisotropie etwa ihrer Polaritit auf, kann es zusétzlich
zu einer bevorzugten Orientierung in Bezug auf die Grenzfliche kommen. An der Wasser-Luft-
Grenzflache geschieht dies etwa bei Amphiphilen. Der hydrophile Teil wird bevorzugt hydratisiert

vorliegen, wihrend der hydrophobe Teil aus dem Wasser verdrangt wird.

Ist die Loslichkeit des Molekiils im Volumen der wéssrigen Phase nun so gering, dass sie praktisch
vernachléssigt werden kann, ist es bei ausreichender Verdiinnung moglich, auf der Oberfliche
einen Film von der Dicke eines einzigen Molekiils herzustellen (daher der Name Monoschicht),
der eine quasi-zweidimensionale Phase bildet, in der alle Molekiile eine bevorzugte Orientierung
senkrecht zur Grenzflache aufweisen. Diese Filme werden LANGMUIR filme genannt und sind be-
reits seit iber 100 Jahren Gegenstand umfangreicher Untersuchungen (KAGANER et al., 1999),
insbesondere jene aus biologisch relevanten Molekiilen, wie etwa Fettsduren oder Phospholipide,
die aus einem hydrophilen Kopf und einem hydrophoben Schwanz bestehen. Diese werden be-
vorzugt als Modellsysteme fiir Biomembranen und fiir zweidimensionale Ordnungsphdnomene
eingesetzt, da sie relativ einfach herstellbar, durch Variation der Kopf- und Schwanzgruppen
leicht modifizierbar und durch Temperatur, Fliche und Zusammensetzung der Subphase sehr
gut kontrollierbar sind (MENDELSOHN et al., 2010). Sie sind zudem Grundlage der Herstellung
von LANGMUIR-BLODGETT-Filmen, Multischichtsystemen auf festen Tréagern, die eine Untersu-
chung auch durch Techniken wie Rasterkraftmikroskopie (engl. atomic force microscopy, AFM)

und Rontgenstreuung ermoglichen (PRAKASH et al., 1984; SIKES et al., 1997).

3.1.2.2.1. Filmwaage Die Untersuchung von Monoschichten an der Wasser-Luft-Grenzfldche
erfolgt tiblicherweise auf einer sogenannten Filmwaage, deren Aufbau am Beispiel der fiir diese
Arbeit verwendeten in Abb. 3.6 dargestellt ist. Die wesentliche Messgrofie stellt der Oberfidchen-
druck ® dar, welcher als Differenz zwischen der Oberflichenspannung der reinen Subphase (hier

Wasser) und des untersuchten Systems definiert wird:
II =o0p—o0. (3.2)

Da die Oberflichenspannung temperaturabhingig ist *, muss bei der Bestimmung von IT iiber
eine Messung von o auf die richtige Temperatur der Referenz og geachtet werden. Der Trog
wird meist aus Polytetrafluorethylen (PTFE) gefertigt, da dieses Material chemisch sehr bestén-
dig ist und eine extrem niedrige Oberflichenspannung von ca. 20 mN/m zusammen mit einer
hohen Grenzflichenspannung von ca. 50 mN/m aufweist. Letzteres fithrt zu einem sehr grofien
Kontaktwinkel von etwa 100° — 120° und der Bildung der fiir diese Messtechnik notwendigen
stabilen Menisken an Trograndern und Barrieren. Mit den beweglichen Barrieren kann die Film-
fliche und damit auch die Fliache A, die jedem Molekiil einer Monoschicht zur Verfiigung steht,

kontrolliert werden. Wird bei Variation der Flache und konstanter Temperatur der Oberflachen-

8Dieser wird im weiteren Verlauf teilweise verkiirzend nur Druck genannt, wenn der Zusammenhang eindeutig
ist.
Eine im linearen Bereich giiltige Beschreibung ist hierbei durch die EOTVOS ’sche Regel gegeben (EOTVOS, 1886).
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Abbildung 3.6.: Schematischer Aufbau einer Filmwaage mit einer Lipidmonoschicht zwischen zwei Bar-
rieren und einem WILHELMY-Plattchen zur Messung des Oberflichendrucks.

druck gemessen, entstehen I7-A.,-Isothermen, welche eine der wichtigsten Informationsquellen

zum Verhalten eines LANGMUIRfilms darstellen.

Die Messung von IT selbst erfolgt meist mit einem WILHELMY-Pléttchen'®, einem diinnen auf-
gerauhten Plattchen aus Platin, Glas, Glimmer oder Filterpapier, welches in die Subphase ein-
taucht und in dieser einen Meniskus erzeugt. Da sich dessen Oberfliche durch ein Anheben des
Plattchens vergroBern wiirde, wirkt eine entgegengesetzte Kraft aufgrund der Oberflachenspan-
nung, welche proportional zu dieser und der Lange der Kontaktlinie zwischen Pléttchen und
Fliissigkeit ist:

F =2(b+d)ocosé. (3.3)

Hierbei stehen b und d fiir Breite und Dicke des Plattchens sowie 6 fir den Kontaktwinkel
zwischen Plattchen und Meniskus. Bei vollstdndiger Benetzung, welche durch eine Aufrauhung
verbessert werden kann (MAGET-DANA, 1999), ist dieser gleich null und unter Vernachlassigung

der meist sehr geringen Dicke des Plattchens ergibt sich vereinfacht
F =20b. (3.4)

Die Messung der Kraft erfolgt durch die Bestimmung des Gewichts des Plattchens in der Fliissig-
keit und in Luft!!. Da die Oberflichenspannung von reinem Wasser bekannt ist (ca. 72,6 mN /m,
siche etwa ADAMSON et al., 1997), kann diese zur Kalibrierung benutzt werden und eine genaue
Vermessung des Plittchens eriibrigt sich!?. Zur Priparation der Filme wird die entsprechende
Substanz in einem geeigneten, mit der Subphase nicht mischbaren Losungsmittel gelést und auf
die Oberfliche der Subhase aufgebracht. Um eine unbeeinflusste Messung des Oberflichendrucks

zu ermoglichen, muss auf eine vollstdndige Verdunstung des Losungsmittels geachtet werden.

Die Aufnahme einer I7- Ay, -Isotherme erfolgt meist bei einer konstanten Kompressionsgeschwin-
digkeit, die tiblicherweise bei einigen A? je Molekiil und Minute liegt. Die Geschwindigkeit kann

je nach System, Phase und Fléche einen nicht vernachléssigharen Einfluss auf den Oberflachen-

OFine weitere, frithe Moglichkeit besteht in der direkten Messung der Kraft, die der Film bzw. die freie Subphase
auf eine bewegliche Barriere ausiibt.

"Dje hierbei auftretende unterschiedliche Auftriebskraft muss aufgrund des geringen Volumen des Plittchens
meist nicht beachtet werden.

2Da das Volumen des Meniskus von der Eintauchtiefe abhingt, muss allerdings auf die gleiche Fiillstandshohe
bei Kalibrierung und Messung geachtet werden.
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3.1.2.2. Monoschichten GRUNDLAGEN

druck und die Gestalt der Isotherme haben, sodass Messungen mit variierender Geschwindigkeit
angeraten sein kénnen. Zur Untersuchung von Gleichgewichtszustdnden und der erforderlichen
Zeitdauer, bis diese erreicht werden, kann auch ein vollstdndiger Halt bei bestimmten Fléachen
vorgenommen werden. Umgekehrt kénnen durch eine besonders hohe Geschwindigkeit meta-
stabile Zusténde erreicht werden, deren Oberflichendruck weit héher als der im Gleichgewicht
liegt (DIEP-QUANG et al., 1980; RAPP et al., 1990). Zuletzt kénnen auch durch Expansion
des Films Informationen gewonnen werden, etwa iiber die Reversibilitdt von Phaseniibergin-
gen (IBN-ELHAJ et al., 1996) und die rheologischen Eigenschaften des Films durch periodische
Kompression und Expansion des Films (VRANCEANU et al., 2008).

3.1.2.2.2. Phasen In Abhéingigkeit der jedem Molekiil zur Verfiigung stehenden Fléche weisen
LANGMUIRfilme'? eine Anzahl verschiedener Phasen auf. In Abb. 3.7 ist eine prototypische II-
Ap-Isotherme einfacher kettenférmiger Amphiphile dargestellt, wie sie etwa Fettsduren oder

Lipide darstellen.
Im Bereich sehr grofler molekularer Flachen (> 100 A® /Molekil) relativ zum Querschnitt der

Molekiile kann der Film als ein zweidimensionales Gas beschrieben werden (G), auf das auch

eine analoge Form des idealen Gasgesetzes
ITA, = RT (3.5)
oder der VAN-DER-WAALS-Gleichung
(IT 4 a/A%)(Ayn — b) = RT (3.6)

angewandt werden kann (ISRAELACHVILI, 2011).

Bei abnehmender Fléche ist fiir kettenférmige Amphiphile wie etwa Lipide ein Phaseniibergang
erster Ordnung in die sogenannte flissig-ezpandierte Phase (LE) zu beobachten, der sich in
einem horizontalen Plateau manifestiert. Auch diese Phase ist in Bezug auf die Position und
Kettenkonformation (Mischung von trans- und gauche-Konformeren) der Molekiile noch vollig
ungeordnet. Weitere Kompression fithrt nach einem Druckanstieg wiederum zu einem Phasen-
iibergang erster Ordnung in die flissig-kondensierte Phase (LC), in der die Ketten in einer
all-trans-Konfiguration vorliegen und parallel zueinander angeordnet sind (KAGANER et al.,
1999).

Die Dichte ist in dieser Phase weit grofler als in den vorhergehenden und die (Oberflichen-)Kom-

pressibilitdt
1 oA,
An 011

dafiir herabgesetzt. Durch weitere Verkleinerung der Fléche richten sich die in der LC-Phase

(3.7)

noch gegen die Filmnormale geneigten Molekiile auf, sodass weitere Kompression nur durch

3Diese bestehen aus in der Subphase praktisch nicht 16slichen Substanzen. Das Gegenteil stellen GiBBsfilme dar,
welche durch Anlagerung geloster Substanzen an die Grenzflache gebildet werden.
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Abbildung 3.7.: Schematische IT-A,-Isotherme einfacher Amphiphile mit den auftretenden Phasen
(nach KAGANER et al., 1999).

einen kleineren Abstand der Ketten erreicht werden kann, was sich in einer nochmals verringer-
ten Kompressibilitdt und einem Knick in der I7-Ap,-Isotherme bemerkbar macht. Diese letzte
Phase wird als festanalog (S) bezeichnet, wobei sich die Packungsdichte kaum von der LC-Phase

unterscheidet und kein Phaseniibergang 1. Ordnung erfolgt (KAGANER et al., 1999).

Die Oberflachendriicke, bei denen die Phaseniibergénge erfolgen, sind temperaturabhéngig und
ermoglichen mit einer zweidimensionalen Form der CLAUSIUS-CLAPEYRON-Gleichung die Be-
rechnung der Umwandlungsentropie, sodass aus Messungen bei verschiedenen Temperaturen
auf eine Zu- oder Abnahme des Ordnungsgrades geschlossen werden kann (ADAMSON et al.,

1997; ISRAELACHVILI, 2011):

olly ~ AyS
0T  AvAn’
Hierbei bezieht sich AyA;, auf das Flachenintervall, in dem der Phaseniibergang stattfindet.

(3.8)

3.2. Fluoreszenz

3.2.1. Molekulare Grundlagen

Mit dem Begriff Fluoreszenz wird eine photophysikalische Erscheinung bezeichnet, die durch den
spontanen Ubergang eines Atoms, Molekiils oder Festkorpers (meist in Form von Nanopartikeln)
aus einem elektronisch angeregten Zustand in einen Zustand geringer Energie unter Emission
eines Photons charakterisiert wird. Der verantwortliche Teil des Molekiils, so die Verdnderung
der Molekiilorbitale durch den elektronische Ubergang sich hauptsichlich in einem solchen loka-

lisieren lasst, wird Fluorophor genannt. Die Anregung erfolgt durch vorherige Absorption eines
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3.2.1. Molekulare Grundlagen GRUNDLAGEN

Photons, weshalb die Fluoreszenz als eine Form der Photolumineszenz beschrieben werden kann.

Die Eigenschaften der emittierten Strahlung (Wellenldnge, Polarisation, rdumliche Verteilung,
Zeitverlauf, Intensitét) enthalten eine Vielzahl von Informationen sowohl iiber den Fluorophor
als auch iiber seine Umgebung auf nanoskopischer Ebene und die Eigenschaften der absorbierten
Strahlung. Die Fluoreszenz wird fiir gewohnlich begleitet von weiteren, konkurrierenden Prozes-
sen, welche ebenfalls den angeregten Zustand aufheben oder modifizieren. Darunter befinden
sich physikalische wie die Schwingungsrelaxation, chemische wie Photoreaktionen, intramoleku-
lare wie Konformationsdnderungen und intermolekulare wie Resonanzenergietransfer. Weiterhin
koénnen verschiedene Vorgéinge der Fluoreszenz vorausgehen, etwa Ubergéinge zwischen verschie-
den hoch angeregten elektronischen Zustédnden oder die Umorientierung der Solvathiille. Viele
dieser Phinomene konnen mithilfe des sogenannten JABLONSKI-Diagramms (JABLONSKI, 1933)
anschaulich gemacht werden (siehe Abb. 3.8): Eingezeichnet sind hier verschiedene elektroni-
sche Energieniveaus samt ihrer zugehorigen Schwingungs- und Rotationsunterniveaus, wobei
fiir gewohnlich explizit nach Singulett- und Triplettzustdnden unterschieden wird. Die meisten
Fluorophore verfiigen iiber einen elektronischen Grundzustand mit vollstédndig gepaarten Elek-

tronenspins, welcher als energetisch tiefster Singulettzustand die Bezeichnung Sy erhélt.

Die Anregung des Fluorophors erfolgt meist durch Verschiebung eines Elektrons aus dem (ener-
getisch) hochsten besetzten (engl. highest occupied molecular orbital oder HOMO) in das nied-
rigste unbesetzte Molekiilorbital (engl. lowest unoccupied molecular orbital oder LUMO). Da
dieser Vorgang unter Erhalt des Gesamtspins erfolgt, ist der tiefstliegende angeregte Zustand
ebenfalls ein Singulettzustand und wird mit S; bezeichnet. Die Energiedifferenz zwischen den
beiden genannten Orbitalen bestimmt nun die Wellenldnge der Strahlung, welche zur Anregung
verwendet werden kann. Fiir sichtbares Licht mit etwa A = 400 — 700 nm entspricht dies einer
Energie von E = he/A = 1,8—3,1eV ~ 170—300 kJ /mol, was unterhalb typischer Bindungsener-
gien organische Molekiile liegt (LU0, 2007). Aufgrund dessen verfiigen die praktisch eingesetzten
organischen Fluorophore iiber konjugierte m-Bindungen mit delokalisierten Elektronensystemen,
da diese iiber einen verringerten HOMO-LUMO-Abstand verfiigen. Die im angeregten Zustand
verdnderte Reaktivitdt durch Zuginglichkeit neuer Reaktionspfade (z.B. aus einem diradikali-
schen Triplettzustand heraus) kann jedoch auch ohne einen direkten Bindungsbruch zu einer so
weitgehenden Umgestaltung des Fluorophors fithren, dass eine weitere Fluoreszenz nicht oder
nicht in demselben Spektralbereich moglich ist. Dieser Vorgang wird als Photobleichung bezeich-

net.

Neben der Lage einer Absorptionsbande ist fiir die Spektroskopie auch ihre Intensitit'* und
Breite von Interesse. Die Intensitdt der Absorption wird meist tiber die Abschwéchung von
Strahlung bekannter Intensitat (mit der Lichtgeschwindigkeit ¢, der elektrischen Feldkonstante
€0, dem Realteil des Brechungsindex n und der Amplitude ﬁo der monochromatischen harmo-

nischen Schwingung des elektrischen Feldvektors)

I= %cnao ‘30‘2 (3.9)

"Diese Bezeichnung ist etwas ungliicklich, da sie eine Verwandtschaft mit der Intensitit (Leistung pro Fliche)
der Strahlung suggeriert. Ein weiterer gelaufiger Name fiir diese Grofle ist ,,Stéarke”.
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Abbildung 3.8.:

Absorption Zweiphotonen- S 0 Phosphoreszenz
Absorption

Schematische Darstellung der elektronischen Energieniveaus und ihrer zugehérigen
Schwingungsunterniveaus (schwarze Balken, Grundzustand dicker) eines Molekiils nach
ALEKSANDER JABLONSKI (unten) und der sich daraus ergebenden Struktur des
Absorptions- und Emissionsspektrums (oben). Nicht eingezeichnet sind die nochmals
deutlich enger gestaffelten Rotationsniveaus.

Eingezeichnet sind der elektronische Grundzustand Sy sowie je zwei angeregte, hoher-
liegende Singulett- und Triplettzustinde S(; o) und T(y2y. Die moglichen Uberginge
zwischen den Zustdnden kénnen entweder strahlungslos (gewellte Pfeile) oder unter Be-
teiligung eines oder mehrerer Photonen (gerade Pfeile) erfolgen. Die waagerechten Pfeile
unter Energieerhaltung stellen Innere Umwandlungen und Interkombinationsiibergéan-
ge, die senkrechten gewellten Pfeile Schwingungsrelaxation mit Energieabgabe an die
Umgebung dar.

Man erkennt in den Spektren die durch verschiedene Effekte (Stofe des Losungsmittels,
DoprPLERverbreiterung) verbreiterten Absorptions- und Emissionsbanden der einzelnen
Schwingungsunterniveaus, deren verschieden starke Intensitdt (Besetzung im thermi-
schen Gleichgewicht, FRANCK-CONDON-Faktoren) sowie die STOKES-Verschiebung.
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bei Durchgang durch die zu betrachtende Probe nach dem BOUGUER-LAMBERT-BEER-Gesetz
bestimmt!?:
I =Iy1075, (3.10)

Die GroBlen Iy und I bezeichnen hierbei die Intensitéit vor bzw. nach Durchgang durch die Probe,
d die Dicke der Probe (von der Strahlung in ihr zuriickgelegte Strecke), ¢ die molare Konzentra-
tion des absorbierenden Stoffes und e seinen molaren (dekadischen) Extinktionskoeffizienten bei
der verwendeten Wellenldnge. Die Giiltigkeit des Gesetzes ist an eine Reihe von Voraussetzun-
gen gekniipft und versagt insbesondere bei zu hoher Konzentration oder Strahlungsintensitét, da
diese die bei der Herleitung angenommene Unabhéngigkeit der absorbierenden Teilchen vonein-
ander und Konstanz der Extinktionskoeffizienten verletzen (GRrIrrITHS, 2002). Die Anwesenheit

streuender Partikel erhoht zusatzlich die Extinktion

I
E = —logI— = adln 10, (3.11)
0

welche allgemein proportional zur Dimpfungskonstante der Strahlung o gesetzt werden kann'S.

Ist die Absorption der dominierende Prozess, kann auch statt von Extinktion und dem Extink-
tionskoeffizienten von der Absorbanz A und dem molaren Absorptionskoeffizienten e gesprochen

werden.

Die Breite und Form der Absorptionsbande wird zum einen bestimmt von den zu ihr geho-
rigen Unterniveaus (hauptséchlich Schwingungs- und Rotationsiibergéinge) und zum anderen
von der im jeweiligen Medium stattfindenden Verbreiterung bzw. Verzerrung dieser Absorpti-
onslinien. Die Anzahl, Frequenz und Intensitit der Uberginge der Unterniveaus hingt ab von
der Geometrie des Molekiils (Normalschwingungen und Triagheitsmomente), der Symmetrie der
entsprechenden Wellenfunktionen (bestimmt erlaubte und verbotene Uberginge in der Dipolné-
herung sowie die relativen Intensitédten {iber die FRANCK-CONDON-Faktoren fiir verschiedene
Schwingungsniveaus bzw. die HONL-LONDON-Faktoren fiir verschiedene Rotationsniveaus) und
der Besetzung der Niveaus im Gleichgewicht (meist aus der kanonischen Zustandssumme im
Rahmen der statistischen Thermodynamik). Die Verbreiterung (welche in Fliissigkeiten norma-
lerweise bis zum volligen Verschmelzen zu einer einzigen Bande ausgepragt ist) der Absorpti-
onslinien geschieht durch eine Reihe von Mechanismen, von denen der dominante in verdiinnten
Loésungen meist die Sto- oder auch Druckverbreiterung ist. Hierbei wird die Wechselwirkung des

absorbierenden Molekiils durch St68e mit Teilchen aus der Umgebung ,,unterbrochen”, wodurch

5Der Beitrag von AUGUST BEER besteht in der Verbindung von Extinktionskoeffizient und Konzentration des
die Abschwéchung verursachenden Stoffes (BEER, 1852). Die exponentielle Abnahme der Strahlungsintensitit
wurde wiederum zuerst von PIERRE BOUGUER in seinem FEssai d’optique, sur la gradation de la lumiére von
1729 beschrieben (BOUGUER, 1729), welches in JOHANN HEINRICH LAMBERTs Buch Photometria mehrfach
zitiert wird (LAMBERT, 1760). Bei LAMBERT erscheint auch schon eine Proportionalitdt der Extinktion zur
»2Anzahl der in demselben Raumtheil vorhandenen Theilchen” und der ,Oberfliche der einzelnen Theilchen”
(zitiert nach der deutschen Ubersetzung in OSTWALD ’s Klassiker der Exakten Wissenschaften, siehe LAMBERT,
1892).

%Da in der Optik die Dampfung beziiglich der natiirlichen Exponentialfunktion zur Basis e definiert wird, er-
scheint bei Verwendung des dekadischen Logarithmus wie in der Absorptionsspektroskopie tiblich ein zusatz-
licher Faktor von In 10.
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die natiirliche Lebenszeit des Ubergangs stark verkiirzt und dadurch sein Spektrum verbrei-
tert wird. Dieser Effekt erzeugt ein LORENTZprofil der Absorptionslinie, welches meist durch
Uberlagerung mit dem GAussprofil der DOPPLERverbreiterung (Verinderung der Wellenléinge
durch die Relativbewegung zwischen absorbierendem Teilchen und Strahlungsquelle) zu einem
Voiarprofil gefaltet wird (DEMTRODER, 2014).

An die Absorption eines Photons schliefien sich vor der eigentlichen Fluoreszenz in der Regel ver-
schiedene Relaxationsprozesse an, welche kollektiv zu einer Absenkung der Energiedifferenz zwi-
schen dem eben erreichten angeregten Niveau und dem durch Fluoreszenz zugénglichen Grund-
zustand fiithren, der sogenannten STOKES-Verschiebung, welche sich durch eine Verschiebung
des Emissionsspektrums zu grofieren Wellenldngen bemerkbar macht (Rotverschiebung). Die
zwei wichtigsten Prozesse sind hierbei die Schwingungsrelazation, wodurch das Molekiil Energie
aus angeregten Schwingungsniveaus durch Stéfe an benachbarte Teilchen abgibt oder in eigene

kinetische Energie der translatorischen Freiheitsgrade umwandelt!”

, und die Reorientierung des
Losungsmittels, welche durch eine Anderung des Dipolmoments im angeregten Zustand hervor-
gerufen wird. Letzterer Effekt wird quantitativ durch die OOSHIKA-LIPPERT-MATAGA-Gleichung
(Paviovich, 2012) beschrieben und kann zur Bestimmung des Unterschieds der Dipolmomente

in Grund- und angeregtem Zustand verwendet werden.

Der Schwingungsgrundzustand eines angeregten elektronischen Zustandes kann nun iiber ver-
schiedene Wege wieder verlassen werden, welche mit der hier interessierenden Fluoreszenz kon-

kurrieren und damit deren Quantenausbeute (engl. quantum yield)

kg TR
= —— =k = — 3.12
F kr + kp FTE TFO ( )

reduzieren. Hierbei stehen krpund kp fiir die Geschwindigkeitskonstanten der Fluoreszenz bzw.
der iibrigen deaktivierenden Prozesse (auch Fluoreszenzloschung, engl. quenching, genannt), so-
wie T und TFOfiir die Fluoreszenzlebensdauer (exponentielle Abklingzeit des angeregten Zustan-

des) in An- bzw. Abwesenheit weiterer deaktivierender Prozesse.

Existiert nur eine einzige Fluoreszenzlebensdauer (statt z.B. einer Uberlagerung der Emissi-
on aus leicht verschiedenen Molekiilorbitalen oder heterogenen Umgebungen, siehe LAKOWICZ,
2006), so folgt fiir die Besetzung des angeregten Zustandes sowie die Intensitiat F' der emittierten
Fluoreszenzphotonen

F(t) eV, (3.13)

Die Fluoreszenzlebensdauer tiblicher organischer Fluorophore in Losungen betrégt einige Nano-

sekunden'®.

"Die Tatsache, dass die Fluoreszenz somit fast immer aus dem Schwingungsgrundzustand erfolgt und damit
auch unabhéngig von der Wellenldnge des absorbierten Photons ist, wird auch als KAsHAs Regel bezeichnet
(KasHa, 1950). Die daraus folgende Unabhéngigkeit von Emissionsspektrum und Quantenausbeute von der
Wellenldnge der anregenden Strahlung ist als WAwILOWs Regel bekannt und deutlich alter (VAaviLov, 1922).

8 Ubergangsmetallkomplexe, etwa basierend auf Ruthenium, kénnen Lebenszeiten bis in den Mikrosekundenbe-
reich aufweisen und Lanthanide wie Europium erreichen schlieBlich mehrere Millisekunden (Lakowicz, 2006).
Auf der anderen Seite weisen Stoffe wie Erythrosin B und Bengalrosa Lebenszeiten von einigen Dutzend
Pikosekunden auf (FLEMING et al., 1977).
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Zu den deaktivierenden Prozessen gehoren unter anderem die Innere Umwandlung (engl. inter-
nal conversion, IC, ein strahlungsloser Ubergang in einen angeregten Schwingungszustand eines
tieferliegenden elektronischen Zustandes''?), die Interkombination (engl. intersystem crossing,
ISC, ein strahlungsloser Ubergang zwischen elektronischen Zustinden verschiedener Multiplizi-
téat), die Bildung angeregter Dimere (Ezcimere) bzw. Komplexe (Exzciplexe), der Austausch von
Energie oder Elektronen mit benachbarten Molekiilen??, die Anregung in héhere Singulettnive-
aus durch Absorption eines weiteren Photons und schlussendlich auch eine weite Vielfalt intra-

und intermolekularer chemischer Reaktionen aus dem angeregten Zustand heraus.

Der wichtigste dieser Vorgénge fiir die vorliegende Arbeit ist der Interkombinationsiibergang,
da dieser einen deutlichen Einfluss auf die in Abschnitt 3.4 besprochenen Kurven hat. In den
meisten Fillen findet hierbei zunédchst eine Umwandlung eines angeregten Singulett- in einen
ebenfalls angeregten , energetisch tieferliegenden Triplettzustand Ty statt, welcher eine deut-
lich lingere Lebensdauer als ersterer aufweist, sodass in dieser Zeit das betroffene Molekiil keine
weiteren Fluoreszenzphotonen zu emittieren in der Lage ist. Dies wird darum auch als Dunkelzu-
stand bezeichnet und der Wechsel zwischen den ,hellen” Singulettzustdnden und dem ,,dunklen”
Triplettzustand als Triplettblinken®!.

Die lange Lebensdauer, ebenso wie die meist geringe Effizienz haben ihre Ursache in der fiir
die Interkombination nétigen Spinumkehr des angeregten Elektrons, welche fiir sich genommen
die Erhaltung des Drehmoments verletzen wiirde und die entsprechenden Uberginge deshalb als
»spinverboten” bezeichnet werden. Dieses ,,Verbot” gilt strikt nur bei Vernachlédssigung der Spin-
Bahn-Kopplung, also der Wechselwirkung zwischen magnetischem Moment der Elektronenspins
und dem durch ihre Bahndrehmomente hervorgerufenen Magnetfelder, welche umso grofier ist,

je hoher die Ladungszahl der Kerne ist, in deren Potential sich diese Elektronen befinden.??

Der angeregte Triplettzustand kann wiederum auf verschiedenen Wegen verlassen werden: strah-
lungslos iiber eine Innere Umwandlung, strahlend zum Grundzustand (Phosphoreszenz mit noch-
mals erhohter Rotverschiebung durch Schwinungsrelaxation), tiber weitere Anregung in einen

hoheren Triplettzustand, Riickkehr in einen angeregten Singulettzustand mit nachfolgender zeit-

9Die Innere Umwandlung ist auch einer der fiir die Abhéngigkeit der Fluoreszenzausbeute von der Viskositét
des Losungsmittels verantwortlichen Prozesse: Je grofier diese ist, desto mehr werden die Verdrehungen des
Molekiils geddmpft, die zu einer Konformation mit effizienter Innerer Umwandlung fiihren und damit dieser
Weg der strahlungslosen Deaktivierung erschwert. Quantitativ kann dies durch die FORSTER-HOFFMANN-
Gleichung @r x n“ beschrieben werden (wobei @r fir grole n gegen 1 auslduft), in der n die Viskositdt und
« einen dimensionslosen Exponenten darstellen, dessen Wert von dem jeweiligen Molekiil und verwendeten
Losungsmittel abhingt (FORSTER et al., 1971). Fluorophore, fiir die diese Beziehung giiltig ist, werden auch
als molekulare Rotoren bezeichnet (HAIDEKKER et al., 2010).

2°Dazu gehoren unter anderem die Ubertragung der Energie des angeregten Zustandes iiber Dipol-Dipol-
Wechselwirkung im Nahfeld (FORSTERTesonanzenergietransfer, FRET, siche FORSTER, 1948) und die Elektro-
neniibertragung durch iiberlappende Wellenfunktionen im direkten VAN-DER-WAALS-Kontakt in Gestalt von
photoinduziertem Elektronentransfer (PET, siehe RoTH, 1990) und DEXTER-Transfer (DEXTER, 1953).

Weitere ,Blinkprozesse”, die zu &hnlichen Dunkelzustinden fithren kénnen, sind z.B. eine cis-trans-
Isomerisierung einer Doppelbindung aus dem angeregten Zustand heraus, wobei eines der Isomere nicht oder
zumindest deutlich unterscheidbar fluoresziert (CHMYROV el al., 2015).

22Dje deutliche Beschleunigung des intersystem crossing in Anwesenheit hoher geladener Atomkerne wird auch
als innerer und duferer Schweratomeffekt bezeichnet, je nachdem, ob das betreffende Atom Teil des Molekiils
ist oder nur durch St6f8e mit diesem interagiert. So kénnen zur Erhéhung der Triplettausbeute oder Loschung
der Fluoreszenz Halogenatome in ein Molekiil substituiert werden, halogenierte Stoffe der Losung zugesetzt
oder schwere Gase wie Xenon in die Losung eingebracht werden (HORROCKS et al., 1966).
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verzogerter Fluoreszenz (thermally activated delayed fluorescence, siehe etwa VALEUR, 2001),
Austausch mit benachbarten Molekiilen (Triplett-Singulett-FRET, siehe KircH et al., 2019,

DEXTER-Transfer) oder chemische Reaktionen.

Die Zeitskalen, auf denen die eben beschriebenen Prozesse ablaufen, erstrecken sich tiber etwa
achtzehn Groéflenordnungen: Von der Absorption eines Photons unter Verdnderung der Beset-
zung von elektronischen Orbitalen in circa 1fs = 107'°s (siehe etwa VALEUR, 2001; SAUER
et al., 2011, iiber die Schwingungsrelaxation im Piko- und die eigentliche Fluoreszenz im Nano-
sekundenbereich bis zum intersystem crossing in 1078 — 107°s und dem Verblassen der letzten
Phosphoreszenz nach mehreren Stunden. Die Untersuchung und das Verstdndnis all dieser Vor-
giange ermoglicht damit einen einzigartigen Einblick in die Komplexitit der molekularen Struktur
und Dynamik eines Systems. Die Ergebnisse dieser Arbeit kénnen so als ein winziger Ausschnitt

des breiten Spektrums der fluoreszenzbasierten Techniken betrachtet werden.

3.2.2. Mikroskopie

Die in der vorliegenden Arbeit vorgestellten Messungen wurden alle an einem konfokalen Fluo-
reszenzmikroskop durchgefiihrt, genauer einem Laserrastermikroskop (in Abschnitt 3.4.5 wird
dies relevant werden). Die wichtigsten Eigenschaften dieses Aufbaus ergeben sich aus seiner Be-
zeichnung: das Prinzip der Mikroskopie an sich, die Anregung mittels Laserlicht, die Verwendung
von Fluoreszenzemission, die Konfokalitdt des Strahlengangs und schliellich die Abrasterung der

Probe zur Erzeugung eines Bildes.

Die Verwendung von Lasern ermdglicht einerseits eine sehr schmalbandige, spektral prizise An-
regung der Fluorophore, schriankt andererseits aber auch die nutzbaren Wellenldngen auf die der
vorhandenen Laser ein. Zudem erlaubt die (nahezu) monochromatische und raumlich kohérente
Laserstrahlung eine optimale Fokussierung des Anregungslichtes auf einen beugungsbegrenzten
Fleck?® und damit eine hohe optische Auflésung zur Differenzierung kleiner Strukturen in der
Probe.

Die Tatsache, dass bei einem Fluoreszenzmikroskop das zu detektierende Signal gegeniiber der
Beleuchtung rotverschoben ist, vereinfacht immens die Abtrennung von unerwiinschtem Anre-
gungslicht im Vergleich zu einem gewohnlichen, auf Streuung und Absorption basierenden Licht-
mikroskop. Durch den Einbau von, auf die verwendeten Fluorophore und Laser abgestimmten,
dichroitischen Strahlteiler und Filter wird die emittierte Strahlung auf dem Weg zwischen Probe
und Detektor nahezu vollstéindig von der Laserstrahlung befreit. Dies erh6ht den Bildkontrast,

da die Hintergrundhelligkeit sehr stark reduziert wird.
Einen dhnlichen Vorteil bewirkt der konfokale Strahlengang des Mikroskops: Eine sich vor dem

Detektor in einer zum Laserfokus konjugierten Ebene®* befindliche Lochblende (engl. pinhole)

23Es kann jedoch nicht im Allgemeinen davon gesprochen werden, dass kohérente Strahlung eine héhere Auflésung
erlaubt als inkohéarente, sieche Fufinote 32 auf Seite 28. Laser weisen aber zusétzlich ein sehr geringes Etendue
auf und erlauben damit als schmale, parallele Strahlung eine starke Fokussierung (CHAVES, 2016). Schliefilich
erzeugen sie auch eine deutlicher hohere Intensitét als eine durch Zwischenschaltung einer Lochblende kohérent
gemachte konventionelle Lichtquelle.

24Tn der Optik zeichnen sich zueinander konjugierte Ebenen dadurch aus, dass jeder Punkt auf einer der Ebenen
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Detektor
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Abbildung 3.9.: Schematische Darstellung des Lichtweges in einem konfokalen Laserrastermikroskop

und Details der Fokussierung durch die Objektivlinse.

A: Der Anregungslaser (blau) wird durch ein Teleskopsystem aufgeweitet und kollimiert,
durch einen dichroitischen Spiegel in den Strahlengang eingekoppelt und nach Verschie-
bung durch das System aus Rasterspiegeln (nicht einzeln dargestellt) vom Objektiv in
der Probe fokussiert. Das Fluoreszenzlicht (griin) wird vom Objektiv eingesammelt,
passiert den dichroitischen Spiegel und wird von einer Sammellinse auf die Lochblende
fokussiert, um danach vom Detektor registriert zu werden. Emission aus Ebenen, die
nicht konfokal zur Lochblende sind (gelbe und rote gestrichelte Linien) werden von die-
ser zuriickgehalten.

B: Die Objektivlinse fokussiert den Laser (rot) nach Brechung durch das Deckglas in
der Probe, wobei die numerische Apertur den (halben) Offnungswinkel o und damit die
GrofBe des entstehenden Brennflecks (magenta) bestimmt. Die Winkel im Glas und in
der Probe sind untereinander durch das SNELLIUS sche Brechungsgesetz verbunden. Die
gebogene Form der Strahlen in der Probe symbolisiert den Verlauf eines GAussstrahls.
C: Durch die Verwendung eines Immersionsmediums (hier identisch zur Probe) zwischen
Objektivlinse und Deckglas erhoht sich die numerische Apertur, da Strahlen, die unter
einem groferen Winkel den Fokus verlassen, noch eingesammelt werden konnen. Das
Maximum des Winkels wird durch Totalreflexion an den Grenzflichen und die Groéfe
der Eintrittspupille beschrankt.
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blockiert Licht, das aus einer anderen als der Fokusebene in der Probe kommt und erlaubt damit
die Aufnahme von ,optischen Schnitten” in azialer?> Richtung (engl. optical sectioning), also die
dreidimensionale Abbildung der Probe in Form eines Stapels diinner Schichten (engl. z-stack).
Diese konnen anschlieend im Computer zu einem virtuellen 3D-Bild verrechnet und betrachtet
werden (siche Abb. 3.9, Teil A).

Der Durchmesser der Lochblende dpy (meist in Vielfachen der A1rRy-Einheit angegeben, welche
dem doppelten Radius des Beugungsscheibchens in Gl. 3.17 entspricht) beeinflusst die erreichbare
Auflésung (siehe Abschnitt 3.2.2.1) und die Helligkeit (o< dpyg mit Sattigung ab etwa 0,75 AIRY-
Einheiten, sieche KUBITSCHEK, 2017) und muss auf das verwendete Objektiv und die Wellenlédnge
der Emission abgestimmt werden?®. Ebenfalls ist auf die exakt konzentrische Positionierung von
Lochblende und Objektiv zu achten, da anderenfalls die Emission von Punkten abseits des Fokus

eingesammelt werden wiirde®’.

Da die Bedingung der Konfokalitdt nur die gleichzeitige scharfe Abbildung eines Bereiches in
der Grofle des Laserfokus erlaubt, muss die Probe um ein vollstdndiges Bild zu erhalten mit dem
Laserstrahl abgerastert werden (engl. laser scanning microscopy, LSM). Dies geschieht iiblicher-
weise durch den Einsatz zweier beweglicher Abtastspiegel, die den (nahezu) parallelen Laserstrahl
in einem verénderlichen Winkel auf die hintere Aperturblende (die sogenannte Rickapertur) des
Objektives lenken, welches ihn in einen beugungsbegrenzten Fokuspunkt in der vorderen Bren-
nebene verwandelt. Der Winkel, unter dem dies geschieht, bestimmt die genaue laterale (also in
der Ebene senkrecht zum Strahlengang liegende) Position dieses Punktes und wird zur Abtas-
tung der Probe periodisch so verdndert, dass sich eine zeilenweise, moglichst lineare?® Bewegung
ergibt. Die emittierten Photonen nehmen schliellich denselben Weg iiber die Spiegel zuriick zu
Strahlteiler und Detektor (sogenannte descanned detection, im Gegensatz zur non-descanned
detection ohne eine zweite Passage der Abtastoptik etwa in Mehrphotonemikroskopen, siehe
LE GRAND et al., 2008; KUBITSCHEK, 2017).

Die Detektoren miissen fiir die hier angewandten Techniken (insbesondere jene in Abschnitt
3.4.2) hohe Anforderungen an Empfindlichkeit und zeitliche Auflsung erfiillen: Im Idealfall soll-
te ein Grofiteil der emittierten Photonen detektiert (hohe Quantenausbeute) und jedes einzelne
davon als diskretes Ereignis mit einem prézisen Zeitstempel versehen werden (zeitkorrelierte Ein-

zelphotonenzéhlung, engl. time-correlated single photon counting, TCSPC'). Gleichzeitig sollte

auf jeder anderen davon scharf abgebildet wird. Somit betrachtet man in einem Lichtmikroskops alle zur
Bildebene konjugierten Ebenen (z. B. die der Feldblende) immer mit.

25 Als optische Achse wird hier die Normale auf die optischen Bauteile bezeichnet, welche meist mit der Ausbrei-
tungsrichtung des Lichtstrahls zusammenfllt.

26Die mehrfarbigen Experimente in Teil II wurden demgeméf mit einem Blendendurchmesser, der einen Kom-
promiss zwischen griiner und roter Emission darstellt, durchgefiihrt.

2"Diese Verschiebung verringert zwar stark die Helligkeit, erhoht aber gleichzeitig auch die Auflésung durch
Beschriankung des Ursprungsortes der detektierten Photonen auf den Uberlappungsbereich von Anregung und
Detektion. Eine Aufnahme des Beugungsbildes in der Ebene der Lochblende erlaubt dadurch eine Verringerung
der kleinsten auflosbaren Strukturen um den Faktor 2, siche BERTERO et al., 1987; HUFF, 2019 (nach BERTERO
et al., 1989 belduft sich dieser Effekt bei inkoharenter Detektion — wie in der Fluoreszenzmikroskopie — nur
auf einen Faktor von 1,8).

28Dies ist insbesondere fiir die quantitative Auswertung von Helligkeiten oder deren Korrelation zwischen verschie-
denen Bildbereichen (siche Abschnitt 3.4.5) unerlédsslich, da ansonsten unterschiedlich lange Belichtungszeiten
fir jeden Bildpunkt entstiinden und hinterher korrigiert werden miissten.
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3.2.2. Mikroskopie GRUNDLAGEN

in Abwesenheit von Licht kein Signal generiert werden (geringes Dunkelrauschen) und die elek-
tronische Verarbeitung des Signals eines Photons den Detektor nicht zu lange fiir weitere blind

machen (geringe Totzeit).

Das generelle Prinzip eines Mikroskops, siehe etwa BORN et al., 1999; PAWLEY, 2006, soll hier
nicht weiter ausgefithrt werden, da der Fokus der Arbeit nicht auf der Bildgebung zur Untersu-
chung mikroskopisch sichtbarer Strukturen liegt, sondern auf der Messung der Helligkeitsschwan-
kungen in einem moglichst kleinen Laserfokus. Allein zwei dafiir besonders relevante Parameter
sollen hier naher beleuchtet werden: Dies ist zuerst die numerische Apertur (NA) des verwende-

ten Objektives, welche generell die Lichtsammelfdhigkeit eines optischen Elementes beschreibt:
NA =nsina. (3.14)

Hierbei steht n fiir den Brechungsindex des umgebenden Mediums und « fiir den halben Off-
nungswinkel des Lichtkegels, welcher das Element erreicht oder es verldsst. Fiir ein leistungsfahi-
ges Mikroskop ist nun eine moglichst grofie NAopjektiv anzustreben, da diese sowohl die Helligkeit
der produzierten Bilder bestimmt (oc NA? in der konventionellen Mikroskopie und sogar oc NA*
in der Fluoreszenzmikroskopie??-3°)

3.2.2.1).

als auch die in diesen erreichbare Auflosung (siche Abschnitt

Nach dem SNELLIUS’schen Brechungsgesetz (n;sin i = ny sin ¢ mit den Brechungsindizes n;q
und Einfallswinkel ¢; bzw. Brechungswinkel ¢y, sieche KwaN et al., 2002) ist die numerische
Apertur tber eine Anzahl paralleler, nicht-fokussierender Grenzflichen eine Konstante (siehe
Abb. 3.9, Teil B), sodass von einem Emitter in der Probe aus gesehen der grofite Winkel zur

optischen Achse, unter dem von ihm abgestrahltes Licht noch detektiert werden kann, sich aus

NA

NProbe

(3.15)

Omax = arcsin

berechnet. Dies verdeutlicht die Niitzlichkeit von Immersionsobjektiven, in denen ein Immer-
sionsmedium (meist Wasser oder Ol) den Luftspalt zwischen Linse und Probe ausfiillt und
damit fiir Nimmersion & MProbe der Offnungswinkel voll ausgenutzt wird (siehe Abb. 3.9, Teil C):
Omax ~ QObjektiv-

Weiterhin ist die relative Ausdehnung des Anregungslasers in der Ebene der oben erwdhnten
Riickapertur des Objektives von Belang (engl. pupil filling), welche auch als Uber- bzw. Unter-
fiilllung bezeichnet wird. Je starker diese ausgefiillt ist, desto stéarker wird die numerische Apertur
des Objektives ausgenutzt, da eine zunehmende Intensitdt unter dem maximalen Beleuchtungs-

winkel auf die Probe trifft, und desto kleiner ist die Ausdehnung des Laserfokus’ in den hier

29Da im Idealfall die gesamte Leistung des Lasers im Fokus konvergiert und dessen Fliche Aporus 0 NA™?2 ist,
steigt die Intensitdt I = P/A dort mit dem Quadrat der numerischen Apertur an. Da in der (Einphotonen)-
Fluoreszenzmikroskopie die Laserleistung heutzutage selten den begrenzenden Faktor darstellt, ist dieser Ein-
flussfaktor des Objektives meist als nachrangig anzusehen.

30Beide angegebenen Proportionalititen bezichen sich auf die Beobachtung ausgedehnter Objekte, deren Flichen
als LAMBERT-Strahler behandelt werden kénnen. Fiir die Einsammeleffizienz von Punktemittern ist jeweils ein

NA2 durch 1 — cos @pax =~ 1 — 4 /1 — sin? ngAb zu ersetzen (KUBITSCHEK, 2017).
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verwendeten Mikroskopen?!. Nachteilig kann sich allerdings die auch mit der Uberfiillung an-
steigende Elliptizitdt der Fokusform und Elongation in Richtung der Polarisation der Strahlung
auswirken (NOVOTNY et al., 2012). Zusétzlich verstirkt Uberfiillung (ebenso wie jedwede Er-
hohung der numerischen Apertur der Beleuchtungsoptik) die Intensitdt von Nebenmaxima des
Laserfokus’ (HEsSs et al., 2002), welche die Ndherung der Fokusform mittels einfacher Funktio-
nen (siehe auf der néchsten Seite) komplexer gestaltet und somit die Auswertung der Messdaten
erschweren oder gar verfilschen kann. Wird die Riickapertur dadurch unterfiillt, dass nicht der
Laserstrahl verengt, sondern die Blende geschlossen wird, verringert sich auch fiir die Fluoreszen-
zemission die effektive numerische Apertur, was eine Vergroflerung der Lochblende nétig macht

(da anderenfalls zu wenig Licht eingesammelt wird) und weiter die Auflésung reduziert.

3.2.2.1. Auflésung

Die optische Auflésung kann anhand verschiedener Kriterien definiert werden und héngt nicht
zuletzt auch vom Bezug auf beleuchtete oder selbstleuchtende Objekte ab®?. Die klassische Auf-
l6sungsgrenze in lateraler Ebene nach ERNST KARL ABBE fiir den Fall eines mit passendem
Kondensor NAgondensor = NAobjektiv uind Strahlung der Wellenléinge A beleuchteten, unendlich

ausgedehnten Beugungsgitters ist durch

A
lateral __

gegeben (ABBE, 1873) . Da sich diese Arbeit allein mit fluoreszenten Proben beschéftigt, wére
hier das RAYLEIGH-Kriterium der optischen Auflésbarkeit zweier Punktemitter in unmittelbarer

Né&he zueinander relevant:
lateral __ 07 61 A

i ="
o NAObjektiv

(3.17)

In axialer Richtung ergibt sich hingegen eine stérkere Abhéngigkeit von der numerische Apertur

(NOVOTNY et al., 2012) :

ax}al _ 2n\
min 2 .
NAObjektiv

(3.18)

31Fiir eine starke Uberfiillung muss der Laserstrahl aufgeweitet werden, sodass das Objektiv bei der hiufig
verwendeten TEMoo-Mode eines GAUssstrahls effektiv mit einer ebenen Welle bestrahlt wird, ein Grof3teil der
Leistung die Probe jedoch gar nicht erreicht.

32In beiden Fillen wird die Bildentstehung als Beugungsproblem behandelt: Das Objekt beugt das eingestrahlte
Licht bzw. agiert selbst als punktformige Lichtquelle und die Linsen und Blenden des optischen Aufbaus beugen
diese Strahlung weiter. Je gréfler nun der Beugungswinkel des in die Bildentstehung einflieSenden Lichts ist,
desto kleiner sind die gerade noch aufldsbaren Strukturen. Der Unterschied liegt nun nicht zuletzt in der
Kohérenz der Strahlung, die sich in der Bildebene tiberlagert, da die Emission von verschiedenen Fluorophoren
als zueinander perfekt inkohdrent angenommen werden kann (solange keine stimulierte Emission vorliegt). Die
an einem transparenten Objekt gebeugte Strahlung wird je nach den Eigenschaften der Beleuchtung zumindest
teilweise kohédrent sein, wobei die numerische Apertur des Kondensors den Grad der rdumlichen Kohérenz
bestimmt (parallele Beleuchtung mit NAkondensor = 0 wére z. B. perfekt kohérent, siehe HOPKINS et al.,
1950; BORN et al., 1999). Das Auflosungsvermogen hingt aber weiterhin von der relativen Phase (GOODMAN,
2005), die zwei Objektpunkte dem gebeugten Licht aufpridgen, der genauen Form der Aperturblende und
dem Unterschied zwischen Anregungs- und Emissionswellenlénge ab, sodass eine allgemeine Gleichung fiir den

lateral __

kleinsten optisch auflosbaren lateralen Abstand zweier Punkte die Form r3;5™ = Naon e
jektiv

annimmt, wobei

X eine mittlere Wellenlénge und a einen numerischen Faktor der Gréfenordnung 1 darstellen.
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Die Formel geht von einer inkohérenten Emission von Licht aus, welches durch die Mikroskopop-
tik in ein Beugungsscheibchen transformiert wird, in dem die Intensitdt der zuerst von GEORGE

BIDDELL AIRY, allerdings als Reihenentwicklung gegebenen (AIry, 1835), Gleichung

. 2
J1 (%dBlende sin 9)‘| (3 19)

gdBlende sin ¢

1(9):[

folgt. Hierbei stehen 6 fiir den Winkel zwischen optischer Achse und dem betrachteten Punkt und
J1 fiir die BESSEL-Funktion erster Art und erster Ordnung. Nach dem RAYLEIGH-Kriterium gel-
ten zwei Punkte nun als aufgelost, wenn das Maximum der Intensitit des einen AIRYscheibchens
(siehe Abb. 3.10, links) mit der ersten Nullstelle des zweiten zusammenfillt (LORD RAYLEIGH,
1879), wobei man (rechnerisch wie auch historisch bei der Betrachtung von Teleskopen statt

Mikroskopen) zuerst den kleinsten auflosbaren Winkel

1,22\
dBlende

sin Qmin =

(3.20)

erhilt, woraus mit der Kleinheit des Winkels (sin 0pin & Omin), der Lage der Emitter nahe der
lateral

Objektivbrennebene (min ~ 722 —) und der ABBE’schen Sinusbedingung (Cj%tfiff = nsina)
jektiv jektiv
schlieBlich Gl. 3.17 folgt.

Es existieren weitere Kriterien zur Quantifizierung der Auflésbarkeit von selbstleuchtenden
Strukturen in optischen Systemen: Das DAWES-Kriterium verlangt ein Minimum zwischen bei-
den Intensitdtsmaxima von 5% relativ zu diesen, wihrend nach SPARROW die Existenz eines

Minimums jeglicher Tiefe gentigt (LiPSON et al., 2010).

3.2.2.2. Fokusform

Alle vorgenannten Kriterien befassen sich mit mikroskopischer Bildgebung, wihrend die expe-
rimentellen Untersuchungen der vorliegenden Arbeit vordergriindig nur Rauschen auf zeitlicher
oder rdumlicher Skala produzieren, welchen anschliefend durch mathematische Verfahren ihr
Informationsgehalt®® entlockt werden muss. Aus diesem Grund ist die traditionelle Auflosung
des Mikroskops weniger wichtig als die moglichst kleine Ausdehnung des Bereiches, aus wel-
chem diese Informationen stammen: das Volumen, in dem Fluorophore angeregt und aus dem
Photonen detektiert werden kénnen. Die mathematische Beschreibung, die zu diesem Zweck ein-
gefithrt wird, beinhaltet3* die molekulare Detektionsfunktion (engl. molecular detection function,
MDF) bzw. Punktspreizfunktion (engl. point spread function, PSF, eigentlich die Abbildung ei-
nes Punktemitters im optischen Aufbau, siehe etwa LIPSON et al., 2010) des Systems, welche

die orts- und unter Umsténden auch zeitabhingige Wahrscheinlichkeit angibt, ein Photon von

33Dieser umfasst tatsachlich auch solche auf Distanzen weit unterhalb der mit den eingesetzten Geréten erzielbaren
bildlichen Auflésung, siehe hierzu die sehr interessante Debatte in ENDERLEIN, 2012; KRICHEVSKY, 2013.

34Die Nomenklatur folgt hier ENDERLEIN et al., 2005, wobei eine vollstindige theoretische Berechnung unter Be-
riicksichtigung der Polarisation und des Einflusses der Lochblende, aufbauend auf den grundlegenden Arbeiten
von BERNARD RICHARDS und EMIL WOLF (RICHARDS et al., 1959), bereits durch TOROK et al., 1998 gegeben
wurde.
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Abbildung 3.10.: Darstellung des theoretischen Abbildes eines Punktemitters nach AIRY (links) und
der gemessenen MDF eines konfokalen Mikroskops (rechts, adaptiert aus JUSKAITIS
et al., 1998).

Die theoretischen Kurven folgen Gl. 3.19 und stellen einen Querschnitt durch die ange-
néherte Intensitatsverteilung bei Abbildung von einem (blau) bzw. zwei (rot und griin)
Punktemittern durch ein perfektes Linsensystem mit Kreisblenden dar. Die Position
der Einzelbilder beider Emitter ist im unteren Bereich als senkrechte Striche angezeigt
und ihr Abstand entspricht dem durch das RAYLEIGH- (rot) bzw. SPARROW-Kriterium
(griin) gegebene Minimum fiir eine optische Auflosbarkeit.

Die MDF wurde mithilfe von streuenden Goldkiigelchen (Durchmesser 100 nm) an ei-
nem Wasserimmersionsobjektiv (NA = 1,2) gemessen. Die optische Achsen verlduft
im Bild senkrecht. Man beachte die logarithmische Skala, durch welche auch die late-
rale Aufweitung ober- und unterhalb des Zentrums deutlich wird. Diese gleicht dem
in Kapitel 6 eingesetzten 2D-GAUsS-LORENTZmodell (siehe Abschnitt 3.4.4).

einem Fluorophor in der Probe zu detektieren. Die MDF ergibt sich als Produkt der Wahr-
scheinlichkeit der Anregung und der Detektion des nachfolgend emittierten Photons, zumeist
unter Integration iiber die beide Vorgénge verbindenden molekularen Verédnderungen (Rotation,

photophysikalische Prozesse, etc.).

Die Anregung wird meist nach dem Modell der Absorption eines Photons in der elektrischen Di-
polniherung unter resonanten Bedingungen behandelt, sodass die Wahrscheinlichkeit des Uber-
gangs in einen angeregten Zustand proportional zum Quadrat des Skalarproduktes zwischen der
Amplitude BO des elektrischen Feldvektors und dem Ubergangsdipolmoment?® jiy der an der
Absorption beteiligten Niveaus:

Py o< | By fia (3.21)

‘2
Die Stéarke und Polarisation des elektrischen Feldes hingt von der verwendeten Optik und der
Mode des Lasers, so ein solcher verwendet wird, ab. In unserem Aufbau kann ndherungsweise

von der linear polarisierten TEMgp-Mode eines GAUssstrahls (DEMTRODER, 2014) ausgegangen

35 Dessen Stirke und Richtung kann von der exakten Wellenlinge der Strahlung abhéngen (LAxowicz, 2006),
sodass die MDF eine spektrale Abhéngigkeit zeigt.
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3.2.2.2. Fokusform GRUNDLAGEN

werden. Da die Anzahl nicht angeregter Fluorophore mit der Intensitit der anregenden Strahlung
sinkt, tritt eine Sdttigung der Absorption und damit auch der Emission ein, sodass die MDF

auch von der Besetzung des Grundzustandes abhéngt (GREGOR et al., 2005).

Die Detektionswahrscheinlichkeit des emittierten Photons (auch CEF genannt, engl. collection

efficiency function) kann durch Berechnung des Anteils
D [ D D .

des Energieflusses des Emitters (in Form der Intensitdt am Detektor Ip als Betrag des zeit-
gemittelten POYNTINGvektors ? integriert iber die Detektorfliche) am Gesamtfluss bestimmt
werden (ENDERLEIN et al., 2005). Dazu wird das Fluorophor meist als HERTZ’scher Dipol mit

R 62

A3t | fig|?

Ig (3.24)

3epc?
modelliert (GRIFFITHS, 2013). Hier bezeichnen firdas Ubergangsdipolmoment der an der Emis-
sion beteiligten Niveaus, v die Frequenz der Strahlung, n den Brechungsindex des Mediums, r
den Abstand zum Fluorophor und 6 den Winkel zwischen der betrachteten Richtung und der
Achse des Ubergangsdipolmoments. Die Bestimmung von Ip aus I muss den gesamten dazop-
tischen Aufbau mit seinen zahlreichen beugenden Grenzflichen beriicksichtigen und kann sich

dadurch sehr aufwendig gestalten.

Ist die Rotation des Fluorophors schnell genug, sodass die Orientierung, aus der heraus die
Emission erfolgt, unabhéngig von der Orientierung zum Zeitpunkt der Absorption ist, sind die
Anregungs- und Detektionswahrscheinlichkeiten voneinander entkoppelt und die MDF ist einfach
das Produkt aus beiden. Anderenfalls muss iiber alle relative Orientierungen der Ubergangsdi-
polmomente beider Prozesse integriert werden, gewichtet mit der zeitabhéngigen Korrelations-

funktion und der abklingenden Fluoreszenzintensitit (siche Gl. 3.13).

Die MDF wird iblicherweise auf ihr Maximum normiert und die anfallenden Vorfaktoren als
molekulare Helligkeit
Q = lyoaPr (3.25)

definiert. Hierbei stehen I fiir die maximale Laserintensitit, @ fiir die Fluoreszenzquantenaus-
beute®® und o4 fiir den Absorptionsquerschnitt. Die Effizienz des Detektionssystems @p kann

zusdtzlich in die molekulare Helligkeit mit aufgenommen werden.

Fiir ein konfokales Mikroskop muss die MDF gemessen (siehe Abb. 3.10, rechts) oder numerisch
errechnet werden (siehe etwa NASSE et al., 2010), oftmals kann sie aber durch relativ einfache
analytische Funktionen angendhert werden (DERTINGER et al., 2007; MARROCCO, 2008). Diese
Ansétze haben jedoch stets den Nachteil, dass die inAbschnitt 3.4.2 entwickelten und von der

36Diese kann iiber Prozesse wie ISC von der Besetzung aller Zustinde und damit der Intensitit und schlieBlich
vom Ort abhédngen (WIDENGREN et al., 1995).
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GRUNDLAGEN 3.3. Fluktuationen

MDF abhéngigen Funktionen nur numerisch darstellbar sind. In vielen Anwendungen wird infol-
gedessen eine entsprechend skalierte GAussfunktion als MDF verwendet, was gerade in Féllen
schwach fokussierender Objektive einen annehmbaren Kompromiss darstellt (HESS et al., 2002).
Leider ist die Wahl eines falschen Fokusmodells nicht unmittelbar aus den hier vorgestellten
Messungen ersichtlich, da auch stark abweichende MDFs in Kombination mit abweichenden
Molekiilparametern eine gute Anpassung an die Daten erlauben (HESS et al., 2002). Eine Uber-
priifung mittels unabhingiger Methoden (siehe etwa TRAGARDH ef al., 2015) ist daher stets

angeraten, wenn eine hohe Prézision der abgeleiteten Parameter angestrebt wird.

3.3. Fluktuationen

Ein homogenes, makroskopisches System im thermodynamischen Gleichgewicht verfiigt iibli-
cherweise liber eine Anzahl zeitlich und rdumlich konstanter Variablen, die seinen Zustand nach
auflen hin eindeutig beschreiben. Eine Messung dieser Variablen liefert im thermodynamischen
Grenzfall eines unendlich ausgedehnten Systems stets den gleichen, die Entropie maximieren-
den Erwartungswert. Dann muss aber gleichermaflen auch jegliche Fluktuation als Abweichung
von diesem Wert mit einer Verringerung der Entropie einhergehen: Der zweite Hauptsatz der
Thermodynamik verbietet diese nicht, macht sie aber umso unwahrscheinlicher, je grofler die
Abweichung vom angestrebten Gleichgewichtszustand ausfallt®” und je grofier das System selbst
ist3®. Da diese Abhingigkeit exponentieller Natur ist, sind messbare Abweichungen in grofien
Systemen von iiberwiltigender Seltenheit. Die Betrachtung eines geniigend kleinen, in den hier
interessierenden Féllen gar mikroskopischen Subsystems offenbart jedoch ein breites Spektrum
an zufilligen Fluktuationen, welche erst die Bezeichnung als dynamisches Gleichgewicht recht-

fertigen.

3.3.1. Teilchenzahl

Die wichtigste und zugleich einfachste Art der Fluktuation fiir die in dieser Arbeit vorgestellten
Techniken betrifft jene der Teilchenzahl N in einem Volumenelement. Mehr noch als ihre in

Abschnitt 3.3.2 abgeleitete zeitliche Entwicklung ermoglicht dieses Phdnomen praktisch alle in

37Die Wahrscheinlichkeit der Fluktuationen hingt exponentiell von der Entropie des Gesamtsystems ab, P (z) o
¢®@ und kann durch Entwicklung am Maximum als S (z) ~ S (z¢q) — ta(z— Teq)® mit einer GAUSsverteilung
P(z) x e~ 3a(s=2c4)” beschrieben werden, wobei die Varianz durch o® (z) = 1 =1/ %ﬁ gegeben ist

T=Te

(LANDAU et al., 1980; REBHAN, 2010; PATHRIA et al., 2011; MIsHIN, 2015). Da jede beliebig groﬁg Abweichung
vom ,erwarteten” Zustand des Systems prinzipiell moglich ist, wird sie bei unendlicher Beobachtungsdauer
unendlich oft eintreten (POINCARE’scher Wiederkehrsatz). Der Unterschied zwischen Schwankungen im Gleich-
gewicht und irreversiblem Gang ins Gleichgewicht ist somit lediglich eine Frage der Geduld des Beobachters,
welche umso mehr strapaziert wird, je groBer das System und die verlangte Abweichung sind (COFrEY, 1985).
In einem mikrokanonischen Ensemble tritt zusitzlich das (menschliche) Phidnomen der willkiirlichen Unter-
scheidung der gleichwahrscheinlichen Zustédnde auf: Die zufillig auftretende vollstandige rdumliche Trennung
zweier Gasisotope ist nicht unwahrscheinlicher als jede andere exakte Anordnung, wird aber als ,,besonders”
wahrgenommen.

38Fiir intensive Zustandsvariablen ist die Varianz umgekehrt proportional zur SystemgroBe, fiir extensive ist es
das Quadrat ihres Variationskoeffizienten (LANDAU et al., 1980).

32



3.3.1. Teilchenzahl GRUNDLAGEN

Teil IT vorgestellten Messungen und bestimmt ihre Ergebnisse, weswegen es etwas ausfiihrlicher
beleuchtet werden soll (siehe etwa LANDAU et al., 1980; PATHRIA et al., 2011).

Der schnellste Weg zur Varianz der Teilchenzahl
o2 (N) = (N = (N))*) = (N?) — (N)” (3.26)

fithrt iiber die Definition des betrachteten Volumens als Vertreter eines groflkanonischen En-
sembles in Kontakt mit einem Teilchenreservoir konstanten chemischen Potentials p (sowie kon-

stanter Temperatur 7') und Verwendung der groBkanonischen Zustandssumme

- aN o 20 uN &

ng :Z Zk (N)ekBT :Z szk (]\/Y7 gz)e kT (327)
N=0 N=0 i

(mit der kanonischen Zustandssumme Zj, der Energie &; des i-ten unterscheidbaren Mikrozu-

standes, der BOLTZMANN-Konstante kg und der mikrokanonischen Zustandssumme Zi, welche

identisch dem Entartungsgrad g ist) und des groflkanonischen Potentials
= —kBT In ng. (328)

Unter der Annahme, dass die Wahrscheinlichkeit des einzelnen Mikrozustandes des Systems
proportional zur Anzahl der damit kompatiblen Mikrozusténde Wg des Reservoirs ist und alle

Mikrozustédnde zum gleichen {N, &;}-Paar gleichwahrscheinlich sind

N-&;
P(N.&) o g(N.&)Wr =g(N,&)emNE) g (N, &) " For (3.29)
So+ﬂ
P(N) = Y P(N,&) ox 2 (N)e™ *sT, (3.30)
folgt nun unmittelbar daraus
o0 N
90 > NZ(N)eksT
N=0
_ (9 - =" NP(N)=(N) (3.31)
(3M>T,V Zgx Nz::()
0% 9 (N) 2 2_ o
T (£ . () — (N?) = (N)? = 02 (N). (3.32)
<3,u2>TV ou Jry < >

Weiterhin kann die partielle Ableitung nach dem chemischen Potential mit der EULER’schen
Kettenregel angewandt auf (N) = f (u, V,T) bei konstantem (), T umgeformt werden zu

(8(N)) _ (%)(N),T (%)w), (%)(N),T
TV

ULV T
o (35%) (56%) .

(3.33)
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GRUNDLAGEN 3.3.2. Diffusion

und mit dem Satz von SCHWARZ angewandt auf {2 (eine Form der MAXWELL-Beziehungen)

(gz)w)j - (%)T - <aa<‘]>f>>u,T 330

ergibt sich (bei konstanter Teilchenzahldichte C' = f (u, T) und damit®® (N) = CV = (%) . Vv
1,

sowie der isothermen Kompressibilitidt ) schlieflich

02 (N) = —kpT

(V) ((W

V2 \0p

N 2
><N>T _ kBT(V> . (3.35)

Damit ist zumindest fiir konstante Kompressibilitdt und Teilchenzahldichte die Varianz der
Teilchenzahl in einem Volumenelement proportional zu dieser selbst und fiir ein ideales Gas
mit pV = (N) kgT gilt sogar exakt o2 (N) = (N). Fiir die verdiinnten Lésungen fluoreszenter
Molekiile, mit denen sich die experimentellen Arbeiten in Teil II ausschliellich befassen, kann

unter der Bedingung konstanter Aktivitdtskoeffizienten ((%) = RT/c mit der Stoffmengen-
p’

konzentration c) ebenfalls 02 (N) = (N) hergeleitet werden’ (LANDAU et al., 1980).

Die Teilchenzahlfluktuationen kénnen fiir sehr kleine Volumina nun nicht wie in Fufinote 37 auf
Seite 32 als einer GAUSS-Verteilung folgend angenommen werden, da in diesem Fall die relative
Abweichung nicht mehr als klein angenommen werden kann. Stattdessen ergibt sich fiir ideal
wechselwirkungsfreie Teilchen (wiederum in einem idealen Gas oder in einer stark verdiinnten

Losung) eine PoO1ssoN-Verteilung (LANDAU et al., 1980)

P(N) = UXQ!N e, (3.36)

Das fir die weitere Betrachtung wichtige Charakteristikum dieser ist die Gleichheit von Vari-
anz und Erwartungswert o (N) = (N), welche in Abschnitt 3.4.2.2 ausschlaggebend fiir die

Abhéngigkeit der relevanten Korrelationsfunktion von der Konzentration sein wird.

3.3.2. Diffusion

Wenn Fluktuationen eine Moglichkeit darstellen, dem thermodynamischen Gleichgewicht zumin-

dest kurzzeitig zu entkommen, ist die Diffusion, und allgemeiner die Dissipation, der unvermeid-

39Dies gilt nur in homogenen Systemen ohne langreichweitige Wechselwirkungen und Grenzflichen, nicht aber
fiir thermodynamisch kleine Systeme (sieche HiLL, 1994). Fiir erstere ergibt sich mit dem EULER-Theorem tber
homogene Funktionen zusatzlich 2 = —pV.

“In konzentrierteren Losungen oder bezogen auf die Fliissigkeitsmolekiile selbst ist die Fluktuation stark ver-
ringert, da die abstoflenden Wechselwirkungen untereinander dem Entstehen von gréfleren Hohlrdumen bzw.
Zusammenballungen entgegenwirken. Aus dem nédmlichen Grunde sind die Fluktuationen raumlich stark kor-
reliert und es ergibt sich die typische Nahordnung kondensierter Phasen. Eine Anwendung auf die in dieser
Arbeit verwendeten Techniken findet sich unter dem Namen inverse F(C)CS in der Literatur (WENNMALM,
2018). Umgekehrt kann das Uberwiegen attraktiver Wechselwirkungen zu einer Erhéhung der Fluktuationen
fiihren, was dem Fall von mit steigender Konzentration abnehmenden Aktivitidtskoeffizienten entspricht. Das
Extrem der divergierenden Fluktuationen (bei unendlicher Korrelationslange selbiger) wird etwa am kritischen
Punkt zwischen zwei Phasen verwirklicht, wo k7 — oo (siehe etwa CHIMOWITZ, 2005; PATHRIA et al., 2011).
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3.3.2. Diffusion GRUNDLAGEN

liche Weg hinein*!: Der rdumliche Ausgleich jeglicher physikalischen Gréfe, welcher schlieBlich
zur perfekten Homogenitdt und Unverdnderlichkeit allen Seins fiihrt, dem Wéarmetod des Uni-

versuins.

Die Diffusion strebt nun die gleichméfiige Verteilung nicht nur der Konzentration, sondern der
Aufenthaltswahrscheinlichkeit jedes Teilchens nach dessen initialer Beobachtung an. Der Ort, an
welchem eine spéitere Beobachtung das Teilchen wiederfindet, muss als Zufallsgrofle aufgefasst
werden, da selbst unter Vernachldssigung moglicher quantenmechanischer Effekte ihre deter-
ministische Bestimmung nicht praktikabel ist und somit hier notwendigerweise das Reich der

statistischen Physik betreten wird.

Die Untersuchung und mathematische Beschreibung der Diffusion erfolgte nahezu zeitgleich mit
der Entdeckung ihrer Ursache in Form der ungerichteten Bewegung aller Objekte als Ausdruck
der ihnen innewohnenden thermischen Energie, der sogenannten BROWN’schen Molekularbewe-
gung?? (Correy, 1985). Im thermodynamischen Gleichgewicht entfillt auf jeden Translations-

freiheitsgrad eines jeden Teilchens nach dem Aquipartitionstheorem eine mittlere Energie von

1, 1
<Ekin,x> - §m <'Ux> = §kBT7 (337)

welche sich als eine nie versiegende Quelle quasizufilliger Anderungen von momentaner Position
und Impuls dufert. Im Folgenden soll jeweils kurz auf die Phdnomenologie der Diffusion und die

zugehorige Mathematisierung eingegangen werden.

Hier soll zuerst eine Sekunde im Leben eines diffundierenden Teilchens betrachtet werden. Unser
kugelférmiges Teilchen mit Radius rr und Masse m befinde sich zur Zeit ¢ = 0 am Ort 7 = 0
und hat die Geschwindigkeit 0. Um es herum existiert eine dichte Wolke von Solvensmolekiilen
(Masse mg), welche mit dhnlichen Bedingungen starten (siche Abb. 3.11). Der Einfachheit halber
sei mp>ms.

Die bis hierhin eingefrorene Zeit beginnt zu laufen und das Teilchen ist sofort einer grofien
Anzahl von Stéflen mit dem Losungsmittel ausgesetzt (mittlere StoBzeit 1/7sios = Vsto ~
ATrng (\75\) ~ Arpgy/ksT/mg oder ~ 10 THz/ nm? Oberfliche in Wasser bei Raumtemperatur
mit der MAXWELL’schen Geschwindigkeitsverteilung). Auf dieser Zeitskala ist das deutlich gro-
Bere Teilchen nahezu statisch ((|7'p|) < 1pm/ps fiir 7p > 10nm) und erfihrt das Losungsmittel

als kontinuierlichen Strom, wodurch das Problem der Hydrodynamik zuganglich wird.

In den nichsten Pikosekunden befindet sich das Teilchen in der ballistischen Phase®? seiner Bewe-
gung und verandert seine Richtung nur wenig, wihrend sein urspriinglicher Impuls 7T = mr Vo

fortwéhrend durch das Auseinanderschieben der vor ihm befindlichen Solvensmolekiile aufgezehrt

U Dissipative Vorgange, wie Viskositit und Warmeleitung, sind zusétzlich mit den Fluktuation eng verkniipft
iber das Dissipations-Fluktuations- Theorem, siehe etwa KuBo, 1966; LANDAU et al., 1980; PATHRIA et al.,
2011.

“2Der Begriff Molekiil oder Molekel wiirde im 19. Jahrhundert noch uneingeschrinkt fiir alle in einem Sinne
ykleinsten” Teilchen der Materie verwendet, seien es Atome oder Nanopartikel (Pals, 1988).

43Diese Phase wurde wegen ihrer kurzen Dauer schon von EINSTEIN fiir nicht beobachtbar gehalten (EINSTEIN,
1907), was 100 Jahre spater schlieBllich zuerst an Teilchen in verdiinnten Gasen im Bremer Fallturm (!) gelang
(BLuM et al., 2006). Die Beobachtung von Teilchen in einer optischen Falle wurde bereits ein Jahr zuvor
berichtet (LUKIC et al., 2005).
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wird. Die Dauer bis zum volligen Verlust der Korrelation mit der urspringlichen Bewegungsrich-
tung kann aus einer exponentiellen Abnahme des Impuls durch die hydrodynamische Reibungs-
kraft abgeschétzt werden. Dabei wird bei den hier vorkommenden geringen Geschwindigkeiten
von einer laminaren Strémung ausgegangen (sehr kleine REYNOLDS-Zahl, Viskositét 1 dominiert

Trégheit), sodass mit dem Reibungskoeffizienten ¢ gilt:

d
zT — Fr=—(Ur (3.38)
Ur = Toe /™ (3.39)
mr mr 2p1 o
= _—= = . ‘4
B ¢ 6mnrr 9n T (3.40)

In der letzten Formel wurde das STOKES’sche Reibungsgesetz (STOKES, 1851) verwendet, wel-
ches fur die stetige, translatorische Bewegung einer Kugel in einem unendlich ausgedehnten,
laminaren stromenden, an der Kugeloberfldche anhaftenden (no-slip-Bedingung) Fluid der Vis-
kositét n gilt. Man erhélt fiir ein Teilchen mit einer d&hnlichen Dichte wie Wasser 5 ~ 2ns fiir

rr = 100 nm und damit wie gefordert 75 > Tgtop & 2 as.

Der entstandene Pfad ist glatt und frei von Spriingen und seine Lénge hangt linear von der Zeit
ab. Damit wéchst die mittlere quadratische Abweichung (engl. mean square displacement, MSD)
fiir t < 7 quadratisch mit der Zeit (siehe Abb. 3.11, Teil C):

(A7 (1)]*) = T3¢ (3.41)

Die wahrend dieser Phase maximal zuriickgelegte Strecke ergibt sich aus dem Zeitintegral iiber
Gl. 3.39 zu |A7 |3 = Vo7 baw. |AT |5 ~ 0,12 nm fiir rp = 100 nm (mit 7 = 1/<]7T\2>) und
damit weniger als ein einziges Wassermolekiil weit. Man erkennt hieran nicht allein die Schwie-
rigkeit der Beobachtung der ballistischen Phase fiir Mikroteilchen, sondern auch die zunehmende
Irrelevanz fiir makroskopische Objekte: Die Lénge dieser thermisch angeregten ,Spriinge” rela-
tiv zur Ausdehnung des Teilchens ist umgekehrt proportional zur Wurzel dieser Ausdehnung
(A7 | /rr ~ VEsTprrr/n) und damit wiirde sich ein 10cm grofes Objekt um lediglich ein

Millionstel seines Durchmessers innerhalb einer Stunde verschieben.

Um zu ergriinden, wann sich unser Teilchen eine relevante Strecke von seinem Startpunkt entfernt
hat, muss die scheinbare Zufalligkeit seiner Richtungsdnderungen und Schrittlingen beriicksich-
tigt werden. Das Teilchen fiithrt eine sogenannte Irrfahrt (heute meist engl. random walk, siehe
PEARSON, 1905) aus, welche im simpelsten Fall als Folge diskreter Schritte in Form unabhéngig
und identisch verteilter Zufallszahlen definiert werden kann (damit auch eine MARKOW-Kette,
siche etwa VAN KAMPEN, 2007), deren zugehorige Reihe die Position des Teilchens nach einer

Anzahl Schritten abbildet. Ist die Bewegung isotrop und damit die Raumrichtungen unkorre-
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Abbildung 3.11.: Beispielhafte Darstellung der Eigenschaften von Diffusionsprozessen anhand einer

zweidimensionalen, ballistischen Simulation scheibenférmiger Teilchen.

A: Ein grofies Teilchen (blau) und 300 kleine Teilchen als ,Losungsmittel” bewegen
sich innerhalb eines quadratischen Kastens. Die Teilchen interagieren allein durch elas-
tische Stofle miteinander und mit der Begrenzung des Kastens. Das grofie Teilchen ist
zehnfach grofler und tausendfach schwerer als die kleinen Teilchen, was grob den Ver-
héltnissen zwischen einem Sarlp-Molekiil und einem Wassermolekiil entspricht.

B: Gezeigt sind die sich nach einer Zeit von 10.000 (willkiirliche Einheiten) ergeben-
de Trajektorie des groBen Teilchens (durchgezogen) und diejenigen von vier kleinen
Teilchen nach einer Zeit von 1.000 (gestrichelt). Die kleinen Teilchen bewegen sich
in deutlich schneller voran und zeigen die fir Diffusion typischen unstetigen Pfade,
welche sich bei detaillierterer Betrachtung in einzelne ballistische Phasen auflésen wiir-
den. Das grofle Teilchen weist einen glatteren Pfad auf, da seine Bewegungsrichtung
sich viel langsamer verdndert (15 grofier).

C: Die mittlere quadratische Abweichung der kleinen Teilchen (rot, gemittelt iiber

alle) zeigt fir kurze Zeiten die ballistische Phase mit <|A7 (t)|2> o t2 (lila) und

anschlieflend die Diffusionsphase mit <|A? (t)|2> o« t (schwarz). Die entsprechende
Losung der LANGEVIN-Gleichung (gestrichelt griin) beschreibt das Verhalten auf allen
Zeitskalen (aufgrund der Begrenzung konvergiert hier allerdings die MSD gegen einen
Wert von nicht ganz einem Drittel, was dem Abstand zwischen zwei uniform zuféllig
gewédhlten Punkten in dem Kasten entspricht). Das groBle Teilchen befindet sich im
gesamten Zeitbereich in der ballistischen Phase (blau).

D: Die Autokorelationsfunktion der Geschwindigkeitsvektoren (¥ (¢) - ¥ (0)) zeigt das
exponentielle Abklingen der Korrelation der Bewegung beider Teilchenarten, wobei das
grofe Teilchen (blau) seine Richtung etwa hundertmal linger beibehélt als die kleinen
Teilchen (rot). Der Bereich negativer Werte wird wiederum durch die Beschrinkung
des Kastens hervorgerufen und dhnelt dem Ergebnis fiir Diffusion in einem harmoni-
schen Potential (siche CLERCX et al., 1992; HUANG et al., 2011a).
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liert**, kénnen die einzelnen Koordinaten unabhingig voneinander betrachtet werden:

et = gl 47 (3.42)
PRI (3.3
j=1

2

((aa)?) = < ;ag’ >=<Z (55)2>=n02(5i). (3.44)

J

Das zweite Gleichheitszeichen der letzten Zeile folgt aus der Unabhéngigkeit der 55 , das dritte
aus der identischen Verteilung. Die Varianz der Distanzen 5{ bestimmt nun die mittlere qua-
dratische Entfernung nach einer Anzahl Schritten, wiahrend ihre genaue Verteilungsfunktion
nur das Verhalten auf kurzen Zeitskalen beeinflusst*>: Der Zentrale Grenzwertsatz garantiert
die Konvergenz in Verteilung der Summe in Gl. 3.43 zu einem Zeitpunkt gegen eine Normal-
verteilung (Zn: &7 BN (0,n02 (3;)), siehe etwa CRAMER, 1946) und der Funktionale Zentrale

j=1
Grenzwertsatz nach DONSKER schliefllich (fiir At = t/ngchritt und ngenrity — 00) die Konvergenz
in Verteilung der gesamten Irrfahrt gegen den WIENERprozess als Standardbeschreibung der

BrowN’schen Bewegung.

Fiir unser Teilchen kann vereinfachend |A7 | /\/np als feste Schrittlinge (in jeder der np
Dimensionen) definiert werden, die zuféllig in positive oder negative Richtung ausgefiithrt wird
(55 = +|A7|g), wodurch sich eine Binomialverteilung der Anzahl positiver Schritte und fiir

viele Schritte ngcnrity = t/7p eine Normalverteilung der Position in jeder Koordinate ergibt:

2
5 (1) ~ N(O,‘ijﬁ‘jt) (3.45)
IAT|? npksT
(a7 @0))°) = ?Bt:trg<|ﬁs]2>: DCB t. (3.46)

Die mittlere quadratische Abweichung <|A7 (t)\2> wéchst damit im Gegensatz zur ballistischen

Bewegung linear mit der Zeit (und der Dimensionalitdt): man spricht nun von Diffusion, genauer

1 1=
“Dies bedeutet (Ax; () Az; (1)) = <Aacf (t)>6ij mit dem KRONECKER-Delta §;; = {0 Z;éj und damit
t7J
(AT ) =X (Az? (1)) fir 7 = Y 2 ¢

“Dies gilt nicht mehr, wenn Erwartungswert oder Varianz nicht existieren oder unendlich sind, etwa im Falle
einer CAUCHY-Verteilung, die zu einem Irrflug nach LEVY (engl. LEVY flight) fithrt, welcher sich durch das
gelegentliche Auftreten extrem grofler Schritte, oder ,Fliige”, auszeichnet.
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von normaler oder FICK ’scher Diffusion?. Der Proportionalitétsfaktor

_ kgT
¢

wird als Diffusionskoeffizient bezeichnet, wobei Gl. 3.46 nur fiir den Fall diskreter Schritte giiltig

D (3.47)

ist. In Verbindung mit dem oben verwendeten Reibungskoeffizienten ergibt sich schliellich noch

die wichtige STOKES-EINSTEIN-Gleichung*”

p— el
6mnro

(3.48)

Bei einer stetigen Bewegung erhélt man stattdessen — iiber eine partielle Differentialgleichung fiir
die Aufenthaltswahrscheinlichkeit des Teilchens (FOKKER-PLANCK-Gleichung als Vereinfachung
der CHAPMAN-KOLMOGOROW-Gleichung, sieche vAN KAMPEN, 2007), die LANGEVIN-Gleichung
als stochastische Differentialgleichung der Teilchenposition (COFFEY et al., 2004) oder die ma-
kroskopischen FICK’schen Gesetze fiir die Konzentration (CRANK, 1975) — die modifizierte Glei-
chung

(a7 ©)F) = Q”DCI"BTt — 9np Dt. (3.49)

Diese Zeitabhéngigkeit in Verbindung mit der bestdndigen Richtungsdnderung der Bewegung
hat weitreichende Folgen fiir die Eigenschaften der entstehenden Trajektorie: Sie ist fraktal
(MINKOWSKI-BOULIGAND-Dimension Dy = 2, siehe DEBRUNNER, 1955; MaAzo, 2002), statis-
tisch selbstéhnlich, fast nirgends differenzierbar (unendliche Beschleunigung durch Vernachlés-
sigung der Tragheit, siche COFFEY et al., 2004) und die momentane Geschwindigkeit divergiert

(bei Vernachlissigung der ballistischen Phase) bei kiirzeren Beobachtungsintervallen dt nach

e 0= 1 \/<y?(t+dt)|—?(t)2>_

dt—0 dt—0 dt

(3.50)

Somit ist der ,,wahre” Pfad, den unser Teilchen zuriicklegt, im Bereich dt > g immer deutlich

46 Anomale Diffusion mit <|A7 (t)|2> o t7 und v # 1 fiir bestimmte Zeit- bzw. Entfernungsbereiche ergibt sich
somit durch Verletzung zumindest einer der Voraussetzungen der Giiltigkeit des Satzes von DONSKER:

— unendliche oder nicht definierte erste und zweite Momente der Schrittlangenverteilung: siehe Fufinote 45
auf der vorherigen Seite

— fehlende Unabhéngigkeit der Schritte: Aufgabe der MARKOW-Figenschaft, persistente Irrfahrten mit
»,Gedéchtnis”

— zufillige Wartezeiten zwischen den Schritten: zeitstetige Irrfahrten (engl. continuous-time random walk).

Der Fall v < 1 wird als Subdiffusion bezeichnet und z. B. durch die Interaktion mit Hindernissen und Gitter-
strukturen verursacht, der Fall v > 1 wird als Superdiffusion und entsteht etwa durch aktiven Transport von
Teilchen in Zellen (HOFLING et al., 2013).

Eine Abweichung der Schrittlangen von einer ,reinen” GAUSSverteilung erzeugt folglich nicht automatisch
auch eine Abweichung von der FIcK’schen Diffusion, solange man z. B. die Verteilung als Mischverteilung von
Gaussverteilungen (Faltung mit einer Verteilung von Diffusionskoeffizienten) darstellen kann, wodurch sich
nach dem Satz von der totalen Varianz und mit (A7 (t)) = 0 schlieBlich wieder <|A7 (t)|2> o Dt ergibt
(WANG et al., 2012).

4TFiir eine eher thermodynamische Herleitung ohne Riickgriff auf die MSD siehe auch EINSTEIN, 1905; KUBO,
1966
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langer und seine Geschwindigkeit deutlich hoher, als die gemessenen Positionen erwarten lassen
(CorrEY et al., 2004). Wahrend also der Pfad langsam den Raum ,ausfiillt”, kommt das Teilchen
nur langsam voran: Auch wenn es mit einer winzigen Wahrscheinlichkeit eine Strecke |[A7 (£)] o
t zuriickgelegt haben konnte, hat es sich im (quadratischen) Mittel doch lediglich um |A7 (£)] o
v/t vom Ausgangspunkt entfernt.

Damit kann auch die Frage beantwortet werden, wie lange es dauert, bis sich ein diffundierendes

Teilchen um seinen eigenen Radius vom Startpunkt entfernt hat:

r3 _ 2.
npkT kgT '

TR = (3.51)
Fiir eine Kugel mit rp = 100 nm in Wasser bei Raumtemperatur ergibt sich damit g &~ 1,5 ms ~
1087, fiir das 10 cm grofie Objekt hingegen fast 25 My! Diffusion ist ein erkennbar langsamer

Vorgang auf makroskopischer Ebene.

3.4. Korrelationen

Die im vorhergehenden Abschnitt vorgestellten Arten von Fluktuation in einem System im
thermodynamischen Gleichgewicht stellen allesamt auch Quellen der Information iiber ebenjene
Systeme dar. Die vollstdndigst mogliche Abschépfung dieses Wissens gelédnge iiber die Anga-
be der gemeinsamen Wahrscheinlichkeitsverteilung fiir die angenommenen Werte aller — auch
mikroskopischen — Freiheitsgrade der beteiligten Teilchen. Natiirlich ist dies weder praktikabel,
noch auch nur theoretisch moéglich fiir die gewaltige Anzahl an moglichen Kombinationszustan-
den in einem System moderater Gréfle. Fiir die ganz {iberwiegende Zahl der Félle wére eine
derart genaue Beschreibung auch gar nicht nétig, da die Bestimmung einiger weniger Parameter
der Verteilung makroskopisch messbarer Grofien vollauf geniigt. Beispielsweise ist die Kennt-
nis der exakten Position aller Atome eines Proteins zu jedem Zeitpunkt fir die Messung seiner

Affinitat zu einer Membran tiberfliissig.

Nach dem Erwartungswert einer Messgrofie als dem ersten Moment ihrer Verteilung, welches
bei Fluktuationen definitionsgeméafl gleich null ist, ist nun die Varianz bzw. die Kovarianz zwi-
schen zwei Groen als das zweite (zentrierte) Moment die néchstliegende Fortentwicklung der
mathematischen Beschreibung. Der iiberzufillige Zusammenhang zweier Grofien, also das Vor-
liegen einer statistischen Abhéngigkeit zwischen den sie beschreibenden Zufallsvariablen, fithrt
zum Verlust der Separierbarkeit ihrer bivariaten Wahrscheinlichkeitsverteilung in das Produkt
der jeweiligen Randverteilungen, d.h. P (X NY) # P(X) - P(Y), und meist — aber nicht not-
wendigerweise! — zu einer Korrelation und damit einer Kovarianz ungleich null: Cov (X,Y) =
E(X-E(X))-(Y—-E(Y)) =E(XY)—-E(X)-E(Y). Das Vorliegen der Korrelation an sich
und der spezifische Wert dieser Kovarianz gestatten nun Aussagen iiber das zugrundeliegende
System und kénnen mit theoretischen Vorhersagen verglichen werden, um dessen Eigenschaften

zu quantifizieren.
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3.4.1. Grundlegende Theorie GRUNDLAGEN

3.4.1. Grundlegende Theorie

In der vorliegenden Arbeit sind es nicht allein die Korrelationen zwischen zwei einzelnen Mess-
groflen, welche von Interesse sind, sondern die Abhéngigkeit der Stérke dieser Korrelationen von
einem Parameter und damit Korrelationsfunktionen. Der Parameter, oder auch die Parameter
bei hoherdimensionalen Funktionen, kann nahezu beliebig sein, solange er verdnderbar (oder
zumindest messbar) ist und eine Auswirkung auf zu bestimmenden Korrelationen hat. Im Fol-
genden wird es sich dabei um die Zeit- und Ortskoordinaten von Helligkeitsmessungen handeln;
moglich sind aber auch Grolen wie die Wellenlénge von Photonen, die Magnetfeldstérke oder

die Konzentration eines bestimmten Stoffes.

Formal mathematisch betrachtet handelt es sich bei den zu untersuchenden Korrelationskoeffi-
zienten um die auf die Standardabweichungen normierten und von zwei (Zeit-)Variablen abhén-

gigen Kovarianzfunktionen
Cov (th 5 }/tz)

oz (t1) oy (t2)

von Zufallsprozessen (auch stochastische Prozesse genannt, siehe KSENDAL, 2003), wobei man

PXY (tl,tz) = (3.52)

von Autokorrelationen spricht, wenn die zu korrelierenden Zufallsvariablen beide Mitglieder des-

selben Zufallsprozesses sind (X = Y'), und von Kreuzkorrelation, wenn sie verschiedenen Pro-

48 _ wie sie fiir die hier

zessen entstammen (X # Y'). Fir zumindest schwach stationdre Prozesse
betrachteten Messgréfien in realen Systemen im thermodynamischen Gleichgewicht angenom-

men werden konnen — lasst sich Gl. 3.52 zu
Cov (X, Y r E((X; — c (Yiar —
XY (7_) _ OV( ty Lt+ ) _ (( t p’X) ( t+ /JJY)) (353)

00y 00y

vereinfachen, sodass nur noch eine funktionale Abhéangigkeit von der Korrelationszeit 7 besteht.

Zur praktischen Berechnung, aber auch tieferen theoretischen Betrachtung ist es niitzlich, die
Auto- und Kreuzkovarianzen als Integraltransformationen mit einfachen Beziehungen zu ihren
jeweiligen Fouriertransformierten anzugeben. Dazu wird zunédchst der abstrakte Zufallsprozess

als konkrete, stetige und unendliche Zeitreihe z (¢) mit dem Erwartungswert
T
[ @ @yar (3.54)

formuliert*”. Die tatsichlichen Messreihen sind notwendigerweise endlich und diskret, sodass die
Integrale jeweils durch Summen zu ersetzen und eventuell auftretende Randeffekte und Diskre-

tisierungsartefakte gesondert zu betrachten sind.

Die Kovarianzfunktionen kénnen nun als Auto- und Kreuzkorrelationen der allgemeinen Form

“8Diese verfiigen iiber eine endliche Varianz 0% und zeitunabhingige Erwartungswerte px und Autokovarian-
zen. Stark stationdre Prozesse besitzen hingegen dariiber hinaus eine zeitunabhéngige Verteilungsfunktion:
FX (:Iitl,:litz, ce ,iL‘f,n) = FX (1)1,14,.7—, Lto4Tye -, Il‘tn+7—) fir tl, .o ,tn, 7€ Rund n € N.

““Die Ersetzung des Erwartungswertes einer Grofe (zu einem bestimmten Zeitpunkt in einem bestimmten En-
semble) durch den zeitlichen Mittelwert ist exakt nur unter (quasi)-ergodischen Bedingungen moglich.
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(f * g) (1) ausgedriickt werden; hier unter expliziter Beriicksichtigung komplexer Grofien:

Cov (X Yier) > (2()-y(t+ 7)) — (& () - (y (1)) (3.55)

(@) -yt+71)) = @t xt-7)=(yxz)(-7) (3.56)
T

(fxg) (1) = Tlgréo%f g (t+7)dt. (3.57)

Fiir die weitere theoretische wie praktische Berechnung von Korrelationsfunktionen erweist sich

deren Beziehung zur Faltung (f* * g) (1) als sehr niitzlich:

(F®*xg®) (1) = (f(=t)xg(t))(7) (3.58)

oo

(fxg)(r) = ff (r —t)dt. (3.59)

Die Faltungsoperation (hier fiir einen n-dimensionalen EUKLIDischen Raum) kann nun aufgrund

des sogenannten Faltungstheorems
F(f*g)=@n)"*F(f) F(9) (3.60)
auf die FOURIERtransformation J (f) (hier mit ihrer Riicktransformation F~! (F))
— — 1
FUEN(F)=F(F) = o)
1

FUR(E) @) =1@) = WJF(?)eif'Yd”? (3.62)

S [r@ e F g (3.61)

zuriickgefiihrt werden, was eine wichtige Vereinfachung der oftmals schwierigen Faltungsintegrale
darstellt.

Zusammengefasst lasst sich die (zeitliche) Korrelation zweier Grofien wie folgt iber Fouriertrans-

formationen darstellen:

((t)-yt+1)) = (YO)xx(t)(=1) = (y" (=) xz (1)) (-7) (3.63)
= V2rF N (Fy* (=t) - F(z () (—7) (3.64)
= V2rF Y (F(x)" - F))(r)". (3.65)

3.4.2. Fluoreszenz(kreuz)korrelationsspektroskopie

Die Fluoreszenz(kreuz)korrelationsspektroskopie (engl. fluorescence (cross) correlation spectros-
copy, F(C)CS) ist wie schon die dynamische Lichtstreuung (engl. dynamic light scattering, DLS)
eine auf der zeitlichen Korrelation von Helligkeitsschwankungen basierende, nichtinvasive und

einzelmolekiilsensible®® Technik, mit der vornehmlich die Gréfe, die Konzentration und die pho-

*ODieser Begriff beschreibt den Umstand, dass zwar bereits das Signal einzelner Molekiile detektiert wird, das
Messergebnis aber im Gegensatz zu echten Einzelmolekiiltechniken erst durch die Mittelung iiber eine grofle
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tophysikalischen Eigenschaften fluoreszierender Teilchen in kleinsten Fliissigkeitsvolumina und
im thermodynamischen Gleichgewicht untersucht werden kann. Sie wurde 1972 erstmalig von
Ervior L. ELsoN, DouGcLAs MAGDE und WATT WETMORE WEBB beschrieben (MAGDE et al.,
1972) und 1974 ausfiihrlich theoretisch und praktisch ausgearbeitet (ELSON et al., 1974; MAGDE
et al., 1974).

Die FCS wurde als ein Beispiel fiir Konzentrationskorrelationsspektroskopiemethoden angefiihrt
(ELSON et al., 1975), die auf der Messung von Fluktuationen der Teilchenkonzentration in kleinen
Bereichen einer Probe basieren (siche Abschnitt 3.3.1) und prinzipiell fiir jede Art von Messgrofie
adaptiert werden konnten, die von diesen Konzentrationen abhingt (etwa Dichte, Brechungsin-
dex, Extinktion, etc.). Wahrend bei der DLS das Signal die Amplitude des (gestreuten) Lichtes
ist und damit von der Phasenverteilung des elektrischen Feldes und der rdumlichen Variation
der Permittivitdt in der Probe abhéngt, tritt bei der FCS als inhé&rent inkohérente Methode an
dessen Stelle die Intensitét des Strahlungsfeldes und damit, nach Abtrennung des eingestrahlten
Lichtes, die detektierten Fluoreszenzphotonen mit all ihren messbaren Eigenschaften (Anzahl,

Ankunftszeit, Energie, Polarisation, Impulsrichtung).

Im Gegensatz zur DLS wird bei der FCS meist ein moglichst kleines Beobachtungsvolumen in
Form eines beugungsbegrenzten Laserfokus’ verwendet, um den Hintergrund verursacht durch
fluoreszente Verunreinigungen oder RAMAN streuung an Losungsmittelmolekiilen zu reduzieren®! .
Der Grund fiir diesen praktizierten Unterschied zwischen den Techniken liegt abermals in der Ko-
hérenz des Signals: Die Intensitatskorrelationsfunktionen (siche Gl. 3.70) enthalten zwar jeweils
denselben, auf die inkohérent tiberlagerten Teilchenzahlfluktuationen zuriickfiihrbaren und linear
mit der Konzentration wachsenden Term (BERNE et al., 1976), weisen jedoch fur die kohérente
Uberlagerung der Bewegung streuender Teilchen im Wellenfeld des Lasers bei der DLS einen
zweiten, quadratisch mit der Konzentration wachsenden Term auf, der normalerweise dominiert
und allein fiir die Auswertung herangezogen wird. Durch die Normierung auf das Quadrat der
mittleren Intensitit verschwindet der erstgenannte Term fiir hohe Konzentrationen bzw. Fokus-
volumina, sodass bei der FCS moglichst kleine Werte beider Variablen angestrebt werden®. Bei
der DLS wiederum ist der zweite Term nach Normierung unabhéngig von der Konzentration,
sodass ein grofleres Fokusvolumen die Amplitude der Korrelationsfunktion unverdndert l&sst,

die proportional steigende Streuintensitit aber leichter messbar ist3.

Ziel der nachfolgenden Abschnitte wird es sein, die Erwartungswerte und Korrelationen der fiir
die FCS relevanten Messgrofien als Funktion der interessierenden Systemparameter zu berechnen

und so die in Teil IT diskutierten Experimente theoretisch vorzubereiten.

Zahl von Molekiilen zustande kommt.

5! Dies ist so zu verstehen, dass eine bestimmte Anzahl Fluorophore im Fokus untersucht werden sollen und somit
der Hintergrund mit dem Fokusvolumen skaliert, das eigentliche Signal jedoch konstant bleibt.

52Theoretisch ist dies nicht notwendig, da das Rauschen der berechneten Korrelationsfunktionen in demselben
Mafle wie ihre Amplitude sinkt (KAsk et al., 1997). In der Praxis sinkt der Beitrag der zu untersuchenden
Teilchen bei zunehmender Konzentration indessen unter jenen aus anderen Quellen, wie etwa Fluktuationen
der Laserleistung oder dem Beitrag von Verunreinigungen und des Losungsmittels.

53Eine Synthese beider Prinzipien — Detektion von Streulicht aus einem kleinen Fokusvolumen — stellt die Reso-
nanzstreulichtkorrelationsspektroskopie (engl. resonance light scattering correlation spectroscopy, siche ZHANG
et al., 2013) dar.
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3.4.2.1. Fluoreszenzintensitat

Eine bestimmte Intensitit der emittierten Strahlung der Fluorophore (kurz Fluoreszenzintensi-
tét>) verursacht einen Strom von ,Photonen”, welcher wiederum in eine Abfolge von Zihler-
eignissen im Detektor umgewandelt wird. Fiir die in der F(C)CS betrachteten Korrelationsfunk-
tionen wirken sich deren stochastische Eigenschaften vornehmlich als Artefakte bei kleinen Kor-
relationszeiten aus, wo Schrotrauschen und Nachpulse sich als teils stark positive Korrelationen
zeigen. Insbesondere der Nullwert ist durch die Varianz der pOissONverteilten Zahlereignisse
kontaminiert und nicht als Ma8 fiir die wahre Amplitude brauchbar®. Die Betrachtungen in
diesem Abschnitt beziehen sich deshalb auf die Korrelationen der Fluoreszenzintensitét selbst,
welche durch molekulare Vorgénge in der Probe verursacht werden, und machen zudem keinen
Unterschied mehr zwischen der Fluoreszenzintensitit vor dem optischen System und der tatséch-
lichen Zéhlrate des Detektors. Die Quantenausbeute der Detektion @p wird in die molekulare

Helligkeit @@ aufgenommen und das Signal allgemein als F' bezeichnet.

Die gesamte detektierte Helligkeit kann mit der molekularen Detektionsfunktion W aus Ab-
schnitt 3.2.2.2 nun entweder als rdumliches Integral (mit dem differentiellen Volumenelement
d37 = dadydz) iiber die Teilchendichte C' der fluoreszierenden Teilchen

F(t)=[W(@1HQC(7,0d"7 (3.66)
geschrieben werden (siehe etwa PETROV et al., 2008), oder aber als Summe

Ft)=> QW (71 (3.67)

iiber die diskreten Beitrige einzelner Teilchen®® in der Probe. In dieser Arbeit wird der zweite
Ansatz verfolgt, da er intuitiver den Beitrag einzelner Fluorophore herausstellt und die Verwen-
dung von Wahrscheinlichkeitsverteilungen beziiglich ihrer Bewegung und Interaktion natiirlicher
handhabt. Der erste Ansatz benétigt dahingehend keine Grenziibergédnge unendlicher Summen
und erleichtert die Beriicksichtigung rdumlicher Korrelationen in nicht mehr unabhéngig dif-
fundierenden Teilchen (LANDAU et al., 1980) sowie chemischer Reaktionen, welche Zahl und

Identitdt der Teilchen als weitere Zufallsgrofle einbringen.

51n der iiberpriiften Literatur wurde der Begriff entweder fiir eine dimensionslose Gréfe, eine GroSe in will-
kiirlichen Einheiten oder eine Leistung verwendet, jedoch nie als eine physikalische Intensitdt der Dimension
W /m?. Die genaue Detektorfliche ist normalerweise nur von Belang, wenn eine Richtungsabhingigkeit er-
mittelt werden soll, und die iiblichen Detektoren nehmen nur einen sehr kleinen Raumwinkel ein, sodass der
Begriff , Fluoreszenzintensitidt” durchaus fiir eine Leistung verwendet werden kann. Da diese Grofle stets in
Zusammenhang mit einer molekularen Helligkeit steht, miissen lediglich beide Gréflen dieselbe Einheit aufwei-
sen. In Analogie mit der praktisch gemessenen Detektorzihlrate wird darum hier die Dimension einer Frequenz
gewdhlt.

5*Wenn in der Literatur von G (0) die Rede ist, meint man damit in vielen Fillen bereits die Extrapolation der
Funktion auf 7 = 0, zumal in der iiblichen halblogarithmischen Darstellung der exakte Nullwerte ohnehin
nicht abbildbar ist.

%Die zweite Formel geht aus der ersten hervor, wenn man die Konzentration als Summe der Positionen der
Teilchen in Form von DIRAC’schen Deltadistribution C — >4 (7 - 71) schreibt und die Integration ausfiihrt.
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Der Erwartungswert und die (Kreuz-)Korrelation des Signals kénnen nun ausgehend von
(F @) = 3{Q(70 B Zit) W(75,1)) (3.68)
_ S fffe(Fu w7
P (74, Ry, 2i,t) &7 d* Ry Z,
(Fa(t)-Fy(t+7) = Z;ffffff (@ (76 Bis Zist) @ (7575, Z3st 4 7)

-P ({7i,ﬁi,Zi,t} N {7j,éj,Zj,t+7'}> (3'70)
W (T t) W (T, +7) d3?id37jd3éid3ﬁjdzidzj} .

(3.69)

definiert werden, wobei die Indizes a und b verschiedene Signalkanéle mit ihrer jeweils eigenen
molekularen Helligkeit und MDF bezeichnen. Fiir a = b handelt es sich um eine Autokorre-
lation, fiir @ # b um eine Kreuzkorrelation. In dieser Arbeit stellen die Kanéle verschiedene
Farben, also unterschiedliche angeregte und detektierte Bereiche des Spektrums, dar (2-Farben-
FCCS, engl. dual-color fluorescence cross-correlation spectroscopy, deFCCS), es sind jedoch viele
andere Moglichkeiten denkbar bzw. schon verwirklicht worden, z. B. rdumlich gegeneinander ver-
schobene MDFs (2-Fokus-FCCS, siche DERTINGER et al., 2007) oder verschiedene detektierte
Polarisations- und Ausbreitungsrichtungen des Lichtes.

Die gemeinsame Verteilung P ({7“ R}-, t} N {7 1 éj,t + T}) gibt die Wahrscheinlichkeitsdichte
an, zur Zeit ¢ das Teilchen ¢ am Ort 77; mit der Orientierung R; im (quantenmechanischen)
Zustand Z; und zusétzlich zur Zeit t + 7 das Teilchen j7 am Ort 7j mit der Orientierung Rj im
Zustand Z; vorzufinden. Uber die sich relativ zum elektrischen Feldvektor des Lasers und der
Durchlassrichtung des Detektionspolfilters verindernde Richtung der Ubergangsdipolmomente
der Absorption und Emission tragt die molekulare Rotation zur zeitlich korrelierten Verdnderung
der Helligkeit des Fluorophors bei, was zur Bestimmung seines Rotationsdiffusionskoeffzienten
und damit seiner Grofle und Form genutzt werden kann (LOMAN et al., 2010; PETROV et al.,
2012).

Die molekulare Helligkeit wurde hier explizit als Funktion von Zeit und Ort formuliert, da
photophysikalische Phénomene zu einer variablen Helligkeit fithren konnen, die eine eigene Kor-
relation aufweist und iiber die rdumlich ungleiche Laserintensitéit auch ortsabhéngig ist. In den
meisten Fallen ist ) proportional zum Produkt aus der Besetzung des angeregten S;-Zustandes
(genauer der spezifischen Schwingungsniveaus, deren Fluoreszenz detektiert wird) und der Ge-
schwindigkeitskonstanten kp des strahlenden Ubergangs in den Grundzustand®’. Da der Grad
der Besetzung einerseits von der Intensitdt der Anregung abhéngt, andererseits aber auch nach
oben begrenzt ist, muss die Helligkeit ebenfalls immer ortsabhéngig sein und fiir zunehmende

Anregung dem Grenzwert der Sattigung zustreben. Die exakte funktionale Abhéngigkeit von

5"Im Bild der diskreten Detektionsereignisse gibt @ die Wahrscheinlichkeit an, zu einem bestimmten Zeitpunkt
ein Photon zu detektieren und im Rahmen der Korrelationsfunktionen auch die bedingte Wahrscheinlichkeit,
nach dem ersten Photon ein zweites nach einer bestimmten Zeitspanne zu detektieren.
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der Intensitdt kann sehr kompliziert sein (siche WIDENGREN ef al., 1995), im einfachsten Fall
(zeitlich konstante Laserintensitéit; ISC deutlich langsamer als Fluoreszenz; Vernachléssigung

von antibunching) ergibt sich aber (GRECGOR et al., 2005)

I

X — 3.71

@ L+ I/ Isse (3.71)
kg + kp

_ 3.72
1 + kr1sc/kphos (8.72)

Issit

Existieren mehrere Spezies unterschiedlicher Helligkeit in der Probe, ergibt sich F'(¢) als Summe

iiber die einzelnen Intensitdten geméafl

F)=>F;j(t)=>Y_Q; (71',3‘, Rij, Zz',jat> W (75 j,t) . (3.73)
J i,J

3.4.2.2. Fluoreszenzkorrelation

Als eigentliche Grundgleichung der F(C)CS dient nun die normierte Korrelationsfunktion

(Fa(t) Fy(t+7)) | (0F () 0F (t+ 7)) _ Cov(Far, Fyrir)
(Fa (1) (Fy (1)) (Fa (1)) (Fy (1)) E(Fot) E(Fyir)

Gap (7) = (3.74)

mit 0F (t) = F (t) — (F (t)) als der Abweichung der Fluoreszenzintensitat vom Erwartungswert.
Diese Formel dhnelt stark Gl. 3.53, mit dem Unterschied, dass fiir die Standardabweichung hier
der Erwartungswert eingesetzt wird. Prinzipiell werden nur positive Korrelationszeiten 7 be-
trachtet, wobei immer Gqp (—7) = Gy (7) gilt und Unterschiede zwischen G, (7) und Gy q (7)
fiir die Kreuzkorrelation eines nicht-stationéren Prozesses zu erwarten sind.
Prinzipiell hdngt das detektierte Strahlungsfeld vom genauen Zustand und der Bewegung aller
Molekiile in der Probe ab und miisste zudem quantenelektrodynamisch berechnet werden. Da
dieses Problem praktisch nicht 16sbar ist, miissen zahlreiche Annahmen und Vereinfachungen
getroffen werden, die, soweit nicht anders vermerkt, im Folgenden stets gelten sollen:
— die MDF ist zeitunabhéngig (W (74, ) — W (7))
— die Polarisation ist uniform (bei Objektiven mit niedriger numerischer Apertur eher giiltig)
— das System ldsst sich als ein schwach stationérer Prozess beschreiben
((Fa (t) - Fy (t + 7)) = (Fa (0) - Fy (7))
— Stationaritat und Isotropie der Probe (P (71, éi, Zi,t) — ﬁP (?Z, Z;) mit der Normie-
rung [ d3R; = 4r)
— Homogenitiit der Teilchendichte (P (7;) = + ist konstante Aufenthaltswahrscheinlich-

keit der Teilchen im Probenvolumen V')

— einzelne Fluorophore emittieren unabhéngig voneinander (keine Kohéirenz der Fluores-
zenzstrahlung, keine Energieiibertragung untereinander wie bei FRET oder Fluoreszenz-

16schung)
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— die Teilchen diffundieren und rotieren unabhéngig voneinander
(P ({70 R zi,t} 0 {75, By 2t + 7)) = P(70,Ri Zit) - P(7,B), 2,4 7) fin
i#j)

— Rotation und Diffusion héngen nicht voneinander ab (Ausschluss roto-translatorischer

Kopplung, siehe etwa FREZZATO et al., 2005) und werden auch nicht vom Zustand des Teil-
chen beeinflusst (keine dynamische Verédnderung seiner Form, P (71, Ri, Z;, t) =P (?l, t)-
P (Rit) - P(Z,1))

— die (Rotations-)Diffusionskoeffizienten hangen nicht von Position und Zeit ab (Ausschluss
thermophoretischer Effekte, etc.)

— photophysikalische Effekte héngen nicht von der rdumlichen Position ab
(@ (71',1?31‘,2@'715) = Q (ﬁu ZM))
— das Losungsmittel tragt nur als Hintergrundrauschen zur Fluoreszenz bei und stellt an-

sonsten den Brechungsindex der Probe.

Damit vereinfacht sich Gl. 3.69 nun zu

(F(t)) = ZJIJQ( i, Ziyt) W (?)Wd?)? B Rdz; (3.75)

- fsz (T BT, = QZQl 7Q91 (3.76)

lim (F(t)) = CQ =cNAQRQ. (3.77)

V—oo

Hierbei wurden zunéchst die iiber die Orientierungen und mogliche photophysikalische Prozesse
gemittelte Helligkeit (in Teil II der Einfachheit halber nur als @ bezeichnet)

Q=[[Q(Rzr) %dSEdZ (3.78)

und die Raumintegrale der MDF (der Kanalindex in (2, kann gegebenenfalls entfallen)

Qun = [ Wa (D))" 7 (3.79)
14

Doamp = [ [Wa (7)) Wy (7)) 7 (3.80)
14

definiert. Der Beitrag aller (identischen) Teichen ist gleich damit proportional zur Zahl N der
Teilchen im Volumen V und nach Grenziibergang zu einer — fiir praktische Zwecke — unend-
lich groBen Probe proportional zur Teilchendichte C' bzw. Stoffmengenkonzentration ¢ (mit der

AvOGADRO-Konstanten Ny ). Bei Vorliegen mehrerer Spezies ergibt sich daraus schlielich®®

(F () = Nas21 ) _e;Q;. (3.81)

*8Fiir Fluorophore stark unterschiedlicher spektraler Charakteristika kann gegebenenfalls die MDF und damit
{21 untereinander abweichen und muss in die Summe mit aufgenommen werden.
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Zur Auswertung von GI. 3.70 wird die Doppelsumme iiber die Teilchen gleicher Spezies in Korre-
lationen zwischen identischen und verschiedenen Teilchen unterteilt und fiir erstere die bedingte
Wahrscheinlichkeit P (B|A) = Pg&?) eingefiihrt. Zur besseren Unterscheidbarkeit der verschie-
denen Positionen desselben Teilchen wird die Zeitabhéngigkeit von Position, Orientierung und

Zustand dort in der Form 2 = 2 (0) und 2/ = z (7) angegeben:

Z <Qa (§27 Zi, 0) Qb (é;7 Zz(’ T) W, (?z) Wsy (7;)>

(Fa(0)-Fyp(r)) = 5 (3.82)
+>°(Qa (Bi 21,0) Qv (B, Z3,7) Wa (W) Wo (7)) |
i#]
> (Qu (Bi 2:,0) Qu (Bl 20,7 ) ) - (W (70 Wy (V1)

+Z (Qu (Bi, 2:,0) Wo (7)) - (Qu (B, 25, 7) Wi (7)) (359

IS femra @ ) p(a

P({R,z 7} {F 2,0}) P R&Rdzdz’|
S W@ w @) Sp 7 7o era O

+]V(]‘V/21)QaQb'Ql af21p
= @a@b (Ql,a;l,bgg (T) E( ) + Ql aqu b]V(]‘V/_l)> . (3.85)

Die Funktionen © (1) und = (7) beschreiben hier die dimensionslosen normierten Korrelationen
der molekularen Helligkeit selbst bzw. der scheinbaren Helligkeitsénderungen durch Diffusion
durch den Fokus:

ot = gl e mane(m ) o
P ({R’, 7 T} | {R, Z, o}) BRARAzAZ
2@ = o [ [ W@ W (@) PAPL T {0 EPET. (38)

Ql,a;l,b

(3.86)

Da fiir unendliche Korrelationszeiten von einer vollstdndigen Entkoppelung aller Fluktuationen
ausgegangen werden kann nimmt die bedingte Wahrscheinlichkeit wieder den Gleichgewichts-
wert P (7 R Z, O) V an und es gilt

lim © (r) =1 (3.88)
.- 1
lim = (1) v (3.89)
wobei eine praktisch unendlich ausgedehnten Probe damit zu hjr;o Z (1) =0 und
lim (F, (0) - Fy (1)) = C?Q,Qp1 021 p- (3.90)

T—00
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fiihrt. Die Vernachléssigung des einen, mit sich selbst korrelierten Teilchens in der zweiten Sum-
me (N (N — 1) ~ N?) macht sich erst in extrem kleinen Kompartimenten bemerkbar, etwa bei

Messung im Plasma weniger Mikrometer grofier Zellen oder dem Inneren eines Vesikels®

Nach Einsetzen der gerade erhaltenen Ergebnisse in Gl. 3.74 ergibt sich schliellich

QuQp (21,0155 0 (1) Z (1) + 21,0821,V
R SR
~ @@(Qlalbce()5()+91a91b0)_1 (3.92)
(CQaﬂl a) ( Qp b)
o 1 'Ql,a;l,b =
- GaatemE(). (3.93)

Hier zeigt sich endlich die in Abschnitt 3.3.1 vorweggenommene und dort auf unabhingigem
Weg erhaltene Proportionalitidt zwischen Varianz und Erwartungswert der POISSONverteilten
Teilchenzahl in einem bestimmten Volumen: Der Zahler der Korrelationsfunktionen skaliert li-
near mit der Konzentration, aber quadratisch mit der molekularen Helligkeit, sodass durch die
Normierung auf die quadrierte mittlere Fluoreszenzintensitit letztere nicht mehr in die Glei-
chung eingeht, die Funktion als Ganzes aber umgekehrt proportional mit der Konzentration

ansteigt.

Aus praktischen Griinden wird der Term g L “Ql . mit der Teilchendichte zusammengefiihrt und

das sogenannte effektive Fokusvolumen Vg als Verhéltnis von Raumintegralen iiber die MDF
definiert:

o821y
o= el 94
Vett a1 (3:94)
“Q% a,b
Virwn = gl (3.95)

Hier steht Vg (4,) fir das Fokusvolumen bei Autokorrelation einer der beiden Kandle, wihrend
das Fokusvolumen bei Kreuzkorrelation der Kanéle miteinander (a # b) als Vegx bezeichnet

wird. Durch Einfithrung der effektiven Teilchenzahl
Net = CVest (3.96)

ergibt sich die allgemeine Form der F(C)CS-Korrelationsfunktion zu

Ga,b (7-) =

6 ()= (). (3.97)

Der Nullwert der Positionskorrelationsfunktion = (0), und damit bei konstanter oder auf deutlich

59Genauer gesagt muss die naherungsweise ausgewertete Gl. 3.74 um einen additiven Term von _C% erganzt
werden. Da bei Betrachtung nur einer Spezies Ga,p (7) #ﬂ gilt, wird dieser Term erst relevant, wenn V' in
die Groflenordnung von Veg (siehe 3.94) absinkt.
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GRUNDLAGEN 3.4.2.2. Fluoreszenzkorrelation

kiirzeren Zeitskalen korrelierter Helligkeit (lir% O (1) ~ 1) auch die F(C)CS-Amplitude®
T—

1
Neff,

A = lim Gy (7) = (3.98)

kann bereits ohne Kenntnis der Diffusionseigenschaften der Teilchen angegeben werden, da fiir

verschwindende Korrelationszeiten keine Bewegung moglich ist und somit
lim P ({7, 7} [{77,0}) =6 (7' = 7) (3.99)
T—

gilt. Das doppelte reduziert sich dadurch auf ein einfaches Raumintegral in Gl. 3.87 und man

sieht die Herkunft des obigen Normierungsfaktors:

lim= (r) = 91,1;1,b [ [wa @YWy (7)8(7' = 7) ¥ T a3 (3.100)
1
iy jWa (YW, (7)) BT =1 (3.101)

Anhand der effektiven Teilchenzahl der Autokorrelation und der mittleren Fluoreszenzintensitét
kann als praktisch leicht messbare Ndherung an die molekulare Helligkeit (bei Vorliegen einer

einzelnen Spezies) der Wert

= —02 (3.102)

als die molekulare Zdhlrate (engl. counts per molecule, CPM) eingefithrt werden.

Liegen mehrere Spezies Fluorophore vor, die in Abwesenheit (oder auf der Zeitskala der Diffusi-
on sehr langsamer) chemischer Reaktionen ebenso voneinander unabhéngig agieren wie einzelne
Teilchen einer einzigen Spezies und fiir deren Beitrag zur Fluoreszenzintensitit F, ) ; infolge-
dessen

(0Fq; (t) - 0Fy; (t+ 7)) = 045 (0Fq; (t) - 0Fy; (t + 7)) (3.103)

gilt, so ergibt sich aus der Bilinearitit der Kovarianz die Additivitdt der Beitrage der einzelnen

Spezies zum Zéahler — und damit der Zeitabhédngigkeit — von GIl. 3.74 als

<F<a,b) (t)> = Z<F(a,b),i(t)> (3.104)
0F(ap) (t) = Y 0F(qp)(t) (3.105)

(OF, (1) - 0Fy (t+7)) = 3 (6Fui(t)-0Fp; (t47)) = 3 (5Fui (1) - 6Fy (¢ 4 7))(3.106)

2,7 7

und die Normierung auf die Erwartungswerte fithrt zu einem nichtlinear abhédngigen Vorfaktor

5°Der Grenziibergang wurde wiederum eingefithrt, um Detektorartefakte und Schrotrauschen nicht mit einzube-
ziehen.
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(Teilamplituden 21; mit dem Amplitudenanteil p;):

(0 (t) - 6Fy; (t+ 7))
Gap (1) = Z Fr @) S o ) = QLZ%OZ» (1) Z; (1) (3.107)

7 J
A - Ty 1 CiQq,i Qv
. ¢ - Veff ZC]'Q“J . zk:Cka,k
J

(3.108)

)

] Ciia ii i
o = =i YCaiChi (3.109)

A 3CQ,,;Qb,
J

Man erkennt, dass der Amplitudenanteil quadratisch von der Helligkeit, aber linear von der
Konzentration einer Spezies abhédngt, sodass beispielsweise bei gleichem Farbstoffanteil in der
Membran Vesikel mit dem doppelten Radius und damit der vierfachen Oberfliche bereits den
16-fachen Anteil an der Amplitude haben!5!

Fir die Auswertungen der Experimente in Teil II bildet Gl. 3.108 die Grundlage, muss zur
verlésslichen Bestimmung aber durch Anpassung von Gl. 3.107 an die gemessenen Korrelati-
onsfunktionen gewonnen werden, was eine genauere Beschéftigung mit © (1) und = (7) notig
macht.Davor soll noch versucht werden, ein anschauliches Beispiel fiir den Zusammenhang zwi-
schen Teilchenanzahl, Teilchenbewegung, Helligkeit und der Korrelationsfunktion zu geben (siche
Abb. 3.12).

3.4.3. Die Helligkeitskorrelationsfunktion © (7)

Die hauptsédchlichen Beitrdge zu einer zeitlich variierenden Helligkeit der Fluorophore liefern
ihre Rotation, die Interaktion mit weiteren Teilchen (z. B. FRET, Fluoreszenzloschung), chemi-
sche und photochemische Reaktionen (z.B. cis-trans-Isomerisierungen, Photobleichung) sowie
photophysikalische Prozesse im (z.B. ISC, antibunching). All diese Phdnomene kénnen eben-
falls genutzt werden, um Informationen iiber molekulare Parameter und Wechselwirkungen der
Teilchen miteinander zu gewinnen (Form und Grofle aus der Rotation, Abstdnde aus FRET,

Bindungsenergien aus Isomerisierungsgeschwindigkeiten, Oligomerisierung aus antibunching).

Wenn, wie oben angegeben, die Wahrscheinlichkeitsdichte komplett faktorisiert werden kann und
zudem die molekulare Helligkeit multiplikativ von Ausrichtung und Zustand abhéngen, so kann
auch © (1) in ein Produkt aus Rotations- und Zustandskorrelationsfunktionen zerlegt werden,
wobei fiir diese Arbeit insbesondere jene Prozesse relevant sind, die sich als Uberginge zwischen
Zustanden verschiedener Helligkeit eines einzelnen Fluorophors in Form von unimolekularen Re-
aktionen erster Ordnung schreiben lassen (ISC, Photobleichung, antibunching).Gehoren zu dem

beschriebenen Teilchen mehrere Fluorophore (Anzahl np), existieren Zusténde mit mehreren

! Interessanterweise gilt bei Hohlkugeln derselbe Zusammenhang auch fiir die Streustérke in der DLS, wo es bei
gleicher molarer Polarisierbarkeit die Anzahl der Molekiile pro Teilchen ist, die quadratisch in die Amplitu-
den eingeht. Fiir eine konstante diinne Hiille aus z.B. Lipidmolekiilen skaliert diese Anzahl quadratisch mit
dem Radius. Dasselbe Resultat erhdlt man aus den Gleichungen fiir Hohlkugeln aus kontinuierlicher Materie
(KERKER et al., 1962) durch Grenziibergang zu einer Dicke von null.
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Abbildung 3.12.
Veranschaulichung der Zusammenhénge zwischen der Korrelationsfunktion und den zugrundeliegenden
mikroskopischen Vorgéngen anhand einer Simulation von zweidimensional diffundierenden Punktteilchen
in einem Kasten (Seitenldnge 2 pm). Ein Simulationsschritt dauert 10pm und wird durch Verdnderung der
Teilchenpositionen um einer zweidimensionalen, unkorrelierten Normalverteilung folgenden Inkremente
realisiert (Diffusionskoeffizient D = 16 pm?s~1).
A: Darstellung der Trajektorie eines einzelnen diffundierenden Teilchens durch einen Fokus (gestrichelter
blauer Kreis). Dieser wird hier als 2DG-Modell (siche Abschnitt 3.4.4) angenommen, wobei der abgebildete
Radius wyy ~ 250 nm entspricht. Der Startpunkt wird durch den grauen Kreis dargestellt, der Endpunkt
durch einen orangenen Kreis. Die Farbe des Pfades korrespondiert mit der jeweiligen Zeit.
B: Die detektierte Intensitit des Teilchens auf seiner Trajektorie ist nur bei starker Annéherung an das
Fokuszentrum deutlich von null verschieden. Das Maximum liegt hier bei einem Wert der (virtuellen)
Zéhlrate von 1 MHz.
C: Die Autokorelationsfunktion desselben Teilchens wird aus der gesamten simulierten Messzeit von
10s berechnet. Der Effekt des Schrotrauschens wird durch verschiedene relative Helligkeiten dargestellt
(Qre1 = 1 entspricht Teil B), wobei diese jeweils mit der detektierten Intensitdt multipliziert und mit
diesem Wert als Erwartungswert eine POISSONverteilte Zufallszahl ermittelt wird.
D-G: Simulationen mit mehr gleichzeitig diffundierenden Teilchen (insgesamt N im Kasten) zeigen den
Effekt der Uberlagerung vieler einzelner Fluoreszenzsignale auf die Korrelationsfunktion: Die mittlere
Helligkeit steigt proportional zur simulierten Teilchenzahl (D), aber die relative Streuung sinkt dabei
stark (E). Dadurch sinkt ebenfalls die Amplitude von G (7), die nach Gl. 3.98 umgekehrt proportional zur
Teilchenzahl ist (F'). Die normierte Korrelationsfunktion wiederum zeigt das mit steigender Teilchenanzahl
sinkende Rauschen der Kurve (G). Hierbei tritt jedoch ein Sattigungseffekt bei Neg ~ 1 auf (KASK et al.,
1997).
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angeregten Fluorophoren zugleich, die die Korrelation erhéhen. Sind diese, abgesehen von ihrer
gemeinsamen Diffusion, unabhéngig voneinander, kann analog zu GIl. 3.103 die Summe ihrer

Beitrage betrachtet werden:

Qup ) = D Qup.i(t) (3.110)
i=1
(Qa(t) - Qo(t+7) = D> (Qai(t) Quy(t+7)) (3.111)
i,
B Z (Qai (1) - Qo (t+ 7))
T (3.112)
+ D {Qai (1) (@b (t+7))
i#]
= > QuiQpi0:i (1) + > Q.0 (3.113)
i=1 i#j
(Z Qaﬂ‘) (Z Qb,j) = Z Qq,i Qi+ Z Qu,i Qs ;- (3.114)
i=1 j=1 i=1 itj
Damit ergibt sich fiir die gesamte Korrelationsfunktion
éF Qa,zab,zel (T) + Ti Qa,in,]
o) = T (3.115)
2 QuiQpit 2 Qu iy
i=1 B jﬁ]
O(r)—1 = - — ?“”’Q,f’; ———[6i(r) - 1], (3.116)
i=1 21 Qu,iQp it ; Qa,iQs,j
i= 1#£]

was fiir identische Fluorophore zu

_ 1eQu@yO1 (1) + i (np — 1) Q,Qp _ 1 (1) — 1

Ong (7) nrQ,Qp + nr (nr — 1) Q,Q, e

+1 (3.117)

vereinfacht werden kann.

Photophysikalische Prozesse hingen meist von der Intensitdt der anregenden Strahlung und
damit indirekt auch von der Position in Relation zum Fokus, ab, wodurch nicht mehr alle der
oben getroffenen Annahmen erfiillt und Diffusion und Helligkeit nicht mehr entkoppelt sind.
Eine Vereinfachung ist moglich fiir den Fall langsamer Diffusion, bei dem sich {iberall ein lo-
kales photophysikalisches Gleichgewicht einstellt und @) zwar von 7 abhiangt, aber zumindest
<Q(a7b) (7i,ﬁi,Zi,t) W, (%)} = <Q(a’b) (mﬁi, Zi,t)> (W, (7)) gilt. Warde nun O (1, 7)
als Funktion von I (7) berechnet, kann fiir kurze Korrelationszeiten mit = (1) ~ 1 wieder
P{7",7}|{7,0}) = 6 (7' —7) gesetzt werden und Gl. 3.86 wird, ausgehend von Gl. 3.84
und unter Beachtung von GI. 3.116, um eine mit dem Produkt der MDFs gewichtete Mittelung
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iiber den Raum erginzt52:
O(r) = L Qa@@b(?)@(T,?)Wa(ﬁ)wb(ﬁ)d?’? (3.118)
010 Q.Qy
Qary = | Quany (7) Wiap) (7) 7. (3.119)

Nach dieser Vorbetrachtung soll schliefSlich der praktisch relevante Fall des Dreiniveausystems
(So, S1 und T;) berechnet werden (BERNARD et al., 1993). Aufgrund der angenommenen Re-
aktionen erster Ordnung, welche deren Besetzung untereinander verbinden, kann das entspre-
chende System linearer Differentialgleichungen mit konstanten Koeffizienten fiir den Vektor Ed

der Besetzung der einzelnen Niveaus als Matrixgleichung formuliert werden:

A7 (t)
dt

= Q7 (t). (3.120)

Damit ergibt sich fiir Q eine 3x3-Matrix mit insgesamt 4 Koeffizienten (kein ISC in héherge-
legene Niveaus), die mit den entsprechenden Geschwindigkeitskonstanten (ka: Anregung, kp:
Fluoreszenz, kigc: Interkombination, kpp: Phosphoreszenz) der deterministischen Differential-

gleichungen der Konzentrationen identifiziert werden koénnen%3.64:

—ka kr kph
Q=| kn —kp—ksc 0 |. (3.121)
0 kisc —kpn

Aus der Besetzungswahrscheinlichkeit der Niveaus erhélt man © (7) nach Gl. 3.86 zu

3

e(r) = QlQb Z Qa(Z = 25,0) Qyp (Z/ = Zi, 7’) TGGW,;Ti (T) (3.122)
a i

= QalQb AT (Faawo Ga). (3.123)

wobei Q4,5 die Helligkeit der einzelnen Zustinde und mgaw,;j = P (Z = #;,0) deren Besetzung
im Gleichgewicht darstellt.

Der Helligkeitsvektor enthélt nur den Eintrag Q4 ),s, ungleich null, da die Phosphoreszenz aus
T meist vernachléssigbar ist (geringe Quantenausbeute, spektrale Verschiebung, lange Lebens-

dauer). Die Losung des Matrixexponentials

T(t+7) =T (1) (3.124)

%2Da die MDF als Faktor bereits I (77) enthélt, muss hier entweder anstatt W (7”) nur die CEF (siche Abschnitt
3.2.2.2) verwendet werden oder alternativ © (7, 7) wieder auf die lokale Intensitét normiert werden.

53Dies gilt streng nur fiir unimolekulare Reaktionen, bei denen die Erwartungswerte der Teilchenzahlen derselben
Gleichung wie die Konzentrationen folgen (LECCA et al., 2013).

54Der Einfachheit halber wird hier die strahlungslose Deaktivierung (kp) mit in kr aufgenommen. Die reduzierte
Helligkeit wird durch Multiplikation von Q(4,),s, mit der Quantenausbeute @r beriicksichtigt.
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fihrt schliellich auf

3
O(r) =) cie™ (3.125)
i=1
mit den Konstanten
Ts, kpn (kr + kisc)
Teew = | s, | kakpn (3.126)
T, kakisc
0 0
_>
A= —% (ka + kp + kisc +kpn + h1) | = | —1/Tans (3.127)
— 2 (ka + kr + kisc + kpn — h1) —1/71vip
1
7 = _kA(h2+/€Ak1§}cl—hkPh(kPh—h3)) _ (3.128)
213
ka(h2+kakisc—kpn(kpnths))
2hahs

Hierbei stehen T (g, g, T,) fiir die in der Summe auf eins normierten Besetzungsgrade der einzelnen
Niveaus im Gleichgewicht, 7ani fiir die Korrelationszeit des antibunching, mrvip fiir jene des

Triplettiibergangs und h( 53 fiir die HilfsgroBen

hi = \/ki + 2k (kp — k1sc — kpn) + (kp + kisc — kpn)? (3.129)
hy = ka (kisc + kpn) + kpn (kF + Kisc) (3.130)
hy = \/(kA + kp + kisc + kpn)? — 4ho. (3.131)

Fiir den tblichen Fall kp > kisc, kpn lassen sich die Formeln stark vereinfachen (WIDENGREN
et al., 1995) und man erhéilt fiir die Zeitkonstanten und Vorfaktoren der beiden Exponential-

funktionen

1/Tanti = ka +kr (3.132)
iy = kpn+ : :TSISF (3.133)
CAnti = —7 —196T1 (3.134)
CTip = 1fT;Tl (3.135)
und unter Ausnutzung von GIl. 3.117 endlich
Onp (1) =1+ Ty e (3.136)

ng (1 — le)

Zuletzt kénnen noch, wie oben beschrieben, die unterschiedlichen Anregungsgeschwindigkeiten

im Fokus durch Integration tiber den Raum unter Verwendung von ky = oal (7) berticksichtigt
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Diffusionsart F1cK’sch nicht F1cK’sch

(A7 (1)) oct —
AT ()] ~ N (0, {]A7 ) AT ()] ~ N (0,{|AT O)F))

GAUSS’sch

(A7 (1)) oct —

nicht GAuUSsS’sch

Tabelle 3.1.: Unterscheidung von Diffusionsarten nach der Zeitabhéngigkeit ihrer MSD und der Vertei-
lung der Aufenthaltswahrscheinlichkeiten.

werden.

3.4.4. Die Positionskorrelationsfunktion = (1)

Die Grundlage der Berechnung der Positionskorrelationsfunktion ist die Kenntnis der Zeit-

abhéngigkeit von P ({7’ 7}|{7,0}), wobei die beiden Endpunkte nr%P({?',T} 1{7,0}) =
T—

§(7'—7) und lim P {7, 7} |{7,0}) = + bereits feststehen. Zusitzlich kann fiir homogene

und isotrope Diffusion, die nicht vom Laserfokus beeinflusst wird
P77 r {7, 0}) =P (|7 - 7|, 7) = P(AT],7) (3.137)

angenommen werden, sodass eine Funktion von nur zwei Parametern zu bestimmen verbleibt,
welche die Wahrscheinlichkeit angibt, ein Teilchen nach einer bestimmten Zeitspanne in einer

bestimmten Entfernung vom Ursprungsort anzutreffen.

Im Weiteren wird es hilfreich sein, die Diffusionsmodelle anhand zweier Kriterien zu unterteilen:
Fick’sche Diffusion mit einer linear in der Zeit steigenden mittleren quadratischen Abweichung
(MSD) und GAuss’sche Diffusion mit einer Normalverteilung als Aufenthaltswahrscheinlichkeit,
deren Varianz von der MSD bestimmt wird (siehe Tabelle 3.1). Der Quadrant oben links enthélt
den idealen Fall der freien Diffusion eines Teilchens im Raum, ohne jedwede stérende Wechsel-
wirkung mit anderer Materie. Der Quadrant oben rechts wird meist als anomale Diffusion mit
<|A7 (t) \2> o t7 bezeichnet. Der Quadrant unten links tritt etwa bei der Uberlagerung verschie-
dener Diffusionskoeffizienten in komplexen Strukturen auf (WANG et al., 2012). Der Quadrant
unten rechts enthélt schlieBlich den Grofiteil der Realitdt und soll hier nicht weiter beachtet

werden.

In Verbindung mit GI. 3.137 kann eines der Integrale in Gl. 3.87 als Faltung beschrieben werden,
sodass das verbliebene Integral {iber ein Produkt zweier Funktionen mit Hilfe des Satzes von
PLANCHEREL in ein ebensolches tiber die Fouriertransformierten dieser Funktionen umgewandelt

werden kann (PLANCHEREL, 1910):

=) = !21,1;1,1) [ [ wa @y wy (7)) P(AT],7) &P T a7 (3.138)
= 91 jWa(?)-(Wb*P(T))(7)d3? (3.139)
1,a;1,b
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_ j]—‘ ) (F) - FvxP(o) (F) a*F (3.140)

B Qlalb"r]: ( )f(Wb)(k> ]:(P(T))<k) d*k. (3.141)
Fiir radialsymmetrische Funktionen f(|7’]) kann die Fouriertransformation in beliebigen Di-

mensionen unter Verwendung der BESSEL-Funktionen erster Art und v-ter Ordnung J, (z) auf

ein einfaches Integral reduziert werden
FU7) (% i kr) dr 3.142
F(7) (F)=F Ry =[fr kn/m/uu) (3.142)
0

wodurch sich fiir den dreidimensionalen Fall der isotropen Diffusion (mit der Abkiirzung r =
_>
AT | und k = [ & )

o0 3/2
FeE) (%) = [P 7512 (kr) r (3.143)

0
¢ r3/2 2

= j P(r,T) i [ p sin (kr)} dr (3.144)
0

- \/z T P (r,7)sin (kr) %dr (3.145)

0

ergibt. Fiir die isotrope GAUSS’sche Diffusion mit unabhéingiger Bewegung in allen Raumrich-

tungen und damit allgemein

N e
P(|A7|,7 H (3.146)
i=1 \/27T<]A331( )7
|azp?
_ o 287 /m (3.147)
(2r (a7 (7)) /)"
lasst sich dies analytisch 16sen zu
o |A?(27>| YE r
F T ? = sin (kr) —dr .
() (F) fj o oy (3.145)
T<wf|>
_ . (3.149)

(2m)*?

Dieses Ergebnis ist mit angepassten Koeffizienten auch fiir andere Dimensionen giiltig und spe-
ziell fiir die F1cK’sche Diffusion mit <]A7 (7')]2> = 2nD7 (siehe Gl. 3.49) erhédlt man eine mit
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der Zeit zunehmend schmaler werdende Glockenkurve im Fourierraum:

2
_>) e—k Dt

F (P @) (¥ PR (3.150)

Steht nun eine Referenzmessung fiir = (7) an einem System zur Verfiigung, das der F1ck’schen
Diffusion folgt und dessen Diffusionskoeffizient bekannt ist, so ergibt sich jeweils eine eineindeu-
tige Beziehung zwischen T, <\A7> (7‘)|2> und = (7), woraus zunéchst = (1) = f (<|A7 (T)]2>)
und durch (numerische) Inversion schliellich <|A7 (7‘)|2> = f~1(Z (1)) gewonnen werden kann.
Damit ist eine Untersuchung anomaler Diffusion auch ohne explizite Kenntnis von W(, ;) moglich,
was z. B. fiir die Berechnung viskoelastischer Eigenschaften im Rahmen der passiven Mikrorheo-

logie genutzt werden kann (RATHGEBER et al., 2009).

Fir die praktische Verwendung der Korrelationsfunktionen fiir die nachfolgenden experimentel-
len Arbeiten sollte dennoch ein Modell fiir die MDF gefunden und = (7) analytisch berechnet
werden. Das einfachste und verbreitetste Modell hierfiir ist eine dreidimensionale GAuUssfunktion
(3DG) mit Zylindersymmetrie (Elongation des Fokus in axialer Richtung mit dem Strukturpa-

rameter S = w,/wxy, und den lateralen und axialen Fokusradii wyxy bzw. w,, Zentrum des Fokus
. —
bei 7 = 0):

_2(12+y2) 2,2 _2(z2+y2+z2/5’2)
Wapa (7) = e “ly e @ —e wity (3.151)
— 1
F (Wspg) ( k ) = gSwiye_%wiy(k’g"’k;*‘kgSQ) (3.152)
T 3/2 ) )
Vs = (3) (ha+ed) Shdatsied,  @15)
‘/eff,(a,b) = 71—3/2S(a,b)wiy,(a,b)' (3154)

Dank der Exponentialfunktionen ist die Integration in Gl. 3.141 analytisch moéglich und mit der

Definition )

w.
K 7b
D, (a,b) = XL(; ) (3.155)

der Diffusionszeit als charakteristischen Zeit fiir die Durchquerung des Fokus erhélt man schlief3-
lich

-1 -1/2
T T
=) =(1+ —1 1 3.156
(7) ( +(TD,a+TD,b)/2> ( " (SETD,aJrSZTD,b)/?) (3.156)

und fiir den spéter wichtigen Fall verschieden heller Spezies mit einer einzigen Diffusionszeit

ohne Beriticksichtigung photophysikalischer Effekte

1 1
I+ 3 =

N —
(a,b) D, (a,b)

Glap) (1) =2 (3.157)

1+

p=
7D, (a,b)

Fiir den Spezialfall eines zweidimensionalen Systems in der xy-Ebene (2DG-Modell) erhdlt man
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aus Gl. 3.150 fiir n = 2 und mit

_2(e?+?)
Wapg (7)) = e & (3.158)
wi + w?
Aot = w2t 0 (3.159)
Acki(a) = Ty (a): (3.160)

unter Verwendung der effektiven Fokusflichen A.g anstatt der effektiven Fokusvolumina, nun

noch
1

14+ T

™D, (a,b)

Glap) (T) =2 (3.161)

und man erkennt zudem die Ununterscheidbarkeit zwischen der Korrelationsfunktion eines ,;wah-
ren” zweidimensionalen System und der eines dreidimensionalen System mit S — oo und damit
unendlicher ,Tiefenschéirfe”. Die Korrelationsfunktion ist normalerweise nicht empfindlich ge-
geniiber Bewegungen der Fluorophore, die ihre Helligkeit um Groéfenordnungen langsamer ver-
andern als andere iiberlagerte Bewegungen, da die Wahrscheinlichkeit, zu deutlich spéaterer Zeit
in diesen ,schnelleren” Richtungen nochmals in den Fokus zu gelangen, verschwindend gering
ist.

Eine fiir den in dieser Arbeit verwendeten experimentellen Aufbau realistischeres Fokusmodell
ist das 2D-GAUSS-LORENTZmodell (2GL) mit%

o) (2+2)
Z Xy
2 2
2 Z 2 2 ?
Wey = <1+Wz2> ny,o—wxy,o+§ (3.163)
2
2 S22 — S2w?
s a¥xy,0,a b*xy,0,b

2
(52+57)™ " wxy,0,aWy 0,0
2 2
\/wxy,O,a+wxy,0,b

_ 8, 3
Vem@) = 3™ S(ah)¥xy.0,(ab)
welches jedoch den Nachteil hat, dass die resultierenden Integrale fiir = (7) nicht mehr geschlos-
sen losbar sind. Zum Vergleich mit den anderen Modellen sind die entsprechenden Korrelations-

kurven numerisch berechnet und in Abb. 3.13 dargestellt worden®S.

Eine Ausnahme stellt der Fall lateraler zweidimensionaler Diffusion in einer verschwindend di-
cken Schicht parallel zur xy-Ebene dar, bei dem P (77,0) = § (2) P (7 yy,0) und P (|A7|,7) =
5 (Az) P (|A7 |, 7) gelten und = (7) somit auf den 2DG-Fall mit z-abhingigem Fokusradius

SHier ist wf{y ein Hilfsparameter, der den sich mit der axialen Position verdndernden effektiven Fokusradius
darstellt und bei z = 0 in den ,,wahren”, minimalen Fokusradius wzy’O iibergeht.

56Die Berechnung folgt Gleichung 13 in MARROCCO, 2008. Da die dortigen Formeln fiir Zweiphotonenmikroskopie
entwickelt wurden, muss aufgrund des abweichenden Faktors 4 im Exponenten der MDF (Gleichung 4 ebenda)

eine Ersetzung des Strukturparameters gemiB S — S/v/2 durchgefithrt werden.
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O = D N
T

G(r)/U

L |[—3DG,5
107 —spg, s
—3DG, S

> o

o
Q
=
o

---2GL, S
---2GL, S
—2DG

> b

107! 10° 10! 10

10° 10
T/ T/™

Abbildung 3.13.: Darstellung der Abhéngigkeit der normierten Korrelationskurven G (1) /2 fiir die iso-
trope GAUSS’sche Diffusion einer Spezies in zwei bzw. drei Dimensionen von der rela-
tiven Korrelationszeit 7/ fiir verschiedene Fokusmodelle und Strukturparameter S
(in 3D). Die Auftragung erfolgt in halblogarithmischer (links) bzw. doppeltlogarith-
mischer Form (rechts), um die Unterschiede der einzelnen Kurven besser herauszu-
stellen. Man erkennt rechts gut den langsameren Abfall der Kurve bei Verringerung
der Dimensionalitéit der Diffusion und links die rasche Konvergenz der 3D-Modelle fiir
steigenden Strukturparameter.

wyy zuriickfiihrbar ist. Dieses Ergebnis und insbesondere die damit einhergehende Abhéngigkeit
von A.g werden in Kapitel 6 Gegenstand tiefergehender Untersuchungen sein. Als mogliche Ab-

wandlung wird dort auch ein 2GL-Modell mit unterschiedlichen Strukturparametern besprochen:
2(12+y2)
(/.)2 -

Im 2GL-Modell stellt :Ty’oe “%  mit § = Wy, /wyy,0 den Laserfokus als ideale TEMgg-Mode

Xy

2
eines GAUSSstrahls dar und der zweite Faktor “;g 2 mit Spy = Wy, PH/Wxy,0 Nahert die Wirkung
xy
der Lochblende an, die Strahlung auflerhalb der Fokusebene in axialer Richtung abschwécht.
Beide Faktoren miissen nicht notwendigerweise denselben Strukturparameter besitzen, eine Un-

terscheidung ist durch Messung der Abhéngigkeit der Diffusionszeit oder effektiven Teilchenzahl,

—1
beide < 1+ Z—Z, und der mittleren Helligkeit, (F' (¢)) o< £21 (1 + wQZQ ) , in einer zweidimen-
z z,PH
sionalen Schicht von der axialen Position moglich.

3.4.5. Rasterbildkorrelationsspektroskopie

Bei der Definition der Kreuzkorrelation wurde weiter oben bereits die Moglichkeit der Verwen-
dung versetzter Foki fiir beide Kanile erwéhnt. In den Bildkorrelationsspektroskopie-Methoden
(engl. image correlation spectroscopy, ICS) wird dieses Konzept auf die Korrelation der einzelnen

Bildpunkte (engl. pizel) eines Mikroskopiebildes untereinander ausgeweitet

(0F, (z,y,t) - 0Fy (x +b&,y +bn,t + 7))

Can & T) = Sy D) (B (o + BE,y T om0 1 7))

(3.165)
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hier unter der Annahme quadratischer Bildpunkte der Breite b, welche als eine Vielzahl gleich-
zeitig oder auch zeitversetzt aufgenommener Intensitdtswerte an verschiedenen Positionen auf-
gefasst werden konnen. Dadurch ist die Korrelationsfunktion sowohl von der Korrelationszeit 7
als auch von der Differenz der Positionen der Bildpunkte in zwei lateralen Dimensionen (&,n)
abhingig6”.

Die erste Erwahnung findet sich 1993 bei PETERSEN et al., 1993, wo als Weiterentwicklung der
Rasterfluoreszenzfluktuationsspektroskopie (engl. scanning fluctuation correlation spectroscopy,
sFCS) die Korrelation eines Laserrastermikroskop-Bildes zur Bestimmung der Flachendichte
fluoreszenter Strukturen in Zellen beschrieben wird. Da die Zellen fixiert und damit die abge-
bildeten Objekte unbeweglich waren, kénnen alle Bildpunkte als zeitgleich belichtet angesehen
werden, was die Grundlage fiir die eigentliche ICS ist, bei der die relevanten Probenparameter
nur Anzahl und Groéfle der ,hellen Flecken” in den Bildern sind und keine zeitliche Abhéngigkeit

existiert.

In den folgenden Jahrzehnten wurden viele weitere verwandte Techniken entwickelt, die alle die
rdumliche und zeitliche Abhéngigkeit der Helligkeit einzelner Bildpunkte untereinander ausnut-
zen und auch als Kreuzkorrelation von Bildern verschiedener Kanéle ausgefiihrt werden kénnen
(KoLIN et al., 2007).

Fiir diese Arbeit ist hiervon die Rasterbildkorrelationsspektroskopie (engl. raster image correla-
tion spectroscopy, RICS, siche DIGMAN et al., 2005) von Interesse, bei der der Rasterprozess
des Laserstrahls in der Probe auf einer der Diffusion vergleichbaren Zeitskala erfolgt (siehe Abb.
3.14). Dadurch verdndert sich der Beitrag eines bestimmten Fluorophors zur detektierten Hel-
ligkeit nicht allein durch seine Bewegung durch den Fokus, sondern auch umgekehrt durch die
Bewegung des Fokus iiber das Teilchen hinweg. Dies stellt nun eine direkte Verletzung der oben
aufgestellten Annahme einer zeitunabhingigen MDF dar, welche aufgrund der vorausgesetzten
Unabhéngigkeit von Diffusion und Position (und damit hier auch von der MDF') aber lediglich
zur Folge hat, dass sich die MDFs fiir verschiedene zu korrelierende Bildpunkte voneinander
unterscheiden. Da die Probe stationdr und homogen sein soll, hiangen die einzusetzenden MDFs
weiterhin nur von der Differenz der Position der Bildpunkte ab und die nétige Modifikation der
Gleichungen braucht erst in Gl. 3.141 zu erfolgen. Bleibt die Form des Fokus gleich, l&sst sich der
Rasterprozess als Verschiebung des Nullpunktes der MDF nach W (7) — W (7 - 70) beschrei-
ben, woraus sich im Fourierraum eine Multiplikation mit einem komplexen Vorfaktor ergibt, der
die Verschiebung zwischen beiden korrelierten Zeitpunkten AT = 70717 (t+7)— 70@ (t) ent-
hélt:

Fw) (%) T F F () (%) (3.166)

—
FWa) (R)-Fw) (B) o 7 Fr ) (R)-Fom) (F)". (3.67)

Die Besonderheit bei der RICS ist nun die feste Beziehung zwischen der Korrelationszeit 7 und

57In der Literatur wird meist kein Unterschied gemacht zwischen der realen rdumlichen Position (in Metern) und
der Position im Bild (in Bildpunkten). In dieser Arbeit sollen £ und 7 jeweils fiir eine Anzahl an Bildpunkten
stehen.
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3.4.5. Rasterbildkorrelationsspektroskopie

Abbildung 3.14.:

schnelle Rasterrichtung

_____ —T Y

O . —

T, fm=et—=o

Teilchen in gleicher Zeile im Fokus,
kleine Zeitdifferenz, hohe Korrelation |

v VA
| >AL§>§%%
Teilchen in nichster Zeile im Fokus,
groflere Zeitdifferenz, geringere Korrelation

Schematische Darstellung des Rasterprozesses als Grundlage der RICS. Der Fokus

langsame Rasterrichtung

wandert im Zickzack iiber den abgebildeten Ausschnitt der Probe, wobei hier nur auf
dem Weg nach rechts der Laser angeschaltet ist (durchgezogene rote Linie) und bei
der Riickkehr nach links nicht detektiert wird (gestrichelte rote Linie). Es ergibt sich
eine schnelle (horizontal) und eine langsame (vertikal) Rasterrichtung. Die schwar-
zen Linien unterteilen das Sichtfeld in quadratische Bildpunkte, deren Zentren (graue
Kreise) vom Fokus im Abstand der der Verweilzeiten 7p bzw. 77 iiberstrichen wird.
Ein diffundierendes Teilchen (blauer Kreis) kann zur Korrelation beitragen, indem es
nach kurzer Zeit vom Fokus in derselben Zeile ein zweites Mal detektiert wird oder
nach ldngerer Zeit in nachfolgenden Zeilen. Letzteres ist deutlich seltener — die Auf-
enthaltswahrscheinlichkeit hat sich bereits iiber ein gréfleres Volumen ,,verschmiert” —
und die Korrelation zwischen den Zeilen deshalb kleiner.

der Verschiebung AT, der Verweilzeit von 7p in jedem Bildpunkt in der schnellen Rasterrich-
tung (hier o.B.d. A. die x-Achse mit der Verschiebung &) und der Zeitdifferenz der Aufnahme

entsprechender Bildpunkte in aufeinanderfolgender Zeilen®® von 77:

T = 1€+ TN (3.168)
3

A7y = b| g |. (3.169)
0

Fiir den einfachen Fall eines 3DG-Fokus erhélt man allgemein fiir den Effekt der Verschiebung

8 Aufgrund der iiblicherweise verwendeten mechanischen Rasterung (in dieser Arbeit durch Abtastspiegel) ergibt
sich stets eine gewisse Zeitdifferenz zwischen der Aufnahme des letzten Bildpunktes einer Zeile und dem ersten
der néchsten Zeile, sodass 7z nicht einfach aus 7p und der Anzahl der Bildpunkte pro Zeile berechnet werden

kann.
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der MDF zwischen beiden Zeitpunkten bei homogener Diffusion in n Dimensionen

|AIO,i(T)|2

+w.27b

(1) Z(7) [J e 2amelhr—e—e (3.170)
=1

[1]

und damit speziell fiir den in Abschnitt 6.4.1 relevanten Fall Autokorrelation bei FICK’scher
Diffusion in zwei Dimensionen mit Gl. 3.168 und Gl. 3.169 (DiGMAN et al., 2009):

L PR ()
™D

2 = (1 + (3.171)

Die Betragsstriche ergeben sich hier aus der Notwendigkeit einer positiven Korrelationszeit
bei der Berechnung des diffusiven MSD in Zusammenhang mit der {iblichen Darstellung von
Gap (&, m) fur positive wie negative Verschiebungen. Man erkennt anhand von Gl. 3.171 unmit-
telbar die Notwendigkeit kleiner Bildpunkte und schneller Rasterung (rp < m und b < wyy),
da ansonsten bereits fiir die kleinstmdogliche Verschiebung € = 1 die Korrelation gegen null geht.
Zudem offenbart die Formel die spéater genutzte Moglichkeit der unabhéngigen Bestimmung von
Diffusionskoeffizient, Konzentration und Fokusgrofie: Im Gegensatz zu Gl. 3.161 sind diese nicht
mehr nur in den zwei Parametern Diffusionszeit und effektiver Teilchenzahl vereinigt, sondern

kénnen — bei genauer Kenntnis der Bildpunktgrofie! — getrennt ermittelt werden.

Die praktische Korrelation der Bilddaten (siehe 6.4.1) erfolgte nach Gl. 3.65 direkt tiber den
in MATLAB integrierten FFTW-Algorithmus (FrRIGO et al., 1998) der schnellen Fouriertrans-
formation (engl. fast Fourier transform, FFT). Es kommt wie bei den F(C)CS-Messungen eine
symmetrisierte Normierung zur Anwendung (sieche Abschnitt 3.4.6.2). Der genaue Programm-

code fiir Korrelator und Anpassung der theoretischen Kurven ist im Anhang C zu finden.

3.4.6. Korrelator

Der Korrelator, mithin das Herzstiick der Auswertungsroutine fir F(C)CS-Rohdaten, bezeich-
net dasjenige Unterprogramm (Softwarekorrelator) oder elektronische Bauteil (Hardwarekorre-
lator), welches aus den zeit- und ortsabhangigen Fluoreszenzdaten die Funktion Gy (7) bzw.
Gap (§,1,7) generiert. Diese Daten kénnen sich als kontinuierliche Intensitétswerte oder aber als
Ankunftszeiten einzelner Photonen darstellen, in jedem Falle handelt es sich um diskrete Zahlen,
wodurch die bisher genutzten Integrationen und stetigen Transformationen keine Anwendung

mehr finden und problemspezifische Algorithmen vonnéten sind.

Eine besondere Schwierigkeit stellen bei den Korrelationstechniken die sich iiber etliche Gro-
Benordnungen erstreckenden charakteristischen Zeiten der einzelnen Phdnomene. M&chte man
etwa in einer Messung den Effekt des antibunchings wie auch die Diffusion grofierer Teilchen
untersuchen, miissen die Korrelationsfunktionen vom Pikosekunden- bis in den Millisekundenbe-
reich berechnet werden. Wiirde dies auf einer linearen Zeitskala geschehen, also mit konstantem

Abstand auf der Abszisse, umfasste jede zu analysierende Messkurve dutzende Millionen von
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Datenpunkten! Dies ist nicht nur rechentechnisch aufwendig, sondern vor allem unnétig: Die
durch Diffusion hervorgerufene Korrelation verdndert sich beispielsweise selbst im Verlaufe von
vielen Nanosekunden nur in vollig vernachldssigbarem Mafle, wihrend die Korrelation durch
Triplettblinken meist schon nach einigen Mikrosekunden auf null ausgelaufen ist. Auch unter
einem statistischen Gesichtspunkt schadete die hohe Anzahl von Datenpunkten im Bereich lan-
ger Korrelationszeiten, da sie ohne gegenldufige Gewichtung die Anpassung der theoretischen

Modelle dominieren wiirde.

Im Ergebnis hat sich ein als multiple tau-Korrelation bezeichneter Ansatz etabliert, bei dem
die Absténde auf der Zeitachse exponentiell mit dieser steigen®?, sodass, wie auf einer Tonleiter
jede Oktave dieselbe Anzahl Téne enthélt, hier jede Dekade gleich viele Datenpunkte umfasst.
Auf diese Weise besteht eine experimentelle Korrelationskurve nurmehr aus wenigen Hundert
Punkten und die sich auf verschiedenen Groflenordnungen abspielenden Phénomene erhalten
vergleichbares Gewicht bei der Regression. Unbeantwortet bleibt damit noch die Frage, welcher
genaue Rhythmus der Abstinde addquat ist und wie, gerade im Falle diskreter Detektionsereig-

nisse, mit den nicht mehr in dieses Schema passenden Korrelationszeiten verfahren wird.

Der in der vorliegenden Arbeit eingesetzte Algorithmus orientiert sich diesbeziiglich an den
Arbeiten von KLAUS SCHATZEL aus den 1980er Jahren (SCHATZEL, 1985), der zuerst’’ den
heute zum Standard gewordenen multiple tau-Schema beschrieb. Ein Softwarekorrelator, der
nach diesem Ansatz arbeitet, findet sich schlieBlich bei MAGATTI et al., 2001 im Jahre 20017,
wohingegen der in dieser Arbeit implementierte Algorithmus der Arbeit von WAHL et al., 2003
folgt. Der relevante Unterschied zwischen beiden liegt nicht im Ergebnis, sondern vielmehr in
der Optimierung auf verschiedene Datenstrukturen: zeitlich dquidistante Intensitatswerte einer-
seits und Ankunftszeiten der Photonen andererseits. Das fiir die experimentellen Arbeiten hier
verwendete Laserrastermikroskop speichert die bei F(C)CS-Messungen erzeugten Rohdaten nun
in der zweiten Form ab; genauer gesagt als Zeitdifferenzen, welche noch aufsummiert werden
miissen. Wollte man ohne Verlust der Zeitauflosung (hier 50 ns) dquidistanten Intensititen ge-
nerieren, wiirde sich, bei einer mittleren Zdhlrate von deutlich unter 1 MHz, der Speicherbedarf
auf das mehr als Zwanzigfache erhchen, da auf jedes Zeitsegment, in dem ein Photon registriert
wurde, mehr als zwanzig ereignislose kimen. Im Endeffekt miisste man eine binére Zahlenkolon-
ne korrelieren, die zu tiber 95 % aus Nullen besteht. Der effizientere Ansatz ist darum die direkte

Rechnung mit den Ankunftszeiten, welche bei WAHL et al., 2003 verfolgt wird. Im Weiteren

59Dies wird meist auch als logarithmische Skalierung bezeichnet, da die Abstinde auf einer logarithmischen
Zeitachse dquidistant verteilt sind. In &dlteren Arbeiten findet sich auch der Begriff ezponentielle Abtastung
(engl. exponential sampling), allerdings meist bezogen auf die gleichfalls auf logarithmischer Skala berechneten
Abklingkonstanten bei der dynamischen Lichtstreuung (OSTROWSKY et al., 1981).

"0Bereits vorher existierte ein sogenannter log-lin-Korrelator (SCHATZEL, 1985), der ebenfalls eine logarithmische
Skalierung erlaubte, jedoch aufgrund der fehlenden Vergroberung ein unverhaltnisméaBig groBes Rauschen bei
langeren Korrelationszeiten erzeugte.

"' Bereits ein Jahr frither wurde eine Messkarte zur Datenerfassung bei FCS-Experimenten entwickelt (EID et al.,
2000), bei der die Korrelation nicht in der Hardware stattfindet. Da der eigentliche Korrelator in diesem Artikel
nur anonym als ,Software” beschrieben wird, ist dies hierfiir nicht von Belang.

Zudem ist ein vergleichbarer Algorithmus schon 1997 im Rahmen der Berechnung von Geschwindigkeitsko-
relationen in einem Buch von DAAN FRENKEL und BEREND SMIT iiber Molekiilsimulationen publiziert worden
(FRENKEL et al., 1996).
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soll zuerst das allgemeine Prinzip des multiple tau-Korrelators beschrieben werden, bevor die
moglichen Normierungen der praktischen Korrelationskurven dargelegt werden und zuletzt der

konkrete Algorithmus in Pseudocode gegeben wird.

3.4.6.1. Der multiple tau-Korrelator

Der rechnerisch anspruchsvolle Teil bei der praktischen Bestimmung der Korrelationsfunktion
nach GI. 3.74 ist der Zahler, fir den die um 7 zueinander verschobenen Zeitreihen der Intensitét
miteinander multipliziert und aufsummiert werden miissen. Dabei ist die Korrelationszeit stets
ein ganzzahliges Vielfaches der Zeitauflosung oder Integrationszeit (genauer der Zeitspanne, iiber
die gemittelt wird), die sich in der Zeitdifferenz tp;, aufeinanderfolgender Intensitétswerte, die

als Zeitintegrale der theoretischen Werte nach

ti+tBin/2
Foi= [ P at (3.172)

tB'n
Mt —tin/2

dargestellt werden konnen, bzw. der kleinsten Ankunftszeitdifferenz niederschlidgt (engl. bin
width). Im Falle einer dquidistanten Zeitreihe mit ny; Messpunkten innerhalb der Messzeit Ty

ist die Verschiebung trivial als Indexaddition

1 nM—T/tBin A A
(Fo() B(t+7) o m—— 3 Fai Fhirrjim, (3.173)
M=T 3

zu realisieren, wohingegen bei Vorliegen von Ankunftszeitdaten das Eintreffen von Photonen
passender Zeitdifferenz durch eine lineare Suche iiber alle Paare der np Detektionsereignisse

festgestellt werden muss’?:

np,aMP,b

DD Oltai —thy — 7. (3.174)

i=1j=1

(Fa®): Filt+ 7)) o>
Die Berechnung der Korrelationskurve auf einer streng logarithmischen Skala ist bei diskre-
ten Daten prinzipiell nicht moéglich, kann aber auf verschiedene Weisen angendhert werden.
Die erstmals in SCHATZEL, 1985 eingefiihrte Methode besteht, vornehmlich wegen der einfa-
chen Implementation mit damaliger Rechentechnik, aus einer Konkatenation stiickweise linearer
Zeitskalen, deren Abstidnde alle acht Punkte verdoppelt werden. Die wichtigste Verbesserung
gegeniiber fritheren Korrelatoren war die zunehmende Glattung der Kurve bei gréfleren Zeiten,
die durch die Aufsummierung jeweils zweier benachbarter Werte erreicht wurde. Bei dem k-ten
Vergroberungsschritt werden beispielsweise alle detektierten Photonen von je 2F konsekutiven

Messpunkten der Zeit des ersten Punktes zugewiesen, wodurch sich auch die Anzahl an Daten-

1 =0
"Hierbei wurde das modifizierte KRONECKER-Delta mit § [z] = {0 v 40 verwendet.
x
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T T T T T ]
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Abbildung 3.15.: Darstellung der Abhingigkeit der Streuung der mit dem verwendeten multiple tau-
Korrelator erzeugten Korrelationskurven von der Korrelationszeit 7 und der Messzeit
Tyr- Aufgetragen sind auf der rechten Achse die auf die Amplitude normierte Standard-
abweichung, bestimmt aus der Zerlegung und separaten Korrelation einer insgesamt
300s langen Messung einer wéssrigen Losung von Alexa Fluor 488 Hydrazid (Konzen-
tration 25 nmol/L, 7p & 25 ps) in einzelne Segmente der angegebenen Lénge, und auf
der linken Achse die gleichfalls normierte Korrelationskurve (berechnet aus der gesam-
ten Messdauer) selbst. Letztere ist sowohl mit dem multiple tau-Korrelator (schwarz)
als auch mit einem linearen Korrelator (grau) berechnet worden. Man erkennt hieran
deutlich den starken Glattungseffekt durch die sukzessiven Vergroberungsschritte, de-
ren abrupte Verringerung der Standardabweichung alle acht Punkte auch gut an der
Kurve mit der kiirzesten Messzeit (blaue Punkte) ablesbar sind. Der Effekt verliert
sich bei grofieren Messzeiten in der Streuung der Werte aufgrund sinkender Anzahl zu
mittelnder Segmente.

punkten um diesen Faktor reduziert (unvollstindige Segmente am Ende werden verworfen):

R = (FQ(l VA EGTY) (3.175)
_ 70
_ 2kz O (3.176)
R L t]ggn (3.177)
ny = |nid/2t]. (3.178)

Insgesamt steigt somit auch die effektive Integrationszeit des Detektors ndherungsweise exponen-
tiell mit der Korrelationszeit (tp; (k) 2kt](301)n), wodurch die absolute Streuung entlang der Kurve
sinkt und, wiederum fiir den Fall exponentiell abklingender Korrelationen bei der DLS, das
Signal-Rausch-Verhéltnis konstant gehalten werden kann. Diese zwischen den einzelnen Vergro-
berungsschritten sprunghaft variierende Streuung ist bei Mittelung iiber viele kurze Messungen

gut sichtbar (Abb. 3.15).
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3.4.6.1. Der multiple tau-Korrelator GRUNDLAGEN

Ein Grund fiir die Verwendung von jeweils acht Punkten im linearen Abstand ist die Minimie-
rung des unerwinschten Mittelungseffektes iiber die wahre Korrelationskurve, welcher durch die

Zusammenfassung von Zeitabschnitten zu einem einzelnen Intensitéitswert entsteht”:

¢/t
nglz (1) o zz; ACE’? Fb(]:l‘r/t(ki (3.179)
W) [
- ; 2% jzl: Féoz)k (=145 Flf?k st (3.180)
1 nip —7/th [ 2F L 0
R i=1 g (=145 l_zj:ﬂ Fb72’“ (1) +j++7/ts) (3.181)
R el "
T 92k paet 1_22;+1J_Zz+1 anl 1)+ Fbvgk(i—l)—l-j—l-l-i-fr/tl(goil 5,15
+2’€z:1 2kZlF F()
=1 j=1 b,2F (i— 1)+]+l+7/th
N Ll
= X (U)X EYRL 315
i 2k Z2k (1= 11 /2F) GO (7 + it ) = (AZM*G( ) (7). (3.184)
e

(k)

Die experimentellen Korrelationsfunktionen in der k-ten Vergroberungsstufe G op (7) ergeben

sich somit als gewichtete Summe der nicht vergroberten Korrelationsfunktionen G((IOI)) (1), was

2k+1 geschrieben

auch als diskrete Faltung mit einer Dreiecksfunktion Agk+1 der Gesamtbreite
werden kann. Mit Gl. 3.172 erhilt man schlieBlich G( )<T) als (kontinuierliche) Faltung der

theoretischen Korrelationsfunktion:

A 1

Ga(,)l))( ) = 0 <A2t]<30) *Ga,b> (1) (3.185)
Bin

A 1

¢ = o () *Gan) (7). (3.186)
Bin

Um nun sicherzustellen, dass der multiple tau-Algorithmus durch diesen Mittelungseffekt die

experimentelle Korrelationskurve nicht zu stark verzerrt, darf das Verhaltnis t](3ki3n /7T nicht zu

gro3 werden. Fiir DLS-Experimente wurde in SCHATZEL, 1990 und MAGATTI et al., 2001 diese
(

Verzerrung berechnet und ein Grenzwert von tBIL < 7r fiir eine maximale absolute74 Abwei-

"*Hier werden adquidistante Intensititswerte angenommen. Da eine Zeitreihe von Ankunftszeiten durch Hinzufiigen
der Nullwerte jederzeit in eine solche iiberfithrt werden kann, ist das Ergebnis auf fiir solcherart Daten giiltig.

sinh (k) r
™Der relative Fehler ist unabhingig von der Korrelationszeit und stattdessen nach < “hin —1 eine Funktion

200
er

des Produktes von Integrationszeit und Abklingkonstante I', wodurch er sich entlang der Kurve alle acht
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chung von 0,1% gefunden™. Fiir F(C)CS-Kurven ist der Verlauf der Abweichungen hingegen
weniger glinstig, da diese weniger stark als exponentiell abnehmen. Im einfachsten Fall einer
einzelnen Spezies, die durch einen 2DG-Fokus diffundiert (Gl. 3.161), ist der relative Fehler fiir

176 und liegt fiir einen Vergréberungsschritt ale 8 Punkte bei ~ 0,25 %. Bei all

T — 00 maxima
dem muss noch beachtet werden, dass tl(Ski)n /T = 1/8 jeweils nur fiir den ersten Punkt nach der
Vergroberung giiltig ist und der letzte Punkt dieses Intervalls bereits t](gkizl /T = 1/15 erreicht,
da die Korrelationszeit hier um 7t1(3ki)n weitergertiickt ist und der relative Fehler auf ~ 0,075 %

absinkt.

3.4.6.2. Normierungen

Nachdem im vorherigen Abschnitt der Zahler von Gl. 3.74 im Rahmen des multiple tau-Ansatzes
behandelt wurde, soll hier kurz auf die verschiedenen Moglichkeiten der Ermittlung des Nenners,
also der Normierung auf das Produkt der mittleren Intensitéten in beiden Kanélen eingegangen
werden. Ersetzt man den exakten Ensembleerwartungswert der Intensitdt durch einen Schétz-
wert der entsprechenden Zeitreihe, fithrt dies selbst bei einem erwartungstreuen Schéitzer wie
dem arithmetischen Mittel zu einer Verzerrung der normierten Korrelationsfunktion, da dieser
nichtlinear in das Ergebnis einflieft und somit nicht nur die Varianz der experimentellen Korre-
lationsfunktion erhoht, sondern, wiren Zihler und Nenner unabhéngig voneinander, auch ihren
Erwartungswert erhéhen wiirde””. Da eine grofiere mittlere Intensitéit aber auch mit einer Ver-
grofferung des Zéahlers einhergeht, kompensieren sich beide Effekte partiell und Verzerrung wie

Varianz werden verringert.

Eine weitere Verringerung kann dadurch erzielt werden, dass die Mittelung der Intensitéten

nicht iiber die gesamte Zeitreihe erfolgt

() _p (8

n — .
! MU ) pk)
A (k) ni\lz)fﬂ'/t](gk.) i=1 ai b,iJrT/t](gk.)
Ga,b (T) = " ™ —1, (3.187)
T LY
as ) s p
% J % b,j
A = ny =1

sondern in beiden Kanélen jeweils nur {iber den fiir einen bestimmten Wert der Korrelationszeit

Punkte vervierfacht und bei 7 = 1/1I" etwa 0,5 % betrigt. Die starke Zunahme des relativen Fehlers bei grofien
Korrelationszeiten ist durch die exponentielle Abnahme des Funktionswertes selbst allerdings vernachléssigbar.

"Der Wert von 87 in SCHATZEL, 1990 ist durch die Verwendung einer Niherungsrechnung bedingt.

"Die genaue Funktion lautet oIn (Z—ﬂ) +a’ln (1 — 072) — 1, wobei a = T/t](gkiz].

""Da 1/x und 1/x* beides konvexe Funktionen sind, erhélt man durch Anwendung der JENSEN ’schen Ungleichung
(JENSEN, 1906) E (f (X)) > f(E (X)) im Mittel eine positive Verzerrung der Korrelationsfunktion durch die
Unsicherheit in der gemittelten Fluoreszenzintensitét.
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in die Korrelationsfunktion eingehenden Abschnitte:

nl(\l/f)ff/tgk.)
k k meoa(k ~(k
(o) o) S e g
~(k) i=1 byt [t
¢ () = = ~1. (3.188)
nM _T/tBin A~ (k’) nM N (k’)
Faj |- By
i=1 G=T /M +1

Nach GI. 3.173 entspricht dies fiir Kanal a den ersten und fiir Kanal b den letzten nl(\]/i) -7/ t}(3ki)n
Segmenten. Dieses Normierungsschema wird in der Literatur als symmetrisierte Normierung
(engl. symmetrized normalization) bezeichnet (SCHATZEL et al., 1988) und wurde auch in dem
hier beschriebenen Korrelator beriicksichtigt. Bei konstantem Erwartungswert der Intensitaten
ist der Effekt dieser Normierung gering, sorgt aber bei — z. B. durch Photobleichung — konti-
nuierlich sinkenden Werten zu einer Stabilisierung der Korrelationskurven im Bereich grofier

Zeiten.

3.4.6.3. Verwendeter Algorithmus

Der Vektor tau enthélt die alle acht Eintrédge vergroberten Korelationszeiten in Vielfachen von
t](goi)n und beginnt mit dem Muster (0,1,...,16,18,...32,36,...). Der Vektor zeit_a enthilt zu
Beginn die Ankunftszeiten aller Photonen in Kanal a, wiederum in Vielfachen von tg)i)n, zeit b
jene in Kanal b. Die Vektoren gew a und gew b besitzen zu Beginn dieselbe Linge wie die
entsprechenden Zeitvektoren und enthalten nur Einsen. Spéter stellen sie die Anzahl an Photonen
dar, die zu den dann vergroberten Ankunftszeiten gehoren. Die Variablen T mess und t_bin
entsprechen Tyy/ t](3oi)n bzw. t](soi)n-

Der tatséchliche Programmcode in der Sprache MATLAB zur Korrelation von Rohdaten des ver-
wendeten Mikroskops inklusive sprachspezifischer Optimierungen und Aufteilung in Unterfunk-
tionen, Moglichkeit zur Segmentierung der Zahlratenkurve und weiterer Programmverwaltung
ist im Anhang C zu finden. Dort wird ebenfalls das zur Anpassung der theoretischen Kurven

verwendete Programm aufgefiihrt.

1 | grob=0;

2 |i:=2;

3 |tau[1l]:=0;

4 |%tau erhéhen bis Wert inklusive Vergréberung linger als Messung:
5 | solange tau[i—1]4+2"grob < T_mess

6 tau[i]:=tau[i—1]4+2"grob;

7 ii=i+1;

8 %Vergréberungsschritt alle acht tau—Werte:
9 wenn 8 teilt i—2 und i > 8 dann

10 grob:=grob+1;

11 ende

12 | ende

13 |%letzter tau—Wert iiberragt Messung:
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14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63

70

entferne tauli];

von 1 bis lange(tau)

summe_a:=0;
fir j von 1 bis lange(zeit_a)
wenn zeit_a[j] <= T_mess — tau[i]
summe_a:=summe_at+gew_al[j |;
ende
ende
%Teilung durch Anzahl in die Summe eingeflossener Segmente:

summe_a:=summe_a/(T_mess — tau[i])*2"grob;

summe_b:=0;
fir j von 1 bis lange(zeit_b)
wenn zeit_b[j] >= tau[i]
summe_b:=summe_b+gew_b[j];
ende
ende

summe_b:=summe_b/(T_mess — tau[i])*2"grob;

G[i]:=0;
fir j von 1 bis lange(zeit_a)
fir k von 1 bis lange(zeit_b)
wenn zeit_b[k] = zeit_a[j] + tau[i] dann
G[i]:=G[i]+gew_a[j]*gew_b[k];
ende
ende
ende
G[i]:=G[i]/(T_mess—tau[i])*2" grob/summe_a/summe_b—1;

wenn 8 teilt i und i > 8 dann
grob:=grob+1;
k:=1;
gew_neu[1]:=0;
far j von 1 bis lange(zeit_a)
zeit_a[j]:=abrunden(zeit_a[j]/2 grob)*2 grob;
%auffinden von Photonen in identischen Segmenten :
wenn j > 1 und zeit_a[j] = zeit_a[j—1] dann
gew_neu [k]:=gew_neu[k]+gew_a[]];
sonst
zeit_neu[k]:=zeit_a[j];
k:=k+1;
ende
ende
zeit_a:=zeit_neu;

gew_a:=gew_neu/2;

k:=1;
gew_neu[1l]:=0;

3.4.6.3. Verwendeter Algorithmus
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64 fur j von 1 bis lange(zeit_b)

65 zeit_b[j]:=abrunden(zeit_b[j]/2  grob)*2 " grob;
66 wenn j > 1 und zeit_b[j] = zeit_b[j—1] dann
67 gew_neu[k]:=gew_neu[k]+gew_b[j];

68 sonst

69 zeit_neu[k]:=zeit_b[j];

70 k:=k+1;

71 ende

72 ende

73 zeit_b:=zeit_neu;

74 gew_b:=gew_neu/2;

75 ende

76 | ende

77 |%umrechnen von Segmenten auf Zeit:

78 | tau:=tauxt_bin;

3.4.7. Korrekturen

Die mit dem im vorherigen Abschnitt vorgestellten Programm erhaltenen experimentellen Korre-
lationskurven konnen aus einer Vielzahl von Griinden von den theoretisch erwarteten abweichen.
Fiir einen Teil davon wurden Korrekturmoglichkeiten entwickelt, die im Folgenden vorgestellt

und zum Teil in Teil IT angewandt werden.

3.4.7.1. Hintergrund

Die haufigste und zugleich am einfachsten zu korrigierende Art von Abweichungen ist eine nicht
auf die betrachteten Spezies zuriickzufiihrende Fluoreszenzintensitét B (t), deren Quelle unter
anderem das Dunkelrauschen der Detektoren, einfallendes Umgebungslicht, RAMAN-Streuung
am Losungsmittel, nicht herausgefiltertes Anregungslicht und fluoreszente Verunreinigungen
sind. Bis auf den letzten Punkt weisen diese Phdnomene normalerweise entweder keine merkliche

Korrelation auf oder diese klingt deutlich schneller ab als die interessierenden Prozesse, sodass
(0Bg (t) - 6By (t + 1)) =~ 0. (3.189)

In diesem Fall machen sie sich nur im Nenner von éa,b (1) bemerkbar und man erhilt mit Gl.
3.106 sofort (KorprEL, 1974)

~ {0 (Fa(t) + Ba(t)-0(
Gap (1) = (Fy (t) + Ba (1)) (Fy (t) + By (1)) (3.190)
- (0Fa () - 0F (t+ 7)) (3.191)
((Fa (1)) + (Ba (1)) (F» (1)) + (Bs (1)) :
— (Fa (1)) (Fp (1)) _
T (Fa (1)) + (Ba (1)) ((Fy (1)) + (By (1)) ab (7) (3.192)

Hier und im weiteren Verlauf dieses Abschnitts bezeichnet die Tilde auf einer Variable die von

dem jeweiligen Effekt beeinflusste, zu korrigierende Gréfie. Durch den unkorrelierten Hintergrund
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verringert sich die Amplitude der Korrelation, sodass diese geméf

(Fa(t)) (B (1)) 5

A== =
((Fa ) = (Ba (1)) ((Fo (1)) = (By (1))

(3.193)

korrigiert werden miissen. Fluoreszente Verunreinigungen mit nicht vernachlassigbarer Korrela-
tion auf den interessierenden Zeitskalen tragen nach Gl. 3.109 proportional zum Produkt ihrer
Konzentration und dem Quadrat ihrer molekularen Helligkeit bei, sodass auch gréflere Mengen
sehr dunkler Teilchen sich noch nicht stérend auswirken miissen, wohingegen schon sehr wenige,

aber helle Teilchen in der Auswertung beriicksichtigt werden sollten.

3.4.7.2. Ubersprechen und Kreuzanregung

In den meisten praktischen Anwendungen werden bei der dcFCCS die eingesetzten Fluorophore
so gewahlt, dass jedes davon moglichst von nur einem Laser angeregt und in nur einem Kanal
detektiert wird, also @w@b’i ~ 0. Kann dies nicht garantiert werden, finden sich Beitrdge der
idealisierten Korrelationsfunktionen im jeweils anderen Kanal wieder und die Kreuzkorrelations-
amplitude wird artifiziell erhcht, da die Emission jeder Spezies eine perfekte Kreuzkorrelation
mit sich selbst produziert. Ubersprechen bezeichnet hierbei die Detektion eines Fluorophors in
seinem weniger hellen Kanal und Kreuzanregung die Anregung mit dem Laser der schwécher
absorbierten Wellenldnge. Letzteres ist bei Verwendung von Dauerstrichlasern meist nicht rele-
vant, da es lediglich die Helligkeit der Fluorophore in beiden Kanélen um den gleichen Faktor
erhoht.

Zur Quantifizierung wird hier das Ubersprechverhéltnis ,_; eingefiihrt, welches als Verhéltnis
der mittleren Intensitit einer (allein vorliegenden) Spezies im unerwiinschten Kanal (hier b) zu

derjenigen im erwiinschten Kanal (hier a) definiert wird:

<ﬁb (t)> o Qb,i‘gb

Kaabi = = . (3.194)
<FCL (t)> Qa,iQa
Hieraus ergibt sich nun fiir die Fluoreszenzintensitit eines Kanals
F, (t) = Fy (t) + kpoaFp (1) (3.195)
und fiir die Korrelationsfunktionen
~ F,(t Loy (1)) - (Fy(t Loy (T
(Fo (t) + KpsaFh (1))
— Go (1) (Fa (1))* + Ko G (7) (F} (1))
2
<Fa (t> + K“b%an (t)> (3197)

L fivea (Gap (1) + Gra (7)) (Fa (1) (B (1))
<Fa (t) + /ib—mFb (t)>2
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_ (Fa (t) + mosaFy () - (Fp

(t + T) + H(lﬂbFa (t + T))>
Cat (1) = =m0 4 rma b () (B ) T ranFa () L (8198
_ (Gap (1) + EaspbivaGra (7)) (Fa (1) (F (1))
<Fa (t) + ﬂb—»an (t)> <Fb (t) + Ha—>bFa (t» (3 199)
KabGa (T) (Fa (1)) + Kp-aGh (1) (Fy (1)) '

+

<Fa (t) + KoL (t)> <Fb (t) + Ka-bFa (t)> '

Die ,Korrektur” entspricht nun der Lésung dieses Gleichungssystems mit den Werten der beiden
Auto- sowie der Kreuzkorrelationsfunktion zur Berechnung der idealisierten Kurven in Abwe-
senheit der unerwiinschten Effekte (BAcia et al., 2012). Hierzu werden zuvor die mittleren

Fluoreszenzintensititen nach

<ﬁa (t)> — Rb=a <ﬁb (t)>

1 — Kasbkboa

(Fu () = (3.200)

gleichfalls um diese bereinigt und die korrigierten Intensitdten wiederum zur Korrektur der

Korrelationen herangezogen (hierfiir wurde Gp 4 (7) = G, (T) vorausgesetzt):

Ga (7) (Fa (1) Ga () (Fa (1))
Gy (7) (Fy (1))° Gy (1) <15b (t)>2 : (3.201)
Gap (T) (Fa (1)) (Fy (1)) Gap (1) (Fu(8)) (B (1))

Die Korrekturmatrix K setzt sich schlieSlich aus den beiden Ubersprechverhiltnissen zusammen:

1 1 H%_)a —2Kposa
K= 0 r)? K2, 1 —2Kqsb : (3.202)
“ o —Ra-b —Kbsa 1+ KasbKpoa

Diese Prozedur ist nur anwendbar, wenn entweder nur eine Spezies in jedem Kanal registriert
wird oder alle in einem Kanal registrierten Spezies dasselbe Ubersprechverhiltnis aufweisen, da
nur so Gl. 3.195 mit den messbaren Gesamtintensitdten erfiillt sein kann. Weiterhin verbleibt
notwendigerweise eine leichte Abweichung auch im besten Falle, da die Emission eines Fluo-
rophors im ,richtigen” und ,falschen” Kanal aufgrund der verschiedenen Filter iiblicherweise
nicht bei den gleichen Wellenldngen erfolgen und damit auch neue MDFs aufweisen, insofern

beispielsweise der griine Laserfokus mit der CEF des roten Kanals kombiniert wird.

3.4.7.3. Fokusiiberlappung

Kennt man bei der FCCS die MDF jedes einzelnen Kanals, hingt das effektive Kreuzkorre-
lationsvolumen nur noch von der rdumlichen Position und Ausrichtung dieser zueinander ab.
Das kleinste Volumen und damit die hochste Amplitude ergibt sich bei einer mdéglichst star-
ken Uberlappung im Sinne eines Zusammentreffens der jeweiligen Bereiche mit den groften
Werten der MDF'. Fiir die hier betrachteten zylindersymmetrischen Foki ist dies bei konzen-

trischer Uberlagerung und Parallelitiit der Symmetrieachsen der Fall. Die Quantifizierung des
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Grades der Uberlappung, die Korrektur unvollstéandiger Uberlappung sowie deren Einfluss auf
die Durchfithrung von Bindungsexperimenten sind Gegenstand von Kapitel 4 und sollen hier

nicht vorweggenommen werden.

3.4.7.4. Teilchenausdehnung

In allen bisherigen Ausfiihrungen wurde implizit angenommen, dass die betrachteten Teilchen
jeweils einen so kleinen Bereich der MDF einnehmen, dass deren Wert iiber ihre Ausdehnung
hinweg nur vernachldssigbar variiert und somit ndherungsweise von Punktteilchen gesprochen
werden kann. Fir die in Kapitel 4 und 5 eingesetzten Lipidvesikel mit Durchmessern bis iiber
100 nm ist das nicht mehr ohne Weiteres gegeben und der Einfluss dieser verletzten Annahme

auf die interessierenden F(C)CS-Parameter muss quantifiziert werden.

Ein ausgedehntes Teilchen ist in Bezug auf die Korrelationsamplitude nur als solches erkennbar,
wenn es mehr als nur ein Fluorophor trigt, da das restliche ,,Material” nicht sichtbar ist™. Ist
dies gegeben, kénnen diese Teilchen nun als Verbund gemeinsam diffundierender Fluorophore
beschrieben werden, wobei jene untereinander keine feste raumliche Beziehung aufrechterhalten
miissen (etwa bei Diffusion in der Membran eines selbst durch den Fokus diffundierenden Vesi-
kels). Der Beitrag jedes einzelnen dieser Fluorophore zur Gesamthelligkeit des Teilchens ergibt
sich wiederum als Produkt seiner molekularen Helligkeit und der MDF an dessen Position (im
Teilchenkoordinatensystem als Ti=Tr+AT; geschrieben), weswegen die Summe selbst nicht
mehr als ein solches Produkt mit der MDF an einem einzelnen, dem Teilchen zuzuweisenden

Ort 77 geschrieben werden kann:

Fr(t) = %Qi (Rir Zi,t) W (73) P (73, B, Zist) (3.203)
=1

—

) (B, Zist)W (Pr+ AT ) P (AT 5, By, Zi,t) P(Pr,t). (3.204)
i=1

In der zweiten Zeile wurde angenommen, dass die Bewegung der Fluorophore auf dem Teilchen

und dessen iibergeordnete Bewegung durch den Fokus voneinander unabhéngig sind.

Eine mogliche Losung ist nun die Zuweisung einer eigenen, modifizierten MDF w (7T) fiir jede

Spezies, die genau diese Bedingung erfillt (MULLER et al., 2008):

ng
Qr (B, 2o, t) W (70) = Qi (Bi, Zit) W (1) (3.205)

i=1
Leider ist eine vollstandige Aufteilung der Positions- und anderen Abhéngigkeiten auf zwei unab-
héngige Faktoren, und damit auch die Aufteilung von G, (7) in © (7) und = (7), im Allgemeinen
nicht moglich, da etwa eine Rotation des Teilchens als Ganzes einzelne Fluorophore in verschiede-

ne Bereich des Fokus bringt, was die Gesamthelligkeit fir verschiedene 7 1 verschieden stark be-

" Dieses koénnte aber zu einer Verzerrung der MDF fiihren, insoweit es einen von der Umgebung verschiedenen
Brechungsindex hat und die Anregungs- oder Fluoreszenzstrahlung dadurch streut oder absorbiert (ZUsSTIAK
et al., 2012).
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cinflusst. Die Vektoren A7 ; unterliegen ihrerseits ebenfalls einer Wahrscheinlichkeitsverteilung
und einer moglichen zeitlichen Korrelation, sodass eine weitere Ebene zufélliger Fluktuationen
entsteht, deren Auswirkungen auf die Gesamthelligkeit wieder von 71 bestimmt werden. Durch
die — moglicherweise von der Position auf dem Teilchen eingeschrinkte — Rotation individueller
Fluorophore und der — wegen der auf dem Teilchen erzwungenen gréfleren raumlichen Néhe noch
verstérkten — Wechselwirkung untereinander (Fluoreszenzloschung, FRET, etc.) kann dariiber

hinaus auch (); nicht mehr als unabhéngig von AT, angesehen werden.

Die erwartete Intensitéit eines Teilchens zumindest ist von der Zuordnung der Fluorophore zu
einem Teilchen unbeeinflusst, da, in einer praktisch unbegrenzten Probe, weiterhin jede Position

mit derselben Wahrscheinlichkeit eingenommen wird™:

j W (zr + Az;) P (zr) dop = j W (1) P (z1) dar (3.206)
(Fr(t)) = [ [[[Po)d*ATd Razd* 7y (3.207)

o E =
_ S Q=" Qr. 3.208
v P 7 v T ( )

Die Korrelation identischer Teilchen spaltet sich hier nochmals auf in die Kombination identischer

oder verschiedener Fluorophore auf einem bestimmten Teilchen

ng
(Fra(0) Frp() = > (Qia (Bi Zist) Wa (770) Qs (RS, Zit) Wi (7))
. (3.200)
+> <Qi,a (ﬁz‘, Zi7t) Wo (74 Qjp (ng Zj,t) Wy (7j)> ;

i#]

wobei im Gegensatz zu frei diffundierenden Fluorophoren die Korrelation hier auch fir 7 —
oo nicht vollstdndig verschwindet, da ihre Positionen auf die Ausdehnung des gemeinsamen
Teilchens beschrankt sind. Die genaue zeitliche Abhéngigkeit dieser Korrelation hingt sowohl von
der Form des Teilchens als auch der Verteilung und Bewegungsmoglichkeiten der Fluorophore auf
ihm ab und soll hier nicht weiter konkretisiert werden. Stattdessen wird angenommen, dass bei
7 die Korrelationen der relativen Positionen und der Helligkeit bereits abgeklungen sind, sodass
P({A7;,0} N {A7,,7}) = P(A7;,0)- P(A7;,0) gilt, und zusitzlich die Positionen als un —

abhingig von den anderen Variablen angesehen werden kénnen®:

ng

(Fra (0) - Frp (7)) = Z <Qi,a (ﬁza Zi, t) W (?z) Qv (ﬁj, Z;, 75) Wy (?])> (3.210)

.3

%

f: <Qi,a (R17 Zi, t) Qj,b (éj, Zj, t>> <Wa (?z) Wb (?3» (3.211)

i?j

Die drei inneren Integrale stehen hier jeweils fiir np Integrale der Form f .- f f(za, ..., an) dzy - - - dTng.

80Die Helligkeitskorrelationsfunktionen ©; ; (1) kénnen fiir sich fiir verschiedene Fluorophore unterscheiden und
sind fir ¢ # j, aufgrund des Ausschlusses abstandsabhéngiger Helligkeitsvariationen wie etwa FRET, norma-
lerweise gleich eins.
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5°0,,0,40u (1) [ [ [ Wa(Pr+a7) Wy (P + AT ;) P(AT,0)
i (3.212)

P(A7;,0) P ({74, 7} [ {7r,0}) d%? BAT ;BT 37

Das Integral der damit zeitunabhéngigen Verteilungen der relativen Positionen hat die Form ei-
ner (mathematischen) Kreuzkorrelation und kann nach Gl. 3.58 als Faltung geschrieben werden,

welche tiber eine Fouriertransformation nach Gl. 3.60 zu einem Produkt wird:

IW(avb) (P + A7) P (AT, 0)PPAT,; = (W(a,b)*Pi) (7'1) (3.213)
Wiapi (71) (3.214)
F (W(a,bm) = (2n)"*F (W(a,b)>']: (P)*. (3.215)

Hierbei wurde nun mit W (7) eine (teilchen- und méglicherweise auch fluorophorspezifische)
modifizierte MDF eingefiihrt, welche die Gleichgewichtsverteilung der relativen Positionen der
Fluorophore beriicksichtigt und GIl. 3.212 in dieselbe Form wie in Gl. 3.84 tiberfiihrt. Der Ein-
fachheit halber wird ab hier von Fluorophoren mit identischer Helligkeit und Verteilung ausge-

gangen:

(Fra(0)-FPry (1)) =~ zF: Qi0Q;6i5 (1) f I Wai (T0) Whj (7h)
ij

(3.216)
P ({7, 7} {71, 0}) d?’?TdS?’
= % Z @a,z@m@m’ (1) gz‘,j (7) él,a,i;l,b,j (3.217)
1’7‘7
1 - ~
= VQa,TQb,TQnF (1) E(7) 1,051 (3.218)

Die modifizierte Positionskorrelationsfunktion = (7) verlauft weiterhin zwischen den Randwerten
null und eins, ist aber in ihrem Zeitverlauf verdndert, was, mit der Abkiirzung P = P (A?, 0)
und unter den oben aufgefithrten Vorbedingungen, iiber eine Ergdnzung von Gl. 3.141 dargestellt

werden kann:

B 7_‘_?m/2 % %
=0 = %lbf (F (Wa) F(PAY] - [F (Wo) F (Pa)T" - F (P (1)) d*K  (3.219)
n/
- izﬁgbf F(Wa) F (W) |F (Pa)P F (P ()" & (3.220)

Von besonderem Interesse fiir die praktischen Experimente in Teil IT ist der Einfluss der Teilchen-
grofe auf die F(C)CS-Amplituden, sodass zuletzt noch der Grenzfall 7 — 0 behandelt werden
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soll8:
lim (Pro (0)- Fra (M) = 3 Quil@00i (7) (Wa (7) W4 (7))
o (3.221)
+ Y Qui QO (T) (W (T1) W (7))
i
<Wa (72) Wy (71» = IJWQ (71‘ + A?l) Wy (?T + A?z)
3.222
P (AT;,0) %d?’A?Zd:s?T 2
— % j (WaWy % P) () &7 p (3.223)
_ % (2m)"/2 F (W Wi x P) (T) (3.224)
- % (2m)" F (W W) (ﬁ) - F(P) (ﬁ)* . (3.225)
In der vorletzten Zeile wurde hier (siche Gl. 3.61)
— 1 n
]—"(f(?))(())zwﬂif(?)d7 (3.226)

benutzt, wobei der Vorfaktor in der letzten Zeile durch Verwendung von Gl. 3.60 quadriert wird.

Da die Wahrscheinlichkeitsdichten stets auf ein Raumintegral von eins normiert sind, gilt mit

dem eben gesagten auch F (F;) (6)) = (27)"™? und damit

[(WaWiys P (Fr) d*Fr = (2m)"/2 F (WaW3) (ﬁ) (3.227)
= [ Wa(PYW () BT = 2141 (3.228)

Der Fall (W, (?l) Wi, (7])> mit ¢ # j wurde bereits mit Gl. 3.217 behandelt, sodass sich zu-
sammen

. LI 1

lim (Fr (0) - Frp (1)) = > Q4iQ.:0:, (0) 7 e
= (3.229)
1~
+> Qa,iQbj 77 %1010

i#]

1 ~
= 5QuQ |1rO1 (0) Q1a1p+ e (np — 1) Digns] - (3.230)

ergibt, wobei die zweite Zeile wieder den Fall identischer Fluorophore auf dem Teilchen darstellt.
Man erkennt hierbei die Ahnlichkeit zu Gl. 3.117. Fiir die modifizierte Amplitude 20 — abermals
mit der Teilchenzahl N, dem Grenziibergang V' — oo, dem Wegfallen der Korrelation unter-

schiedlicher Teilchen und wie oben unter Ausschluss der zuséatzlichen Helligkeitskorrelation nach

81 Hier WifdliH})P({?'T,T}H?T,O}) = (74 —7r) und 1ir%P({A7§,T}\{A7¢,O}) = (AT, — A7) so-

wie eine unabhéngige Verteilung verschiedener Fluorophore auf einem Teilchen nach P (A7Z N A7]~,0) =
P(A7,,0)- P (AT ;,0) vorausgesetzt.
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©1 (0) =~ 1 — relativ zur Amplitude dquivalenter Punktteilchen mit derselben Zahl Fluorophore

erhalt man nun

~ N (F F
A =  lim (Fra (0) - Fry (7)) (3.231)
- 0N Fra (b)) (NFry (1))
V —
Q.Qp {nFQLa;Lb +np (np — 1) (Nzl,a;l,b}
_ el (3.232)
Qr.aQrp21,a21p
1 1 np—1~ }
_ Lot Dra 3.233
1ais [ Lasl,b Lasl,b ( )
A 1 np—192 41
-z = g E T Ted 3.234
2 ng nr (a1 ( )

Fiir einzelne Fluorophore auf einem ausgedehnten Teilchen bestétigt sich das zu Anfang des
Abschnitts Behauptete, da fir np = 1 tatséchlich A =92 folgt. In den experimentellen Arbeiten
gilt hingegen ng > 1, weshalb fiir Quantifizierung der Abweichungen

2 g
— = 3.235
Ql Ql ,a;1,b ( )
angenommen wird und somit
— —
A F(Wo) ( k) F (W) f (PA) ( K 3

[ F (W) (?) Fwy) (F) aF

Dieses Verhéltnis muss stets unter eins liegen, da, aufgrund der oben bereits erwdhnten Normie-
2
rung der Wahrscheinlichkeitsdichte, |F (Pa) (ﬁ)‘ = (27)™" gelten muss und fiir die tiberall

positive Funktion Pa bei k # 0, wo Bereiche der Funktion negativ gewichtet werden, die Fou-

%
riertransformierte F (Pa) ( k ) unter diesen Wert sinken muss. Das Maximum ergibt sich damit
fiir die, einem Punktteilchen entsprechende, DIRAC’schen Deltadistribution mit ihrer konstanten

Fouriertransformierten.

Als Beispiel soll eine homogene Verteilung auf einer (unendlichen diinnen) Kugelschale des Ra-
dius R dienen, womit man (mit Gl. 3.145, siehe auch VEMBU, 1961)

Paks = o= R2 S(JA7| - R) (3.237)
F (Paxs) (7)\2 = ;[W} (3.238)

erhélt. Selbst fiir den einfachsten Fall des 3DG-Modells kann das obige Integral nur bei kugel-
symmetrischer MDF mit S = 1 analytisch gel6st werden:

Q~l> 1 — e 40
pas = —° (3.239)
(Ql KS 407
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0.8
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Abbildung 3.16.: Darstellung der Abhéngigkeit der durch die endliche Ausdehnung der fluoreszenten
Teilchen modifizierten Amplitude 2 der Korrelationsfunktion relativ zum Fall eines
Punktteilchens mit 2 vom reduzierten Teilchenradius p. Die Form wird als eine Kugel-
schale angenommen. Die MDF entspricht dem 3DG- bzw. 2GL-Modell mit verschie-
denen Strukturparametern S.

0 = B\ (3.240)

Die relative Amplitude héngt hierbei allein vom reduzierten Teilchenradius ¢ ab und sinkt bis
0 = 0,16 um lediglich 5 % ab. Fiir steigende Strukturparameter verringert sich diese Abweichung
zusétzlich, was durch numerische Losung der Integrale ersichtlich ist (siche Abb. 3.16). Die ent-
sprechende Berechnung fiir das 2GL-Modell erfordert wegen der nicht geschlossen darstellbaren

Fouriertransformation einen deutlich erhohten Aufwand bei der numerischen Integration.

Der Vollstandigkeit halber sollen noch Formeln fiir das 2DG-Modell bei homogener Verteilung
auf einer Kreisscheibe (mit der HEAVISIDE schen Stufenfunktion H)

1
PA,Kreis = TRZH (R - ’A?’) (3241)
= |2 1J, (kR
“F(PA,Kreis) (k)‘ = = IIER ) (3.242)
2 1—e ¢
= - - - .24
(Ql) Kreis Q2 (3 3)

und auf einem (unendlichen diinnen) Kreisring vorgestellt werden:

1
PARing = ﬁé(lAﬂ—R) (3.244)
—\ |2 1
F (Paking) ()| = 5-Jo(kR) (3.245)
@) - (3.246)
Ring

79



GRUNDLAGEN 3.5. Bindung

3.5. Bindung

Unter dem Schlagwort ,,Bindung” wird hier das primér aus der Biochemie und Pharmazie stam-
mende Konzept der meist reversiblen, meist nicht-kovalenten Wechselwirkung eines Liganden
mit einer Bindestelle (engl. binding site) eines meist groferen Zielmolekil (engl. target), oft ei-
nem Protein, oder auch einer Grenzfliche (dann auch als Adsorption bezeichnet) verstanden,
deren Stérke, oder Affinitét, oft in Form der thermodynamischen Gleichgewichtskonstanten der

entsprechenden Umkehrreaktion, der Dissoziationskonstanten

Kp = LM fLOM (3.247)

aLMm CLM
als Zusammenhang der Aktivitdten (bzw. ndherungsweise der Konzentrationen) von Ligand (ay,),
Zielmolekiil (apr) und Bindungspaar (apn), angegeben wird. Die Untersuchung von Bindungs-
prozessen und die Entwicklung spezifischer Liganden fiir bestimmte Zielproteine sind wichtige

Bereiche der modernen Biowissenschaften und insbesondere der Medikamentenforschung.

Die Komplexitédt des betrachteten Systems steigt rasch an, wenn das Zielmolekiil mehrere, wo-
moglich verschiedene, Bindestellen aufweist und zusétzlich mehr als eine Spezies von Liganden
an diese binden koénnen. Das klassische Beispiel hierfiir ist das Hamoglobin, welches ein He-
terotetramer aus zwei verschiedenen Untereinheiten mit insgesamt vier Bindestellen darstellt.
Letztere konnen von verschiedenen Gasteilchen (Sauerstoff, Kohlenmonoxid und -dioxid, etc.)
besetzt werden, was die rdumliche Struktur des Proteins und damit wiederum die Affinitat fiir
weitere Bindungen verdndert (sogenannter allosterischer Effekt, eine Form der Kooperativitat

zwischen Bindestellen). Der Besetzungsgrad

g— M _ M (3.248)
cM + LM M

einer Bindestelle (also der bei einem Ensemble im Gleichgewicht in besetzter Form vorliegen-
de Anteil an der Gesamtkonzentration cg/[, spater auch Bindungsgrad genannt) mit einem be-
stimmten Liganden ist damit eine komplexe Funktion der Konzentration aller Liganden, sowie
der Temperatur und des pH-Wertes. Die Assoziation der Untereinheiten hingt weiterhin von
der Besetzung mit Sauerstoff ab (CHU et al., 1984), wie generell auBBer der Affinitidt anderer
Bindestellen noch weitere molekulare Parameter (Oligomerisierung, Loslichkeit, Schmelzpunkt,
etc.) an die Bindung gekoppelt sein kénnen (engl. linkage, siche WYMAN et al., 1990).

Die Charakterisierung einer bestimmten Bindung erfolgt meist durch Angabe ihrer Bindungskur-
ve, die den quantitativen Zusammenhang zwischen dem Bindungsgrad und der Konzentration des
ungebundenen Liganden wiedergibt. Fiir den einfachsten Fall einer einzigen Bindestelle konstan-
ter Affinitét ergibt sich aus Gl. 3.247 und 3.248 das bereits in der Einleitung vorgestellte LANG-
MUIR-Modell (wegen der vorausgesetzten konstanten Temperatur auch LANGMUIR-Isotherme

genannt):

oL
= —"—. 3.249
P (3.249)

Die zugehorige Bindungskurve hat auf linearer Skala eine hyperbolische Form (Abb. 3.17, links),
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107! 10° 10!
cr,

Abbildung 3.17.: Theoretische Bindungskurven nach dem LANGMUTR-Modell. Dargestellt ist die Abhéin-
gigkeit des Bindungsgrades 6 von der Konzentration des ungebundenen Liganden c,
fiir verschiedene Werte der Dissoziationskonstanten Kp (durchgezogen) sowie die Posi-
tionen der Wendepunkte der Kurven (farbig gestrichelt), welche hier mit dem Halbho-
henwert (schwarz gestrichelt) zusammenfallen. Es wird sowohl eine lineare Auftragung
der Abszisse (links) als auch eine logarithmische Auftragung (rechts) verwendet. Man
erkennt die im letzteren Fall konstante Kurvenform und bessere visuelle Ablesbarkeit
der Kurvenparameter iiber mehrere Groflenordnungen der Affinitét. Alle Konzentra-
tionen sind in willkiirlichen Einheiten gegeben.

wird aber oftmals, und so auch in dieser Arbeit, halblogarithmisch dargestellt, wodurch sie eine
sigmoidale Form gewinnt (Abb. 3.17, rechts), deren grofler Vorteil in der unmittelbaren Ables-
barkeit der Dissoziationskonstante als der Abszissenwert des Wendepunktes (bzw. Halbhthen-
wertes) besteht. Die funktionelle Form gleicht vollkommen der FCS-Korrelationskurve fiir das
2DG-Modell (siehe 3.4.4 auf Seite 56).

Im hier wichtigen Fall von Np identischen und unabhingig voneinander zu besetzenden Bin-
destellen auf einem Teilchen werden lediglich die Beitrédge aller Bindestellen zur Gesamtzahl

gebundener Liganden Ny, addiert und man erhélt

CL

Ni) = Ng—————.
(VL) BCL-I-KD

(3.250)
Hierbei wurde nun explizit der Mittelwert von Ny, eingefiihrt, da natiirlich auf einem konkreten
Teilchen auch im thermodynamischen Gleichgewicht eine zuféllig fluktuierende Anzahl von Li-
ganden vorgefunden wiirde (siehe auch Abschnitt 3.3.1). Da nach Voraussetzung alle Bindestellen
dieselbe Wahrscheinlichkeit haben miissen, besetzt zu sein, ergibt sich eine Binomialverteilung
fiir Np, bzw. fiir die zugehorigen Konzentrationen cr,;\. Der Wert Ny entspricht dem Sattigungs-
oder Endwert der Bindungskurve und ist neben ihrem Wendepunkt der zweite wichtige Para-

meter, da er die Stochiometrie der Bindung an das Zielmolekiil als Ganzes beschreibt.

Die unabhéngige Bestimmung der freien Ligandenkonzentration kann im Idealfall umgangen
werden, indem die experimentellen Bedingungen dergestalt gewéhlt werden, dass fiir die Kon-

zentration der Bindestellen NBC%/[ < Kp und NBC%/[ < c(ﬁ erfiillt sind. Damit gilt in vertretbarer
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Naherung cr, ~ c% und die Abszisse ist so genau bestimmbar wie die eingesetzte Konzentration
des Liganden®. Dieser Ansatz versagt bei hochaffinen Liganden, da cry dort selbst im Sétti-
gungsbereich unterhalb der Nachweisgrenze der verwendeten Messmethode liegen kann (BEL-
LELLI et al., 2018). In diesen Féllen muss entweder cp, direkt gemessen werden oder aus der

Massenerhaltung zuriickgerechnet werden®?:

Ng
0 . 0 0 CL
¢ = cL+ E t-cp,M =cL+ (VL) ey = e + ey Np—————. 3.251
L 2 (NL) ey M c, + Kp ( )

Fiir den Spezialfall der unabhéngigen Bindestellen erhélt man hieraus eine Gleichung zweiten

Grades in ¢j, und daraus schliefflich

1
L=y ( 9 — Kp — cNp + \/4chD + (¢ — Kp — cngBf) . (3.252)
Wird diese Vorgehensweise zur Erstellung der Bindungskurve gewahlt, kann als Abszisse nicht
mehr die freie Ligandenkonzentration genutzt werden — dafiir miissten die Bindungsparameter
bereits im Vorhinein bekannt sein —, weshalb dann in ihrer Form verzerrte Kurven als Funktion

der Gesamtkonzentration des Liganden erhalten wird (diese gleichen jenen in Abb. 3.18, links).

Eine alternative Methode wird in Kapitel 5 vorgestellt werden, wo, unter Inkaufnahme einer
Vergroflerung des Fehlers der Abszisse und Korrelation dieses mit jenem der Ordinate, die freie

Ligandenkonzentration allein aus der Massenerhaltung {iber
_ 0 0
cr, = ¢, — (NL) & (3.253)

gewonnen wird.

3.5.1. Korrelationsamplituden

In diesem Abschnitt sollen zur Vorbereitung der folgenden Anwendung von FCCS-Experimenten
auf Bindungsphidnomene zuerst die dafiir genutzten Amplituden als Funktion der interessieren-

den bzw. notwendigerweise mitzuberiicksichtigenden Parameter gegeben werden.

Auf Grundlage von Gl. 3.108 und unter der Annahme bereits korrigierten oder zu vernachléssi-
genden Ubersprechens sowie weiterer die Helligkeit in verschiedenen Kanilen und von verschie-
denen Fluorophoren verbindenden Effekten wie FRET kann die Teilamplitude jeder Spezies der

Korrelationsfunktionen als

—9
1 CiQ(ab),i

NAVett (a,h) _ 2
2.¢iQ(a).,j
J

Aa,),i (3.254)

Np COM
Npcd +Kp’
Fehlertoleranz von 1% die Bindestellenkonzentration einen Wert von Kp /100 nicht iiberschreiten sollte.
83Das zweite Gleichheitszeichen ergibt sich aus der Erweiterung der Untergrenze der Summe auf den Fall génzlich
unbesetzter Zielmolekiile, da diese fiir ¢ = 0 das Ergebnis nicht verandern.

82 Aus Gl. 3.252 ergibt sich fiir die maximale relative Abweichung von dieser Annahme sodass bei einer
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1 1Q0,i Qi
Ui = €Qai Qs (3.255)

’ NaVerx 3¢jQq ;- %c@b,k
j

geschrieben werden, wobei
@(a,b),i - Z”Lﬂ(a,b),j (3.256)
J

die Summe der Helligkeiten der mit einem Teilchen der i-ten Spezies assoziierten Fluorophoren
ist, welche jeweils die einzelne Helligkeit g, 4 ; besitzen und in der (moglicherweise stochastisch

verteilten) Anzahl n; ; auf diesen Teilchen vertreten sind.

Allgemein betrachtet kann jeder Ligand in einer fluoreszenzmarkieren und einer unmarkierten
Form vorhanden sein (Anteil der markierten Form xp,, auch Markierungsgrad genannt) und
die markierte Form mit mehreren, chemisch identischen und voneinander unabhéngigen Fluoro-
phoren stochastisch markiert sein (deren Anzahl folgt somit einer Binomialverteilung B (v, 5r,)
mit der Zahl der Markierungsstellen vy, und der Wahrscheinlichkeit ihrer Besetzung fr,). Fir
die Zielmolekiile bzw. grofiere Teilchen mit einer Anzahl Bindestellen Ny gilt nun dasselbe mit
Fluorophoren einer anderen Farbe. Somit existieren in diesem System nur drei Anzahlvariablen:
die Anzahl von Fluorophoren auf einem Liganden (np, o, Kanal a zugeordnet) und die Anzahl
von Fluorophoren auf einem Zielmolekiil (ny, von den gebundenen Liganden und nypp von dem
Teilchen selbst).

Als durch die praktische Erfahrung mit den in Teil IT betrachteten Systemen notwendig ge-
wordenen Erganzungen werden zusatzlich die Moglichkeit der Fluoreszenzloschung bei Bindung,
der nicht-bindungsfihigen Liganden, der Abweichung der in der Probe tatséchlich vorhandenen
von der anvisierten Stoffmenge der Bindungspartner, des Einflusses der Fluoreszenzmarkierung
auf die Bindungseigenschaften sowie des Vorliegens von Teilchen unterschiedlicher Anzahl von

Bindestellen in Betracht gezogen:

— Die molekulare Helligkeit der Fluorophore der Liganden sinkt bei Bindung von g, auf (,q,
ab. Die Helligkeit der Fluorophore der Zielmolekiile ist davon nicht prinzipiell ausgenom-
men, allerdings hinge deren genaue Abnahme damit auf nicht vorhersagbare Weise von
der Zahl gebundener Liganden ab, weshalb dieses Mo6glichkeit hier nicht weiter behandelt

wird.

— Lediglich der Anteil o, des Liganden ist in der Lage an die Zielmolekiile zu binden, der
Rest stellt beispielsweise falsch gefaltetes Protein oder von der Markierung zurtickgeblie-
benen Farbstoff dar. Dieser Anteil ist unter Umstidnden abhéngig von der Anwesenheit
einer Fluoreszenzmarkierung (ag, m und ag, ), wodurch der Markierungsgrad xp, iber alle
Liganden betrachtet nicht mehr fiir die Teilmenge der freien Liganden gilt (cr,m # xncL)-
Fiir die Zielmolekiile gelten analoge Uberlegungen, wenngleich die nicht mit Liganden be-
setzten Teilchen nicht gesonderte Beachtung finden und folglich xy zusammen mit ang, (y,m)

das System bereits vollstdndig charakterisiert.

— Von der eingesetzten Konzentration ¥ befindet sich nur y,c) in der Lésung, der iibrige

Ligand ist etwa durch Wechselwirkung mit den Probengeféfien oder Pipettenspitzen unbe-
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absichtigt entfernt worden oder durch (konzentrationsabhéngige) Aggregation ausgefallen.
Auch hier ist eine Abhéngigkeit sowohl von der Markierung als auch der Bindungsfahig-
keit denkbar und das Konzept auf die Zielmolekiile erweiterbar. Der Einfachheit halber
wird mit den tatsdchlich in der Lésung vorhandenen Anteilen gerechnet und entsprechende

Formeln zur Umrechnung auf die eingesetzten Anteile am Ende des Abschnitts gegeben.

— Die Dissoziationskonstante unterscheidet sich fiir markierte und unmarkierte Liganden der
Konzentrationen cy, ,, bzw. cr, 4, sodass beide um dieselben Bindestellen konkurrieren. Der
Bindungsgrad einer Bindestelle muss fiir beide Spezies unterschieden werden und fiir den
Fall unabhéngiger identischer Bindestellen bleibt die Form von Gl. 3.250 fiir beide Spezies
getrennt erhalten, allerdings mit von der Konzentration der jeweils anderen Spezies abhén-
gigen effektive Dissoziationskonstanten Kp , — %K]lu + %CLu und Kp y — Kpu + &CLm
mit der relativen Affinitat der markierten Liganden £ = Kp /Kp . Fiir gleiche Affinitéten
(£ = 1) ergibt sich wieder eine Besetzung der Bindestellen entsprechend dem eingesetz-
ten Markierungsgrad nach (Ny, ) = x1, ((NL,m) + (NLu)), sofern nicht gleichzeitig noch
ar,m # o1,y gilt.

— Die Variable Np ist abhéngig von z.B. der Grofle des individuellen Teilchens, sodass sie
flir praktische Zwecke einer Wahrscheinlichkeitsverteilung folgt. Die ,,Gréfle” R kann dabei
flir verschiedene Eigenschaften stehen, wie Radius eines Vesikels , Lange eines Polymers,
Anzahl von Proteinuntereinheiten. Die Zahl der Markierungsstellen vy kann nicht mehr

als unabhéngig von Np angesehen werden.

Die Berechnung der Amplituden unter Beriicksichtigung all dieser Wahrscheinlichkeitsvertei-
lungen und Korrekturfaktoren erfordert allein die Ermittlung der Mittelwerte und Kovarianzen
der Fluorophoranzahlen (n;;) und Cov (n;j,nik) = (nij,nik) — (nij) (nik), wobei zur Ver-
einfachung die Unabhéngigkeit der Verteilungen der einzelnen Fluorophorspezies voneinander
vorausgesetzt werden soll, ebenso wie die Unabhéngigkeit der Dissoziationskonstanten von der
Anzahl auf dem Zielmolekiil vorhandenen Fluorophore. Die Anzahlvariablen werden zudem nur
auf den Anteil der Liganden und Zielmolekiile bezogen, die prinzipiell in der Lage sind, die

jeweiligen Fluorophore aufzuweisen (also etwa bindungsfihig oder fluoreszenzmarkiert).

Die Gleichungen fiir die Amplituden reduzieren sich damit auf®
2 1 et (nha) + oarmaei? (ndra) (3.257)
a = .
NaVetta (cLm (nLa) + oaymediCa (nua))’
2
1 n
4 - < M,b> . (3.258)
NaVest b xamacly (nap)
6 - 1 aMmXM’YMClQ/[Ca <nM,flnva> . (3.259)

NaVesix (cLm (nr,a) + ammiciCa (mva)) - Oomymcyy (manp))

84Die Asymmetrie in der Verwendung der freien Ligandenkonzentration und der Gesamtkonzentration der Ziel-
molekiile ist dem Standpunkt geschuldet, dass die Fluorophore der gebundenen Liganden dem jeweiligen
Zielmolekiil zugerechnet werden. Eine umgekehrte Behandlung wére ebenso denkbar, siche auch Abschnitt
3.5.2.
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Die Variable ay bezeichnet hier den Anteil bindungsfidhiger Zielmolekiile ungeachtet ihrer Mar-

kierung und berechnet sich zu
ot = anuXn (1 = Xm) + anmX- (3.260)

Die gesamte iiber die Bindung des Liganden verfiighare Information ist in den Ausdriicken
(PM,anM ), <n12\/[a> und (nape) enthalten, insofern die anderen Erwartungswerte ausschlielich
die Art und Weise der Fluoreszenzmarkierung beider Spezies betreffen. Zudem gilt (nn onmp) =
(nM,a) - (nMmp) wann immer die Zahl der Bindestellen unabhéngig ist von der Zahl der Markie-
rungsstellen der Zielmolekiile (Np 1L vy zusétzlich zu Kp (ym) AL 7mp)-

Als niitzlich fir die weitere Rechnung wird sich die Aufstellung einer Verallgemeinerung des

Gesetzes des totalen Erwartungswertes (auch engl. Adam’s Law) und der totalen (Ko-)Varianz
(auch engl. Eve’s Law, siehe fir beide BLITZSTEIN et al., 2019):

=
s
I

EEX|Z1,...,2Z,)) (3.261)
Cov(X,Y) = E(Cov(X,Y|Z1,...,2Z,))

n (3.262)

+Y E(Cov(E(X|Zi,..., Zn) ,E(Y|Zi,..., Zp) | Zi1,s- -, Zn)) -
i=1

Diese Gleichungen geben Erwartungswert und Kovarianz der Zufallsvariablen X und Y an, wel-
che voneinander und zusétzlich von den Variablen Z; abhéngen. Die interessierenden Variablen
sind hier die Fluorophoranzahlen und die weiteren Variablen die Zahl der gebundenen Ligan-
den, der davon markierten Liganden, der an diese gebundenen Fluorophore und so weiter. Nach
Voraussetzung sind alle bedingten Verteilungen Binomial- oder BERNOULLI-Verteilungen und
aufgrund der Reproduktivitidt der Binomialverteilung gilt dies gleichfalls fiir die summierten

Fluorophorzahlen mehrerer auf einem Teilchen gebundener Liganden.

Im Ergebnis erhélt man folgende Ausdriicke fiir die in den Amplituden auftretenden Erwar-

tungswerte85 :

(nLa) = vLpBL (3.263)

(nap) = (vm) Bu (3.264)

(na) = vLBL (NLm) = VLB (NB) O (3.265)

<ni,a> = (nLa)? +vBL (1= BL) = v (1 — BL) + vp (3.266)

= wpu(l—Br) +rpu (3.267)

<”12v1b> = (mup) + () Bt (1= Bur) + Bjro” (vwr) (3.268)

= (vm) Bu |[(1 = Bm) + <V§A>BM (3.269)

{m)

85Die Varianz der Anzahl gebundener markierter Liganden auf einem Teilchen bei einer bestimmten Anzahl
von Bindestellen ergibt sich aus der Multinomialverteilung, da jede Bindestelle entweder leer oder mit einem
markierten oder unmarkierten Liganden besetzt sein kann. Die jeweilige Wahrscheinlichkeit ergibt sich zu
Ocu,m)-
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<n§/[a> = (ma) + {VLBL (1—-pL)+ Vgﬁlﬂ (NL,m) (3.270)
+0282 (0% (Nim|NB) ) + v 0% (N1 m| Ni)) '
= viBE(NB)* 0% + [VLBL (1—-pL)+ Vﬁﬁﬂ (NB) Om (3.271)

2L (NB) O (1 — 0m) + vE5E0® (Np) 07,
= 1282 [(NB) — (Ne)| 62 + viBL (1~ BL) + wBL) (V) O (3.272)
(naanap) = BurLpL (v NB) Om. (3.273)

Wie im weiteren verlauf deutlich wird, ist die wichtigste der drei Amplituden ob ihrer simple-
ren theoretischen Berechenbarkeit und geringeren Empfindlichkeit gegeniiber Unsicherheiten in
den einzelnen Markierungsgraden damit jene der Kreuzkorrelationskurve, weshalb sie auch die
Grundlage der experimentellen Bestimmung von Dissoziationskonstanten in Kapitel 5 darstellt.
Abgesehen von den absoluten Amplituden kann noch, sofern Liganden und Zielmolekiile anhand
ihrer Diffusionszeiten in der Korrelationskurve ausreichend unterscheidbar sind, der Amplitu-
denanteil (siehe Gl. 3.109) der freien Liganden aus der Anpassung einer Korrelationskurve mit

mehreren Komponenten nach Gl. 3.107 als weitere Messgrofle genutzt werden:

2
CL)m <nL,CL>

CL,m <n%a> + an M2 <n12v[a>

PLa = (3.274)

Die obigen Gleichungen wurden allein unter der Annahme unabhéngiger Besetzung aller Bin-
destellen hergeleitet. Die konkrete Berechnung von 6y, erfordert weiterhin die Vorgabe einer

Konzentrationsabhédngigkeit wie Gl. 3.249 und der Erhaltungsgleichungen des Liganden nach

CL,m,b

0 = — 3.275
" CLmb T %KD,u + %CL,u,b ( )

CL,u,b Om CLub
O = . = 2 b 3.276
" CL,u,b + KD,u + fCL,m,b § CL,m,b ( )
€L = CLu+tCLm = CLub + CLun +CLmb+ CLmn (3.277)
XL, = cLm + avymcy (NB) O (3.278)
(1=x)wd = cLu+onmacys (V) by, (3.279)

sodass sich ein quadratisches Gleichungssystem mit den zwei unbekannten Konzentrationen des
freien Liganden ergibt. Als weitere Indizes wurden hier b und n fiir ,,bindungsfahig” bzw. ,nicht
bindungsfahig” verwendet. Die bindungsfihigen Anteile des Liganden unterscheiden sich nach
Bindung eines Teils davon an die Zielmolekiile zwischen den freien und den gebundenen Fraktio-
nen, da notwendigerweise nur bindungsfidhige Liganden auf den Zielmolekiilen zu finden sind und
damit eine Abreicherung unter den freien Liganden stattfindet (siehe auch Abschnitt 3.5.2.2).
Der Parameter ar, (m) bezeichnet weiterhin den bindungsfihigen Anteil iiber alle Liganden in

der Probe gerechnet. Ist die freie Ligandenkonzentration unterdessen bekannt, kann auch die
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effektive Bindungsfahigkeit der freien Liganden arg, i ¢ bestimmt werden:

0
CLmb _ CLm — (1 —oLm)xLoLer,

ULmf = C (3.280)
L,m L,m
—(1- 1— 4
apa; = ub_ u= (ol d-xo)me (3.281)
Y CL,u CL,u

Zuletzt kann noch eine Beziehung zwischen den Anteilen markierter und bindungsfdhiger Ligan-

den in der Probe und jenen vor dem Auftreten von Préaparationsverlusten:

o ,YE,u,bC%,u,b + PYE,u,nc%,u,n + Wg,m,bcg,m,b + Wg,m,ncg,m,n
o= 5 (3.282)
CL
= ’Yg,u,ba%,u (1 - X%) + FYE,u,n (1 - O‘%,u) (1 - X(ﬁ) 3 983
0 0.0 0 0 (1_ a0 (3.283)
+YL,m,bXLL,m T YL,mn XL a1, m
0 0 0 0
m c m + m HC m.,n
L = TL,m,b L,mb T VL,mnCL,m, (3.284)
0
YLCT,
0 0 0 0
Yom,b,m T L 1 —of
= X ( ) (3.285)
YL
B ’YE,u,bC%,mb . Vg,u,ba%,u (1 - X%)
aL. = 2 - (3.286)
yLet, (1 — xw) 7 (1 —xL)
0
— o0 TLup 3.287
= YLay 0 0 0 (3.287)
TL,u,b%L,u + TL,un (1 - aL7u)
0 7I(z,m,b
OLm = OLn (3.288)

0 0 0 0 )’
TL,m,b%L,m + VL,m,n (1 - aL,m)

Die Formeln fir die Parameter der Zielmolekiile sind bis auf die Indizes identisch.

Die bis hierhin erarbeiteten Gleichungen sollen zuallererst die Problemstellung in einer mog-
lichst grofien Allgemeinheit behandeln. In den spéteren Abschnitten werden sie auf spezifischere

Fragestellungen angewandt und dabei im Sinne der besseren Handhabbarkeit weiter vereinfacht.

3.5.2. Titrationen

Die experimentelle Ermittlung einer Bindungskurve wird (real oder gedacht) durch schrittweise
Zugabe des Liganden zu einer definierten Stoffmenge des Zielmolekiils und gleichzeitige Messung
einer mit dem Bindungsgrad in Zusammenhang stehenden Gréfle realisiert. Aufgrund der Ahn-
lichkeit mit dem Verfahren zur Bestimmung der Konzentration einer vorgelegten Losung wird
auch hier allgemein von Titration gesprochen, nicht zuletzt bei einer der wichtigsten Techniken
zur Messung von Affinitéten, der isothermen Titrationskalorimetrie (engl. isothermal titration
calorimetry, ITC, siche WISEMAN et al., 1989). Spéter werden weitere Varianten von konzen-
trationsabhédngigen, mit diesen Bindungsprozessen zusammenhéngenden, jedoch nicht mehr vor-

rangig zu deren direkter Charakterisierung dienenden, Messkurven eingefiihrt, welche trotz ihrer
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Verschiedenheit von klassischen Titrationen in weiterer Analogie zu erstgenannten Experimenten

mit dieser Bezeichnung belegt werden sollen.

Die Benennung eines der Bindungspartner als Liganden ist prinzipiell eine artifizielle, welche
oftmals nur anhand seiner Gréfle oder Funktion in der Titration festgelegt wird. Die zutitrierte
Spezies, der sogenannte Titrant, wird meist als Ligand aufgefasst, weshalb im Folgenden fiir das
vorliegende System aus Lipidmembran und daran bindendes Protein beide Richtungen behandelt

werden und damit auch beide Spezies die Rolle des Liganden in GI. 3.249 einnehmen®.

3.5.2.1. Ligandentitration (Variation von c})

Die in Kapitel 5 aufgefiithrten Experimente stellen alle Ligandentitrationen dar, bei welchen
eine stets gleiche Konzentration der Zielmolekiile mit einer iiber mehrere Gréfenordnungen va-
rilerenden Ligandenkonzentration versetzt und analysiert wird. Der Konzentrationsbereich der
Liganden ist im Idealfall auf einer logarithmischen Skala um die zu erwartende Dissoziations-

konstante zentriert und umfasst um das Hundertfache kleinere wie groflere Werte als diese.

Unter geeigneten Umsténden — Kenntnis der tatsichlichen Gesamtkonzentrationen in der Probe,
Abwesenheit von Helligkeitsverdnderungen bei Bindung ({, = 1), vollstandige Bindungsfihigkeit
zumindest der markierten Zielmolekiile (o m = 1) — erlaubt die Kreuzkorrelationsamplitude die
direkteste Gewinnung einer Bindungskurve, da der Zahler nach Gl. 3.273 linear vom Bindungs-

grad abhingt und der Nenner die Gesamtkonzentration des Liganden in der Probe enthélt:

MY (MaLanp) vLBL (vmNB)

. 3.280
xneyy (nap) (var) (3.289)
L (ML) + omcly (M) = cLmVLBL + ancrLBr (N) O (3.290)
= XLt (3.291)

Om N
NaVigad2l, = om0l (3.292)

XL (vm)

Der Quotient <V<I‘Ifg>‘3> héngt von der Verteilung der Grofie R der Zielmolekiile ab und kann fir
bekannte Funktionen vy = f (R) und N = g (R) vereinfacht werden. Kénnen beide als Potenz-
funktionen geschrieben werden, etwa wenn die Zahl der Bindestellen von der Oberfliche oder
Linge des Teilchens abhéingt und so mit R? bzw. R skaliert, ergibt sich ein Produkt aus der
mittleren Anzahl Bindestellen und einem dimensionslosen Verhéltnis von Momenten der Wahr-

scheinlichkeitsverteilung der Grée, welches fiir schmale Verteilungen gegen eins konvergiert:

vm = aR™ (3.293)
Ny = bR" (3.294)

86Strenggenommen ist der zweite Bindungspartner die diskrete Bindungsstelle auf der Membran, welche wieder-
um selbst in Form von diskreten Vesikeln zugegeben wird. Unter Annahme nicht miteinander interagierender
gebundener Proteine und Beriicksichtigung der groflen Zahl in einer Probe vorhandener Vesikel ist diese Un-
terscheidung aber nicht relevant, weil so allein die Gesamtzahl der Bindungsplatze und ihr im Mittel besetzter
Anteil in die Gleichungen einflieft, nicht aber ihre Verteilung auf einzelne Teilchen. Wiirde in Kapitel 5
hingegen auch die Autokorrelation der fluoreszenten Proteine Verwendung finden, schliige sie sich in deren
Amplitude nieder, da in jene die auch Varianz von Ny, (bzw. Np in der dortigen Nomenklatur) einfliefit.
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(vmNB) _ b<Rm+"> _ (Ng)

(var) (R™)

()

T (3.295)

Der Quotient i—fz ist fiir gleiche Bindungsfahigkeit und Dissoziationskonstante der Ligandenspe-
zies einfach gleich dem gesamten Bindungsgrad 6 = 6, + 6,,, da der Markierungsgrad unter den

gebundenen Liganden identisch mit demjenigen aller Liganden in der Probe sein muss:

CL,m,b CL,b
O = — = XL ’ = xL0. 3.296
cL,mb + Kp + crup cLp + Kp ( )

Insgesamt erhélt man damit verschwindenden Einfluss der Fluoreszenzmarkierung des Liganden

(R™)

()
ey (B~

NaVig 2 = 60 (Np) LA
. (R™) (R")

(3.297)
und so, zusammen mit der Gesamtkonzentration der Liganden aus Abschnitt 3.5.2.6, die Ordi-
nate der gesuchten Bindungskurve. Kann die Abnahme der Helligkeit der Liganden bei Bindung
nicht mehr vernachléssigt werden, ist es vorteilhafter, direkt den entsprechenden Term aus Gl.

3.361 mit der Amplitude zu multiplizieren:

Caem <VMNB>

NAVeff,lex - (CL,m + OéMC%[ <NB> GmCa) <VM> (3298)
i <Fa (t)> Veff,x ﬂ
<a <778> V:Eff,a * O <NB> <Rm> <Rn> : (3299)

Die freie Ligandenkonzentration kann unter diesen Annahmen entweder (wenn nicht fiir sehr
geringe Bindestellenkonzentrationen cf, ~ ¢{ gesetzt werden kann) im Zuge der nichtlinearen

Regression aus einer Abwandlung von Gl. 3.252 als

1
CcL, = (1 — OdL) Cg + 5 [OALC% — Kp — Ochl(\)/[ <NB>

(3.300)
+\/404LC%KD + (OéLC% — Kp — CVMCI(\)/[ (NB>)2

ermittelt werden oder nach Gl. 3.253 ebenfalls aus 2. Die Gesamtkonzentration der (bindungs-
fahigen) Zielmolekiile in der Probe muss hierzu bekannt sein oder aus der Autokorrelationsam-
plitude ermittelt werden (siehe Abschnitt 3.5.2.6).

Fiir den einfachen Fall komplett markierter Teilchen®” (yy = 1 und By = 1) und bei Giiltigkeit

von Gl. 3.293 sowie anim = an reduziert sich damit die freie Ligandenkonzentration auf

c, = ) —anc (NL) (3.301)
L _ D Verr x2x (i) (vm) (NB)
P Ve o (iy)? (vmNB)

(3.302)

8 Der entgegengesetzte Fall geringer Werte fiir By bei gleichzeitig hohem vy iiberfithrt die Binomial- in einer
Poisson-Verteilung und wird ausfiihrlicher in Kapitel 4 und 5 behandelt, wobei speziell Gl. 4.8 hiervon relevant
ist.
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GRUNDLAGEN 3.5.2.1. Ligandentitration (Variation von c})

_ Verrax (R*") (R")
= (1 Vo (R (R +n>> : (3.303)

Gilt weiterhin m = n, muss die Groflenverteilung der Zielmolekiile damit fiir diese Vorgehens-
weise nicht gesondert beachtet werden. Der kompliziertere Fall {, # 1 kann wiederum unter

Einbeziehung von (F, (t)) behandelt werden:

(3.304)

anely <NL>:XlL<1 (Fa(t)) 1 )vw (R*™) ()

G () NaVegra ) Verp2y (R™) (RmH7)

Aus GI. 3.274 lasst sich auch eine direktere, wenngleich durch die Notwendigkeit der Anpassung
mehrerer Komponenten an die Korrelationskurve stéarker fehlerbehaftete, Methode zur Bestim-

mung der freien Ligandenkonzentration ableiten:

PLa = AL . (3.305)
’ 0 (Ng) .2 vLBL (V) — (N5 >9 1
CLm + QMCy {NB) OmCa (1—BL)+vLbL (NB) +
CL,m
~ J (3.306)
b 1%
CLom + Xchmiejmgg ((1_,3LL)€_LVL,3L <NB> O + 1)
cL
~ (3.307)
b 1%
e+ Qi (s (V) +1)
frel
_ L (3.308)

frei 1 frei) ~2 C(ﬂ vLBL 1 frei 1
£, +( - Iy, ) a oaMCM( 5L)+VL5L( — L )+
In der dritten Zeile wurde wieder von gleicher Bindungsfahigkeit und Dissoziationskonstante
der markierten und unmarkierten Liganden ausgegangen und der Anteil der freien Liganden in

frei

der Probe x1*® eingefiihrt. Sind nun alle Ausgangskonzentrationen und weiteren Parameter des

Systems bekannt, kann cf, = xffeic% allein aus der Autokorrelationsamplitude ohne nochmaligen
Riickgriff auf die Kreuzkorrelation berechnet werden. Fiir die 1:1-Bindung mit Ng = 1) reduziert

sich die Formel noch weiter zu
frei
2y,

T G

PL,a = (3.309)

und bei unveranderter Helligkeit der gebundenen Liganden ergibt sich mit ¢y, , = x{re‘ sogar die
vollige Gleichheit beider Variablen.

Kann nicht von £ = 1 ausgegangen werden (siehe hierzu Abschnitt 3.5.2.5), lasst sich mit die-
sem Vorgehen dennoch die effektive Dissoziationskonstante der markierten Liganden %KD,u +
%ahuchu bestimmen und durch zusétzliche Variation des Markierungsgrades eine Verdrangungs-
titration gegen den unmarkierten Liganden durchfithren und somit beide Dissoziationskonstan-

ten ermitteln.
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3.5.2.2. Scheinbare Dissoziationskonstante GRUNDLAGEN

— & /Kp =0,1
fCOB/KD =1
fC%/KD =10
— &/ Kp =100
/Ky, =1000

0,8H

0,6 i
>
0,4 k
—C%/KD :071
0 _
| fCB/KD =1
0.2 )/ Kp =10
) /Kp =100
. & /Kp =1000
0-2 V—l 0 ' - 1 I2 I3 4 ]0-5 2 Il IO Il IZ I% 4
10 10 10 10 10 10 10 10° 10° 10 10 10 10° 10
cL/Kp o/ Kp

Abbildung 3.18.: Darstellung der Abhéngigkeit des Bindungsgrades 6 als Funktion der freien Ligan-
denkonzentration ¢y, fiir verschiedene Bindestellenkonzentrationen ¢ nach Gl. 3.311.
Beide Konzentrationen sind auf die Dissoziationskonstante Kp bezogen, da eine An-
derung dieser Grofle nur die Skalierung der Kurven, nicht aber ihre Form verdndert.
Gleichfalls wurde 0. B.d. A. a;, = 0,5 gesetzt, da dieser Parameter nach GI. 3.312 le-
diglich die effektiven Konzentrationen der Bindungspartner variiert. Die Kurven sind
halb- (links) bzw. doppeltlogarithmisch (rechts) dargestellt, um sowohl die verédnder-
te Steigung im Bereich der Sattigung als auch die von der Bindestellenkonzentration
unabhéngige Linearitdt im Anfangsbereich der Kurve herauszustellen.

3.5.2.2. Abhangigkeit der scheinbaren Dissoziationskonstante von der
Bindestellenkonzentration

Ein ebenso schwerwiegender wie leicht zu {ibersehender Fehler besteht in der impliziten Annahme
QL (um),f = L, (u,m) Und damit der Vernachldssigung der differentiellen Abreicherung der freien
bindungsfihigen Liganden. Um eine korrekte Bindungskurve zu erhalten, muss stets (N, m)
gegen cr,m b oder, bei vernachlissigbarem Einflusses der Fluoreszenzmarkierung wie in diesem

Abschnitt der Einfachheit halber angenommen, (N1,) gegen cr,1, aufgetragen werden.

Wird die freie Ligandenkonzentration nach Gl. 3.300 ermittelt, kann zu diesem Zwecke einfach
der erste Summand (1 — ar,) cg weggelassen werden, wohingegen dasselbe Vorgehen bei Verwen-
dung von GI. 3.301 leicht zu kleine oder gar negative Werte produziert, insbesondere fiir hohe
Gesamtkonzentrationen an Bindestellen (¢ = anicd; (Ng)). Dies ist darin begriindet, dass in
letzterem Falle der iiberwiegende Teil aller bindungsfidhigen Liganden nicht mehr frei vorliegt
und damit ¢, & ¢, = (1 — o) c% gilt. Im Extremfall ist die Anreicherung nicht bindungsfa-
higer Liganden so stark, dass cr,;, mehrere Gréflenordnungen kleiner ist als ¢;, und damit im

Messfehler von (Np,) verschwindet.

Kann ¢, , nicht verlésslich ermittelt werden, erhélt man aus y = (Ny,) / (Ng) = 6 (Normierung

auf den Séttigungswert) als Funktion von = = ¢, eine verzerrte Bindungskurve der Form

z—(1-ap)d

r—(1—aL)d + Kp’

y = (3.310)
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GRUNDLAGEN 3.5.2.2. Scheinbare Dissoziationskonstante

deren scheinbare Dissoziationskonstante stets iiber dem wahren Wert liegt und linear mit c3;
anwéchst. Je kleiner o, wird, desto stirker wird zudem die Aufsteilung der Kurve kurz vor
Eintritt der Séttigung (siehe Abb. 3.18). Da die Variable c(ﬂ vom Abszissenwert abhéngig ist,
muss fiir die explizite Berechnung diese tiber Gl. 3.300 auf x = ¢y, zuriickgefiihrt werden, woraus

schliefllich
f(z)

y= @) +Ep (3.311)

resultiert. Die Hilfsfunktion

f (l’) = % <OZL{L‘ — KD — (1 — OéL) C% + \/[OéLl’ — KD — (1 — aL) COB]2 + 4aLl'KD> (3.312)

enthélt die durch nicht bindungsfihigen Liganden verursachten Abweichungen in der Abszisse

und konvergiert in dessen Abwesenheit nach lim1 f (z) = . Hiermit kann nun als Korrektur die
(0% Pad

scheinbare Dissoziationskonstante in Form des Halbhohenwertes — Kp = /2 mit y (3:1 /2> = %

und damit f (xl /2) = Kp — als Funktion der wahren Parameter formuliert werden:

Kp = f ' (Kp) (3.313)
= —K . 314
g, D+ 2aL B (33 )

In dieser Gleichung spiegelt sich die oben erwéhnte starke Verzerrung der Abszisse bei hohen
Bindestellenkonzentrationen deutlich: ED hangt selbst fiir geringste Anteile nicht bindungsfa-
higer Liganden irgendwann allein von ¢} ab, ist aber selbst fiir ¢} < Kp noch nicht gleich der
wahren Dissoziationskonstante, weil hierfiir zwar ¢y, ~ c% gilt, aber damit auch cr,, ~ arcy,

beachtet werden muss.

Soll allein der Wert von Kp bestimmt werden, ist die simplere Herangehensweise die direkte

Verwendung von GI. 3.310 in Verbindung mit x = cg — chB. Bei y = % ist damit

0

Kp=z—(1—-ap)d =apd — C?B (3.315)
und der entsprechende Abszissenwert
4, 1 4, 4
xl/QZC%—nga—L e (3.316)

fihrt nach Umstellen sofort zu GI. 3.314.

Ist aus messtechnischen Griinden nur der Bereich COB > Kp zugénglich, so ist die direkte Berech-
nung nach dieser Gleichung nicht sinnvoll, da hierzu bei einem um Gréflenordnungen héheren
Wert des zweiten Terms eine extrem préazise Kenntnis von «f,, f(JD und cOB vonnoten ware. Alter-
nativ empfiehlt sich dann die Messung bei einer Reihe verschiedener Bindestellenkonzentrationen
und eine anschlielende lineare Regression der ermittelten scheinbaren Dissoziationskonstanten,

wodurch sowohl Kp als auch ag, erhalten werden.
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3.5.2.3. Bindestellentitration (Variation von c3;) GRUNDLAGEN

Da die verdnderte Form bei COB > Kp eine verlassliche Anpassung der LANGMUIR-Isotherme
erschwert, bietet sich eine lineare Regression in der doppelt logarithmischen Auftragung (siche
Abb. 3.18, rechts) an. Die Linearisierung von Gl. 3.310 ergibt mit C% =x+ 960]3 zunachst

r—(1—ap)c

li = 31
b K (3317
_ z—(-a)(etyd) arr—(1-a)ycp (3.318)
KD KD
und durch Umstellen nach y schliellich
y LT (3.319)

- KD—F(l—OzL)COB.

Die scheinbare Dissoziationskonstante ist hier das Reziproke der Steigung der Geraden und

weicht von Gl. 3.314 nur im Vorfaktor der Bindestellenkonzentration ab:

- 1 1—
- L. (3.320)

ar, ar,

Die Verwendung der linearisierten Form der Bindungskurve ist unter der Voraussetzung bekann-
ter Stochiometrie der Bindungspartner generell vorteilhaft, da Mengen des Liganden eingesetzt
werden miissen. Ist hingegen (Np) nicht im Vorhinein bekannt, muss zumindest einmalig der

Sattigungswert lim (Np,) bestimmt werden.
& =00

3.5.2.3. Bindestellentitration (Variation von c})

Unter dieser Uberschrift ist hier nicht allein die Vertauschung der Rollen der beiden Bindungs-
partner zu verstehen — dabei wiirde auch die Bezeichnung ,,Ligand” zwischen beiden wechseln —,
sondern vielmehr die Anwendung der oben entwickelten Gleichungen auf den in Teil IT wichtigen
Spezialfall der Bindung von Proteinen an Lipidvesikel, der als zusétzliche Komplikation a priori

eine grofle Unsicherheit beziiglich der Variablen CR/I und (Np) mit sich bringt.

Bei der Bindung eines Proteins an eine Membran existieren, falls diese nicht selektiv an einzelne
Lipide mit bestimmten funktionellen Gruppen erfolgt, keine definierten Bindestellen, sondern
fluktuierende Gruppen von mit dem Protein in Wechselwirkung stehender Lipidmolekiile, wobei
die Proteine selbst auch relativ zur Membranoberfliche eine zweidimensionale Diffusion aus-
fiithren. Uberdies ist zwar die Gesamtkonzentration der Lipide cgi meist noch gut bestimmbar,
die Grofle von Vesikeln, und unter Umstdnden das Ausmafl ihrer Multilamellaritat, unterliegt
herstellungsbedingt aber immer einer gewissen Verteilungsbreite (HAS et al., 2020). Eine Be-
stimmung kann beispielsweise mittels DLS erfolgen (siehe etwa Abb. 4.1), wobei jedoch eine

nicht zu unterschéitzende Unsicherheit verbleibt.

Als Konsequenz kann zwar die Anzahl von Bindestellen auf einem Vesikel aus der Bindungs-

kurve gewonnen werden, jedoch nicht unmittelbar die Zahl der Lipidmolekiile A, die eine solche
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GRUNDLAGEN 3.5.2.3. Bindestellentitration (Variation von c¥;)

konstituieren®. Lisst sich ¢}, z. B. durch Gl. 3.351, mit geniigender Sicherheit ermitteln, kann

hierfir der Zusammenhang
0

% =& = (Ng) &, (3.321)

genutzt werden. Ist dies nicht moglich, kann eine Messreihe bei konstanter Ligandenkonzentrati-
on und iiber mehrere Gréfenordnungen variierender Lipid- und damit Bindestellenkonzentration
durchgefiihrt werden, aus der bei Auftragung des Anteils gebundener Liganden w%ebgegen die
Konzentration freier Bindestellen cg eine dquivalente Bindungskurve entsteht, die sich durch

Einsetzen von

o by €2 —c
cLp = (aL — :L‘% b) c% = (aL — ZL‘% b) BTbB (3.322)
€y,
in GI. 3.250 zu
L Cg cg + Kp
(1-0)ch

= 3.324
-0 &+ K (3.524)

(1-0)d),
= 1 3.325
WA= 0)d + AKp (3:325)

ergibt. Die linke Seite der Gleichung kann, fiir gleiche Bindungseigenschaften markierter und

unmarkierter Liganden, durch Kombination von GI. 3.304 und 3.364 bestimmt werden:

0c (N,
25 = % - CMC<O L) (3.326)
L L
eff
Ca (M) Vegpp (R™) (RMHM)
1 V:eff XQlX <R2m> <Rn>
= 1= (1= ¢)at?| ==L : 3.328
[ -t £, T (e (3:32%)
Durch Umstellen ergibt sich hieraus anschlieend
-1
Vet p2Ap (R™) (R™H™)
geb _ eff b*tb 1— 3.329
o = [t G+ 06 (:320)
womit auch die rechte Seite der Gleichung nach
0
1—28Pa) o
g, ! = 0o, (3.330)
(1—(9)6%14-/1}(]) <1ngJebZ‘§) C%i+AKD
B

88Normalerweise ist allein die AuBenseite der Vesikel den Proteinen in der Probe zuginglich, sodass nur durch
Vorwissen tber ihre Lamellaritdt — und bei, im Vergleich zur Membrandicke, kleinen Durchmessern unter
Beriicksichtigung des Beitrages aller inneren ,Schalen”— eine Umrechnung von A auf die in einer Halbschicht
der Membran an der Bindestelle beteiligten Lipide moglich ist. Im einfachsten Fall nicht zu kleiner unilamellarer
Vesikel ergibt sich (mit den Flachen der Bindestellen Ag und der Lipide Ayr;) einfach A = 2Ag/Ay;.

94



3.5.2.4. Farbstofftitration (Variation von oy, ) GRUNDLAGEN

0 geb 1 0
(CLi —TL ACL)

(c%i — a:%eb/lcg) + AKp

= o (3.331)

erhalten wird. Zur Vereinfachung kann dank der mittels FCCS noch messbaren sehr geringen

Konzentrationen oftmals c‘ﬂ < Kp gewahlt werden, sodass sich die theoretische Bindungskurve

auf

geb i (3.332)

xy R Qe .

L C(IJ,i + AKD
reduzieren lasst. Eine wichtige Information aus der Bindestellentitration stellt allgemein der
Grenzwert

lim 25 = oy, (3.333)
% —o0

dar, wahrend speziell fiir vesikuldre Proben der Halbhoéhenwert der Bindungskurve von Interesse
ist. Analog zu Gl. 3.314 kann dieser aus m%Cb (ﬁD) = %aL errechnet werden:

& —aBPAd = AKp (3.334)

1
Kp = AKD+§aLAcg. (3.335)

Wird folglich die Lipidkonzentration nach Gl. 3.332 als Abszisse verwendet, erhélt man eine um
den Faktor A hohere scheinbare Dissoziationskonstante, deren Reziprokes als eine Art Affinitét
zu einem einzelnen Lipid aufgefasst werden kann. Durch Vergleich mit der aus einer Ligandenti-
tration erhaltenen Dissoziationskonstanten ist schliefllich auch die Anzahl der Lipidmolekiile in

einer Bindestelle der Messung zugénglich.

3.5.2.4. Farbstofftitration (Variation von oy, ,)

. . b
Wird bei der Berechnung von z§°

nicht bereits beriicksichtigt (gleichbedeutend mit ¢, = 1 in Gl. 3.329), ergibt sich im Vergleich

zu Gl. 3.333 als verdnderter Grenzwert des scheinbaren Anteils gebundener Liganden

der Effekt der Fluoreszenzloschung bei Bindung der Liganden

lim 75 = _ Gaon (3.336)

—00 1 —ap + (oL
was zur Bestimmung des Parameters (, genutzt werden kann, wenn zugleich «p, variiert wird.
Dies wird dadurch ermdglicht, dass das System um eine weitere Komponente ergénzt wird, die
fluoresziert, aber nicht an der Bindung teilnimmt. Im Idealfall wird hierzu derselbe Farbstoff
(Konzentration cp) eingesetzt, mit welchem auch die Liganden markiert sind, sodass seine Fluo-
reszenzcharakteristika — bis auf den Einfluss der Bindung auf die Helligkeit — mit diesen identisch

sind. Damit kann die effektive Bindungsfahigkeit

ay, = OéLoi = OéLfL (3.337)
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GRUNDLAGEN 3.5.2.4. Farbstofftitration (Variation von of, )

der markierten Liganden, und nur diese sollten, um die Komplexitit der theoretischen Beschrei-
bung nicht unnoétig zu erhéhen, eingesetzt werden, von ag, bis hinunter zu null eingestellt werden.
Die Variable f, stellt hierbei den Anteil Liganden an allen fluoreszenten Spezies (dieses Farb-
kanals) dar.

Da sich die effektive molekulare Zahlrate nach Gl. 3.364 ebenfalls mit ap, dndert, enthilt die

mittlere Fluoreszenzintensitat ebenfalls Informationen tiber die relevanten Parameter:

(Fa(t)) = Nafaq, (cp + cvnBr + mievac%uLBLca) (3.338)
Oliin (F,(t)) = Naf147, (cF + (1 —ap) b + aLchguLﬁLga) (3.339)
CB oo
CF
= NaVega <UE> [VL/BL + ’YLC% (1—ar+ @LCQ)} . (3.340)

Ist zudem <1, nicht im Vorhinein bekannt, so weicht weiterhin der reale Anteil f;, vom ange-
strebten Wert fIE) ab:

0
0 YLCT,
= =L 3.341
fL VLC%+CF ( )
L
fL —_— 3.342
0w (3.342)

Im allgemeinsten Falle ergibt sich fiir die beiden Messgrofien folglich

. (Fa (1)) 1-f2 L0
lim = + 1 —ap, + anl, 3.343
COB—>oo NAV:aﬁ",a (C% T CF) <ng> VLBL fL’YL ( L LC ) ( )
2m n 0

lim Veﬂxglx <1jn ><T]5+Z _ = O‘(I)f)’LCLCa (3‘344)

o0 Vet pAp (R™) (RMH™) oo e (1 —ar + o)

Yrarlaft

= 1 L , (3.345)

+ 29 (1= ar + ards)

vLAL

wobei fiir eine konstante Gesamtkonzentration fluoreszenter Spezies c% + cp vorteilhafterweise
(F, (t)) auf den entsprechenden Wert in Abwesenheit freien Farbstoffes bezogen wird, um die

zusétzliche Unsicherheit aus der sonst notigen Kenntnis von <n8> zu eliminieren:

1-/2 70
F, (t oL 1— o +
lim e () S (1= on LC). (3.346)

Die Parameter 1, und (, erscheinen fiir o, = 1 nur als Produkt in den Formeln und haben auch
fiir ap, < 1 einen sehr &hnlichen Einfluss auf Form und Lage der Kurven in Abhiingigkeit von fP
(sieche Abb. 3.19), sodass eine getrennte Bestimmung aller Parameter nur bei hoher Qualitét der
Messdaten moglich ist. Auflerdem kann nicht ohne Weiteres davon ausgegangen werden, dass
~1, unabhéngig von c%ist: Ein Verlust durch Haftung an den GefdBwéinden mag etwa bei hoher
Konzentration eine Sattigung aufweisen, weshalb es empfehlenswert sein kann, bei konstantem

coL nur den Wert von cg zu variieren.
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— — — 1 T T T
_aL:(l)S’YL:é5Ca:é5 =1 =1 G=1
4 —o1=0571=05 =05} —ar=0,59=0,5 =05
—o =1 n=056=05 —ar =1 4,=0,5( =0,5
o=l o=l G=02) el o =1 =1 (=025 _
a,=0,5 =1 (=05 a,=0,5m=1 (=05
5k —ar =0,51=05¢=1 —ap, =0,5 1, =0,5 (G, =1
a,=0,5 =1 (=1 a,=05n=1 (=1

A /2Ap

0 025 05 075 1
i

Abbildung 3.19.: Darstellung der Abhéngigkeit der relativen Helligkeiten (links) und Amplituden
(rechts) vom eingesetzten Ligandenanteil f{ fiir verschiedene Sétze der Parameter
ar, v, und (, . Wo zur Unterscheidung vonnéten, wurden einzelne Kurven gestrichelt
gezeichnet.

Insofern davon ausgegangen werden kann, dass bei geniigend groem Uberschuss von Zielmole-
kiilen gegeniiber den Liganden jeweils maximal eine Bindestelle besetzt ist (N, < 1 und damit
02, < 0, in Gl 3.272), liefert die Berechnung der molekularen Zéhlrate aus der Autokorrelati-

onsamplitude
2 1 B[t = Bu) + vipe) [(1— o) ne + OCMVMC&@% (V)] (3.347)
&0 500 NAVetia ((1 = ar) yrefvuB + anmaeGan B (V1))
11— 1- :
_ [(1 = Bu) +vub] (1 — ar + ardy) (3.348)

NaVeta  yrclvnfr (1 —ar + ara)’

als Produkt mit der mittleren Fluoreszenzintensitit, ohne weitere Annahmen iiber das Bin-

dungsmodell, einen weiteren Zusammenhang

(1—BL) + bl — o +ard?
vLAL 1—aL+arl,’

Jim A, (F, (1)) = <ng> (3.349)

CB—>OO
durch den, im Verbund mit den obigen Messungen, im besten Falle alle unbekannten Parameter

einzeln festgelegt werden kénnen.

3.5.2.5. Markierungstitration (Variation von x,)

Eine sichere Bestimmung der Dissoziationskonstanten aus den Ligandentitrationen ist auf einfa-
che Weise nur moglich, wenn { = 1 und ar, m = o, gilt und damit die Fluoreszenzmarkierung
die Affinitdt zu den Bindestellen und die generelle Bindungsfiahigkeit nicht beeinflusst. Um diese
Annahme zu tiberpriifen, kann eine Messreihe bei konstanter Gesamtkonzentration der Liganden
und Zielmolekiile, aber variierendem Markierungsgrad xi, durchgefithrt werden. Die Auftragung

von i—? als Funktion des Markierungsgrades nach Gl. 3.292 liefert bei gleichem Verhalten der
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GRUNDLAGEN 3.5.2.6. Bestimmung der tatsédchlichen Konzentrationen in der Probe

E<1 E>1
ar,m < or,, | monoton steigend | beides moglich

QLm > QLu beides moglich monoton fallend

Tabelle 3.2.: Aus den unterschiedlichen Bindungsfdhigkeiten und Affinitdten markierter und un-
markierter Liganden sich ergebende Verldufe fiir die Markierungstitration.

Liganden eine Konstante; jede (im Rahmen der Messgenauigkeit) systematische Abweichung

davon deutet auf einen Einfluss der Markierung hin.

Die genaue Formel ergibt sich aus der Loésung von Gl. 3.275 bis 3.279 und soll wegen ihrer
unhandlichen Langen hier nicht wiedergegeben werden. Von Interesse ist vor allem der allgemeine
Trend beziiglich der Parameter, der in Tabelle 3.2 zu finden ist. In den mit ,beides moglich”
bezeichneten Quadranten kompensieren sich die Effekte teilweise gegenseitig, sodass die Kurve
sowohl monoton steigend als auch fallend sein kann, wobei eine verbesserte Bindungsfédhigkeit bei
gleichzeitig verringerter Affinitét durch eine Fluoreszenzmarkierung (bzw. umgekehrt) als eher

unwahrscheinlich angesehen werden kann. Im Falle einer fallenden Kurve kann der Wert lim Y

zudem deutlich oberhalb von eins liegen, da die Formel effektiv den Bindungsgrad der mariLie_;oten
auf alle Liganden hochrechnet. Im Extremfall sind die Zielmolekiile stark mit ersteren besetzt,
wihrend von den in der gesamten Probe zahlenméf8ig iiberwiegenden unmarkierten Liganden so
gut wie keine gebunden sind und damit die Division durch den Markierungsgrad eine extreme

,Uberfiillung” der Zielmolekiile mit diesen erwarten lisst.

Um einen deutlichen Effekt zu erzielen, sollten die Bedingungen so gewahlt werden, dass 6y, so

grof} als moglich wird, also Kp < c% und c% < C% gegeben ist.

3.5.2.6. Bestimmung der tatsachlichen Konzentrationen in der Probe

Die Konzentration der Zielmolekiile ergibt sich bei Kenntnis ihrer Markierungseigenschaften aus

der Autokorrelationsamplitude zu

1
1— <V12w>
1 1 [ =Pm) + f Bu
™A = — = (3.351)
NAVeg p20p XMt (vm) Bm

Die Gesamtkonzentration des Liganden in der Probe kann gleichfalls aus Fluoreszenzmessungen
geschlossen werden. Die Verwendung der entsprechenden Autokorrelationsamplitude ist dabei
zwar theoretisch moglich, setzt aber bereits, selbst unter den oben getroffenen Annahmen (, = 1
und ap; = 1, Kenntnis des Bindungsgrades in Bezug auf die markierten Liganden voraus. Auch
im simpelsten Fall vollstdndig und jeweils einfach markierter Liganden (x;, = 1, v, = 1 und
fr, = 1) ergibt sich noch

o~ Lt ((NE)— (NB)] 6 + (N)o) 52

NaVet,a (c(ﬂ)2
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L o+ [(Vg) — (NB)] 62
NAVeft,a (c)? '

(3.353)

Lediglich bei einer 1:1-Bindung zwischen Liganden und Zielmolekiilen (Ng = 1) erhélt man mit

1 cr, + CIQ/IH

A, = 3.354
NaVetta (c(ﬂ)2 ( )

1 1
_ il 3.355
NpVefr,q & ( )

einen vergleichbar einfachen Zusammenhang wie in Gl. 3.350. Der entgegengesetzte Fall sehr
vieler Bindestellen und geringer Variabilitit der Teilchengrofe, also (N3) ~ (Ng)? > (Ng),

ergibt mit
1 &+ (Ng)? 62
A, = or, + e { QB> (3.356)
NaVata ()
1 9 0 _ Ng) 6
_ A+ (e —a) (Vo) (3.357)
NaVetta (&)
1 1425V
_ Rl (VL) (3.358)
NaVesra c,

fiir einen geringen Anteil gebundener Liganden m%eb wieder Gl. 3.355, wohingegen die vollstan-
dige Bindung mit ¢, = 0 die Erstellung einer Bindungskurve allein aus der Autokorrelation

ermoglichen kénnte, wiirde dabei nicht stets auch 6 ~ 0 gelten.

Als einfacher und verlésslicher hat sich die direkte Nutzung der mittleren Fluoreszenzzéhlrate
in Kombination mit einer sorgfiltigen Kalibrierung tiber die mittlere molekulare Z&hlrate (siehe

Gl. 3.102) der markierten Liganden erwiesen:

(Fu()) = Nafia(cLmQur+onumiciQon) (3.359)
= Nafa@uv1BL (cnm + onmacs (Vi) o) (3.360)
92

= Na(n?) =22 (epm + oyl (NB) OinCa 3.361
A<77L> Do ( L, MYMEN (IVB) C) ( )
= Na(nf) Verra (xer.e) = (1 = Ca) anemuciy (Vi) Om) (3.362)

1 F,(t
= {Fa (1)) (3.363)

NaVetr,a XL (nT)

(i) = ) -0 ) oyt

In der vierten Zeile wurde Gl. 3.278 eingesetzt, um eine effektive molekulare Zahlrate zu defi-
nieren, welche die verringerte Helligkeit durch teilweise Bindung miteinbezieht. Hier bezeichnet
xfe:; den Anteil der markierten Liganden, die an Zielmolekiile gebunden sind.

Die Grofe () = anLﬁL% stellt die mittlere molekulare Zahlrate der freien Liganden dar
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geb

und muss in einem Kontrollexperiment gesondert ermittelt werden®. Dafiir kann Iy, Uber
Vet xUx (R*™) (R™) _ antmCa MRy (NB) Om (3.365)
Ve p2Up (R™) (R™H7) (cLom + anicYCa (VB) Om)
0 (Ng) 0
OéM'YMCM< 0B> m _ x%egl (3366)
XLYLC, ’

naherungsweise aus der Kreuzkorrelationsamplitude gewonnen werden, solange Sy = 1, anm =

. . o b b s
ay und ¢, nicht zu verschieden von eins ist?’. Solange 2% ~ zf* gilt, ist eine genauere

Bestimmung zudem mithilfe von Gl. 3.329 méglich.

89Im Idealfall geschieht dies anhand einer Probe méglichst genau bekannter Ligandenkonzentration. Ist dies, etwa
durch Verluste wiahrend der Priaparation, nicht moéglich, kann fiir 8r, = 1 einfach <178> = A, (F, (t)) verwendet
werden. Anderenfalls muss noch umgerechnet werden ausgehend von

R (Fu () = 7,101 Bu) + wfe] 222 = (o) (1 " 1VL;LL> |

9Der maximale relative Fehler der Ligandenkonzentration verringert sich um bis zu 40 Prozentpunkte gegeniiber
der Verwendung des unkorrigierten Wertes <nf>, wo er fiir vollstdndige Bindung am gréfiten ist und dort 1—¢,
betragt. Wird dagegen obige Néaherung eingesetzt, ergibt sich ein Maximum mit einem relativen Fehler von

1-¢, \2 . geb 1
<1+ca,) bei z1 = 176,
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4. Ein vesikelbasierter Kalibrationsstandard fur
die 2-Farben-
Fluoreszenzkreuzkorrelationsspektroskopie

4.1. Einleitung

Die Grundlage jeder quantitativen Auswertung einer Messung ist die genaue Kenntnis der Qua-
litdt der verwendeten Gerdte. Mogliche Abweichungen und Fehlerquellen miissen sorgsam erfasst
und, wo moglich, beseitigt werden. Ist eine Beseitigung nicht moéglich, bleibt nur die Einbeziehung
der Abweichung in die Theorie selbst. Im Falle der Fluoreszenzkreuzkorrelationsspektroskopie
mit zweil Farbkanélen (dcFCCS) ist, neben Ausdehnung und Form der molekularen Detekti-
onsfunktion (MDF') jedes einzelnen Farbkanals, vor allem auch die rdumliche Position beider
zueinander ausschlaggebend fiir die erreichbare maximale Kreuzkorrelation. Da in Kapitel 5 die
Bindungseigenschaften von Proteinen aus der Kreuzkorrelation bestimmt wird, wirkt sich eine
Verminderung selbiger verzerrend auf die ermittelten Werte aus und verringert den erreichbaren
Messbereich (in Form der minimalen messbaren Bindungsgrade) des Aufbaus.

Der Qualitatsfaktor £ als praktisch erreichbare Kreuzkorrelation relativ zum maximalen theore-

tischen Wert ergibt sich als theoretisches effektives Kreuzkorrelationsvolumen fiir ein ,,perfektes”

System Vig « relativ zum tatséchlichen Wert ‘A/éff’x 1,

QAlx Vﬂx
Q=_"=_2 4.1
Q[X V;eﬂ,x ( )

In Kapitel 4 wird aus Griinden der Praktikabilitat stattdessen ein Qualitdtsfaktor des Systems
definiert, der die gemessene Amplitude der Kreuzkorrelation relativ zur gemessenen Amplitude
einer Autokorrelation (hier rot r oder griin g) in Bezichung setzt zu den theoretisch zu erwar-

tenden Werten: A -
Q’(X/Ql(rvg) _ X(rvg)

U/Awg)  Xrg)

Dieser Ansatz ist dquivalent zu dem vorgenannten, solange keine Fehler in der Bestimmung der

Q(Lg) = (4.2)

effektiven Autokorrelationsvolumina entstehen.

Der wichtigste Faktor in Bezug auf die optische Qualitit eines FCS-geeigneten konfokalen Fluo-

reszenzmikroskops ist das Objektiv, welches sowohl einen beugungsbegrenzten Laserfokus er-

'Hierbei wéren beide MDFs perfekt konzentrisch iiberlagert und entspréchen in ihren Parametern den erwarteten
oder durch Kalibrierung festgestellten Werten.
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zeugt als auch, in Kombination mit einer Lochblende vor dem Detektor, ein in axialer Richtung
begrenztes Detektionsvolumen erzeugt und somit eine moglichst kompakte und gut definierte
MDF generiert. Fiir dcFCCS muss das Objektiv dasselbe leisten, allerdings fiir zwei verschiedene
Wellenlingen, die zusétzlich perfekt raumlich iiberlappende MDFs erhalten sollen?. Alternative
Ansétze hierzu verwenden etwa eine Zweiphotonenanregung ohne Lochblende oder regen meh-
rere Fluorophore mittels desselben Lasers an, was jedoch aus sich heraus noch keine perfekte
Uberlappung garantiert (HEINZE et al., 2000; HWANG et al., 2004; FOO et al., 2012). Selbst in
einem ,,perfekten” Aufbau ergibt sich schliellich noch die Problematik, dass schon ein einfacher
Wechsel des Objektives, selbst zwischen zwei nominell identischen Fabrikaten desselben Herstel-
lers, eine dramatische Anderung der erreichbaren relativen Kreuzkorrelation nach sich ziehen

kann, wodurch die Verfiligbarkeit einer einfachen Kalibrierprozedur umso wichtiger wird.

Die simple Feststellung der unvollstindigen Uberlappung in lateraler und axialer Richtung,
etwa durch Messung der Intensitdt beider Laser in Abhéngigkeit der Lochblendenposition bzw.
axialer Abrasterung einer zweifarbigen Membran (BACIA et al., 2007), zeigt zwar die Existenz
einer Abweichung auf, erlaubt aber noch keine Berechnung oder Korrektur der zu erwartenden
maximalen relativen Kreuzkorrelation. Hierzu wird eine Kalibrierprobe benétigt, an die eine

Reihe von Anforderungen zu stellen sind:

— ein bekannter und geniigend hoher Markierungsgrad in beiden Kanalen, welcher eine hohe

und verldssliche Kreuzkorrelation erzeugt

— keine Einfliisse photophysikalischer Effekte, die die Kreuzkorrelation verzerren, wie etwa
FRET

— ein vernachlédssigbarer Grad an Photobleichung
— eine einfache und reproduzierbare Herstellungsmethode oder langfristige Haltbarkeit
— die Moglichkeit einer einfachen Anpassung an verschiedene Anregungswellenlédngen.

Eine Probe mit genau bekannter theoretischer Kreuzkorrelation erlaubt die Verortung einer
gefundenen Abweichung zu einem perfekten System im optischen Aufbau, anstatt in der subop-
timal gewahlten Probe. Frithere Publikationen benutzten zu diesem Zwecke doppelt markierte
DNA, was aber spezifische Probleme mit sich bringt; insbesondere ist durch den komplexen
Markierungs- und Reinigungsprozess die Stochiometrie der Markierung nur unzureichend be-
kannt, die einzelnen Chargen untereinander zu variabel und die Probe zudem kostspielig. Kon-
strukte aus mehreren fluoreszenten Proteinen (FoO et al., 2012) wiederum sind in ihrem Einsatz
durch stérkeres Bleichen und unvollstéindige Reifung der Proteine mit fehlender Fluoreszenz ein-

geschrinkt.

Es wurden aus diesen Griinden kleine unilamellare Vesikel (engl. small unilamellar vesicles,
SUV) aus dem ungeséttigten Phospholipid DOPC eingesetzt, welches hierzu mit jeweils 0,025 %

zweier fluoreszenzmarkierter Lipidanaloga versetzt und durch Membranen mit einer Porengréfie

2Eine zusétzliche Schwierigkeit sind hierbei die widerspriichlichen Anforderungen an die verwendeten Wellen-
langen: Einerseits miissen sie weit genug voneinander entfernt sein, um sie durch dichroitische Spiegel und
Filter zu trennen und das Auftreten von FRET zu verringern, andererseits erhoht genau das die chromatische
Aberration, also die Verschiebung des Fokus’ einer Linse mit der Wellenldnge des Lichtes. Letzteres ist in den
hier eingesetzten apochromatischen Objektiven weitgehend korrigiert.
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von 50nm extrudiert wurde. Die so erhaltenen Vesikel weisen eine relativ schmale Groflenvertei-

lung und einen Radius deutlich unter dem der beiden MDFs auf®.

Die Verwendung von synthetischen Fluorophoren in einer Lipidmembran erlaubt eine einfache
Anpassung der spektralen Eigenschaften und Helligkeit der Probe, sowie die Verminderung von
FRET durch die wihlbare mittlere Entfernung der in der Membran verteilten Fluorophore. Die
Vesikelproben sind dariiber hinaus mehrere Wochen bei 4°C haltbar.

4.2. Grundlagen

Wie oben bereits beschrieben, wird hier der Qualitdtsfaktor aus den relativen Kreuzkorrelations-
amplituden X (r,g) Derechnet, welche unabhéngig sind von der Gesamtkonzentration der Vesikel
cy und aus einer Anpassung der in Gl. 3.157 gegebenen theoretischen F(C)CS-Kurven fiir eine
einzige diffundierende Komponente an die gemessenen Korrelationsdaten erfolgt?. Die Basis fiir
die weitere Berechnung bilden somit GIl. 3.108 fiir die Korrelationsamplituden einer Mischung
verschieden heller, unabhéngig diffundierender Teilchen, sowie Gl. 3.153 und 3.154 fiir die effek-

tiven Korrelationsvolumina im 3D-GAussmodell.

Selbst bei einer monodispersen Vesikelprobe verbleibt ein nicht vernachlassigbarer Einflussfaktor:
die stochastische Verteilung der Anzahl der auf einem Vesikel befindlichen Fluoreszenzfarbstoffe.
Diese kann unter der Annahme einer homogenen Verteilung des Farbstoffes auf die Vesikel als
eine Binomialverteilung (mit der Anzahl ,zu ersetzender” Lipide Np; und dem Markierungsgrad
X(r,g) @ls Wahrscheinlichkeit p einer solchen Ersetzung) modelliert werden, welche hier aufgrund
der verschwindend geringen Anzahl markierter Lipide als PO1sson-Verteilung (siche Gl. 3.36)

mit dem Erwartungswert
<N(I"7g)> = A(r,g) = X(r,g)NLi (43)
und der Varianz

o (N(r’g)) - <N(2r7g)> - <N(r7g)>2 = Ar,g) = X(r,g)VLi (4.4)

angenéhert wurde. Die Gesamthelligkeit eines Vesikels in einem der Kanéle wird (unter Ver-
nachlissigung von spektralem Ubersprechen, Energietransfer, Fluoreszenzldschung) schlieflich

als Summe der Helligkeiten aller Fluorophore der jeweiligen Farbe angenommen:
Qurg) = Nig)dre)- (4.5)

Die Polydispersitét der Vesikel erfordert nun eine weitere ,,Ebene der Zufilligkeit”, um sie in den

Amplituden zu beriicksichtigen: Ny; selbst folgt einer Verteilung® als Funktion des Vesikelradius

3Beide Effekte spielen gleichwohl eine nicht zu vernachlissigende Rolle, senken sie doch die mit einem optisch
perfekten System erreichbare Kreuzkorrelation um einige Prozent. In Abschnitt 3.4.7.4 werden die Fehler
der endlichen Vesikelgrofle theoretisch abgeschitzt und in Abschnitt 4.2 fiir den Effekt der Groflenverteilung
Korrekturmoglichkeiten aufgezeigt.

4Eine Beriicksichtigung photophysikalischer Phéinomene auf der Ebene der einzelnen Fluorophore ist hierbei
unnoétig, da sich deren Einfluss durch deren groBe Anzahl (/2 20 Stiick in beiden Farben) nahezu herausmittelt
(siehe GI. 3.136).

5Fin interessanter Aspekt ist hierbei die Verkniipfung der vorher unabhingigen ZufallsgroBen Ng und N;. Diese
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ry — von der aber nur die ersten beiden Momente benétigt werden — und damit gilt auch
Ay eg) ~ T (V).
Unter Beriicksichtigung aller angesprochenen Mittelungen und dem Kiirzen der molekularen

Helligkeiten g, ) reduziert sich Gl. 4.2 mit

o _ 1 <N(2r,g)> _ 1 <)‘7"V7(1"7g)> + <>\72“v,(r,g)> (4 6)
(r,8) cvINA Vs (r,g) <N(r,g)>2 cvINA Vg (r,g) <)‘rv,(r,g)>2 |
o _ 1 (NN, 1 Ary gAry.r) (4.7)

CVNA‘/eH,X <Ng> <Nr> B CVNA%H,X <)\rv,g> <)\rv,r>

und fiir den hier verwendeten Spezialfall x; = x, auf

X(ng) _ X Veff,x <)\rv> + <)\72”v>
Xeg e (2,)

V:sﬂ”,x 1+ Ar‘v,(r,g)
r,g) ‘/eﬂ",( \ )

T‘V,(I‘,g)

r,g)

wobei die letzte Naherung fiir nahezu monodisperse Vesikelproben und auch fiir x, # x. gilt.

Die Bestimmung von A, (;4) erfolgt iiber den Radius der Vesikel — berechnet mittels der Dif-
fusionszeit und der STOKES-EINSTEIN-Gleichung (Gl. 3.48) — und mit dem aus der Literatur
bekannten Volumen (KUCERKA et al., 2005) eines Lipidmolekiils Vi; = 1,303 nm?. Das Vesikel
wird hierbei als Kugelschale mit einer Dicke dy = 3,89nm (KUCERKA et al., 2009) entsprechend
einer Lipiddoppelschicht modelliert:

Ar (r¥dy + rydy + 43, /3)

ATVv(rvg) VLI X(r,g)'

(4.9)

Ist der Einsatz geniigend hoher Markierungsgrade moglich oder werden geniigend grofie Vesikel

eingesetzt, so geht Gl. 4.8 mit A, ;4 > 1in Q4 ~ X(r,g) V‘f:ff”‘) iiber, sodass nach GI. 4.11
e, (r,g

allein die FCCS-Messungen an den Vesikeln geniigen und eine externe Referenz {iberfliissig wird.

Das ideale Vi x muss vorher zusétzlich aus den Groéflen der beiden einzelnen Foki ermittelt
werden (siehe Gl. 3.153 und 3.154), wobei entweder zwei verschiedene Referenzfarbstoffe mit
bekannten Diffusionskoeffizienten Anwendung finden koénnen oder, wie hier ein einziger Farb-
stoff in Kombination mit der zweifarbigen Probe selbst. Da die Vesikel in beiden Farbkanélen
verschiedene Diffusionszeiten aufweisen, aber natiirlich nur iiber einen einzigen Diffusionskoef-

fizienten verfiigen, erlaubt dies eine einfache Berechnung des Verhéltnisses der beiden lateralen

2
g _ ADWye  [wiye (4.10)
TDr 4Dw)2(y,r Wy,

Tatsédchlich geniigt die Kenntnis von

2
Vettx _ o-3/2 (1 + TDJ) <1 L5 TD’r> (4.11)

2
Vest g SgTD,g

Fokusradien:

sind durch die identische Abhéngigkeit von Ni; nun korreliert: (NgN;) # (Ng) (V).
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Abbildung 4.1.: Aus DLS-Messungen bestimmte Grofienverteilung der in Abb. 4.3 verwendeten Vesikel.
Die gestrichelte Linie gibt den Mittelwert an.

bzw. die entsprechende Gleichung mit Vg, fiir die Berechnung von 9, o). Allein fiir die Ermitt-
lung von ry aus 7p (;4) nach Gl. 3.155 wird das absolute Korrelationsvolumen und damit der
bekannte Diffusionskoeffizient eines Farbstoffs benétigt. Die Strukturparameter S(, o) werden
aus der Anpassung von Gl. 3.157 an die Messungen zweier verschiedener Farbstoffe gewonnen,

deren Diffusionskoeffizient jedoch keine Rolle spielt.

Zuletzt soll eine Methode vorgestellt werden, mit deren Hilfe das Vorliegen einer nicht-idealen
Uberlappung der Foki schnell und ohne gréfiere Berechnungen festgestellt werden kann: Die
Diffusionszeit der Kreuzkorrelationskurve ergibt sich fir das 3D-Gaussmodell nach GI. 3.156

als arithmetisches Mittel der Diffusionszeiten der einzelnen Kanéle:

2 2
7. — 1 wxy7g —"_ wXY7r J— TD,g + 7_]D7r
Dy = — = .
4D 2 2

(4.12)

Der gemessene Wert 7p y sollte folglich genau zwischen 7p, und 7p, liegen. Eine groere Ab-

weichung deutet auf eine ungeniigende Uberlappung hin.

4.2.1. Berechnung der Polydispersitat

Kann die Verteilungsbreite der Vesikelradien nicht mehr vernachlissigt werden (eine beispiel-
hafte DLS-Messung ist in Abb. 4.1 gezeigt), so sind verschiedene Methoden diese einzubeziehen
denkbar: Die Verteilung kann direkt aus einer Messung, etwa mittels dynamischer Lichtstreu-
ung (DLS), ermittelt und (A, ) sowie (A, )? berechnet werden®. Steht diese externe Information
nicht zur Verfiigung, kann fiir x, = X, und bei genauer Kenntnis der Gesamtkonzentration der

Farbstoffe cp = (A, ) cv auch auf die Autokorrelationsamplitude zuriickgegriffen werden. Aus

5Dabei ist zu beachten, dass in den hier verlangten Erwartungswerten implizit eine ungewichtete Vorgehenswei-
se angenommen wurde, im Gegensatz etwa zum ,rohen” Ergebnis einer DLS-Messung, welche eine mit der
Streuintensitat der jeweiligen Vesikel gewichtete Verteilung liefert. Deren komplexe Abhéngigkeit vom Radius
muss gerade bei breiten Verteilungen und grofien Vesikeln unbedingt einbezogen werden (PENCER et al., 2003).
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Abbildung 4.2.: Relativer Fehler in X(, ;) bei Verwendung der Néherung (A2 ) / (A, ) & Az, als Funkti-
on von Mittelwert und Variationskoeffizient der Anzahl Fluorophore auf einem Vesikel.
Der Markierungsgrad  entspricht hier =~ 0,02% und hat einen vernachlissigbaren
Einfluss bei Konstanthaltung der anderen Grélen. Die Doppelschicht wurde unter Ver-
nachléassigung ihrer endlichen Dicke als zwei identische Kugeloberflachen behandelt mit
einer Fliche pro Lipidmolekiil von Ap; = 0,67 nm?, womit sich die mittleren Radien
der Vesikel hier zu rv ~ 20nm — 200nm ergeben. 7p wurde als Halbhohenwert der
mit dem Produkt aus A2 (ry) und Wahrscheinlichkeitsdichte gewichteten und iiber die

_(nry—(rv))?
logarithmischen Normalverteilungen P (rv) = (27r3o0? (rv)) V270N inte-

grierten Autokorrelationskurven ermittelt.

Gl. 4.6 folgt

(M)

AoV Na Vet (rg) (Arv) = Uerg)oF ) Na Vet () = 14 753 (4.13)
TV
und damit unmittelbar
3 Vﬁx 1
Qiroy = Xip St 1+ . 4.14
B8 T OV () ( A(r,g)CF, (r.0) VA Vet (r.g) — 1> (419

Als simple und dennoch verléssliche Alternative hat sich die Verwendung des unkorrigierten
Wertes 7y (gewonnen aus der Diffusionszeit in einem der beiden Kanile) in Gl. 4.9 erwiesen.
Simulationen mit logarithmischen Normalverteilungen, welche den empirisch gefundenen Radi-
enverteilungen vergleichbar sind, bestitigen die geringe Abweichung zwischen der Verwendung

von Az, und <)\$V> / (Ary) flir einen weiten Parameterraum (siehe Abb. 4.2).

Neben dem Einfluss der Polydispersitét selbst kann mit dem mittleren Radius aus Abb. 4.1 zu-
sdtzlich derjenige der realen Ausdehnung der Vesikel auf die Amplitude iiberpriift werden. Unter
Bezug auf die fiir verschiedene Fokusmodelle in Abschnitt 3.4.7.4 durchgefithrten Rechnungen

fiir Hohlkugeln erhélt man fiir einen mittleren Vesikelradius von 34 nm und einen Fokusradius
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von mindestens 216 nm (siche Tabelle 4.1) eine Verzerrung von unter 5 %, welche sich durch die

Verhéltnisbildung im Qualitédtsfaktor weiter reduziert und hier nicht weiter berticksichtigt wird.

4.2.2. Einfluss auf Bindungsexperimente

Zur Illustration des Einflusses des Qualitdtsfaktors auf Bindungsexperimente wird noch die

Bestimmung der Dissoziationskonstante einer 1:1-Bindung aus dcFCCS-Messungen behandelt:

Man erhélt durch Reduktion von Gl. 3.109 auf den Fall von nur griin markierten (Konzentration
frei

clel) nur rot markierten (Konzentration cli*!) und griin-rot markierten Teilchen (Konzentration

crg) mit den Gesamtkonzentrationen

C(()R’G) = C?ETG) + cra, (4.15)
den Bindungsgraden
CRG
Or,q) = 0 (4.16)
R,G)

und der Dissoziationskonstante (siehe Gl. 3.247)

T (1 86) (1— 0n) &

Kn = — 4.17
P CRG Or (4.17)

zunachst 0

CRG R
A _ = = 4.18
XD =D, (4.18)
und mit GI. 4.1 schlie3lich

Or,c) = Qr.c) (4.19)

und
Kp  (1-190c) (1 - Q6r)
Kp Q1 -6g)(1-6r)’ (420

4.3. Experimente

4.3.1. Materialien

Die Lipide 1,2-Dioleyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DOPC) und 1,2-Dilauroyl-sn-glycero-3-phos-
phocholin (DLPC) wurden von der Firma Avanti Polar Lipids (Alabaster, Alabama, USA), die
Farbstoffe 1,1’-Dioctadecyl-3,3,3’,3’-tetramethylindodicarbocyanin (DiD-Cig), 3,3’-Dioctadecyl-
oxacarbocyanin (DiO-Cyg), 2-(4,4-Difluoro-5,7-dimethyl-4-bora-3a,4a-diaza- s-indacene-3-dodeca-
noyl)-1-hexadecanoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (5-BODIPY FL C;5-HPC), Alexa Fluor 488
Hydrazid und Alexa Fluor 633 Hydrazid von der Firma Invitrogen (Carlsbad, Kalifornien, USA)
und das Chloroform von der Firma Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) bezogen.

Fiir die Vesikelextrusion wurden spurgeitzten Polycarbonatmembranen mit 50 nm Porendurch-

messer von der Firma Whatman (Maidstone, UK) eingesetzt.
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KALIBRATIONSSTANDARD FUR DCFCCS 4.3.2. Geréte

Die verwendeten Deckgliaser der Firma Gerhard Menzel (Braunschweig, Deutschland) besaflen

die Starke Nr. 1,5 und wiesen somit eine Dicke von im Mittel 170 pm auf.

4.3.2. Geridte

Die Vesikelextrusion erfolgte in einem mini-extruder der Firma Avanti Polar Lipids (Alabaster,
Alabama, USA).

Die DLS-Messungen wurden an einem Zetasizer Nano S der Firma Malvern (Herrenberg, Deutsch-
land) durchgefiihrt.

Alle dcFCCS-Experimente wurden an einem Laserrastermikroskop der Marke LSM 710 mit
FCS-Funktionalitat (ConfoCor 3) der Firma Carl Zeiss (Jena, Deutschland) durchgefiihrt. Die
Anregung erfolgte mit einem Argon-lonenlaser der Wellenldnge 488 nm und einem Helium-Neon-
Laser der Wellenldnge 633 nm, welche tiber einen dichroitischen Spiegel (Reflexion bei 488 nm,
561nm und 633nm) als Hauptstrahlteiler eingekoppelt wurden. Das Fluoreszenzlicht wurde
durch dasselbe Objektiv (C-Apochromat 40x mit NA = 1,2) eingesammelt, tiber eine qua-
dratische Lochblende (Durchmesser 40 pm) dessen Konfokalitit sichergestellt und mittels eines
dichroitischen Strahlteilers bei 635 nm aufgetrennt und iiber Farbfilter (ein Bandpass-Filter von
505 nm bis 610 nm und ein Langpass-Filter ab 655 nm) auf zwei Detektoren (APDs) geleitet.

4.3.3. Praparation

DOPC in chloroformischer Losung wurde in definierten Volumina mit den methanolischen Lo&-
sungen der Farbstoffe in einem Glasflaschchen vermischt und das Losungsmittel unter einem
Stickstoffstrom abgezogen. Die getrockneten Mischungen wurden mit Reinstwasser rehydrati-

siert und 21 Mal durch zwei Membranen extrudiert.

4.3.4. Messungen

Die dcFCCS-Messungen erfolgten bei einer Temperatur von zirka 24°C und umfassten jeweils
zehn Einzelmessungen a 60 s in einem Tropfen der Vesikelldsung auf einem Deckglas. Die Auto-
und Kreuzkorrelationskurven wurden in dem Programm ZEN 2009 von Carl Zeiss (Jena, Deutsch-
land) berechnet und in dem Programm OriginPro 8 der Firma OriginLab (Northampton, Massa-

chusetts, USA) ausgewertet.

4.4. Ergebnisse und Diskussion

4.4.1. Kalibrierung

Die FCS-Messungen des freien Farbstoffs Alexa Fluor 488 Hydrazid (griiner Kanal, Anregung

mit einer Wellenldnge von 488 nm) zur Bestimmung des Fokusradius wurden mit einem Wert des

Diffusionskoeffizienten von Dajexasgs = 435 1m?s™! aus der Literatur (PETRASEK et al., 2008)
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4.4.2. Vergleich dreier Objektive KALIBRATIONSSTANDARD FUR DCFCCS

‘ TD,g / ns ‘ Wxy,g / nm ‘ V;aff,g / llmg ‘ TD,r / ns ‘ Wxy,r / nm ‘ Veﬁ,r / pm3

Objektiv 1 27,1 217 0,34 425 260 0,59
Objektiv 2 27,9 220 0,36 422 263 0,61
Objektiv 3 26,7 216 0,33 43,3 258 0,57
Tabelle 4.1.: Optische Parameter der hier untersuchten Objektive des Typs C-Apochromat 40x mit
NA =1,2.
10 Objektiv 1 75 10 Objektiv 2 :f {1 1of Objektiv 3 —

10 10° 10 107 10?2 10" 10° 10 10° 10 107 102 10" 10°
7/s 7/s 7/s

Abbildung 4.3.: Experimentelle dcFCCS-Kurven von einer der zweifarbigen DOPC-Vesikelproben, ge-
messen an den drei untersuchten Objektiven. Die Autokorrelationskurven sind in griin
bzw. rot dargestellt, die Kreuzkorrelationskurve in schwarz. Aufgrund der hohen mole-
kularen Zahlrate der einzelnen Vesikel gibt es kaum sichtbares Rauschen in den Kurven.
Die hohen relativen Kreuzkorrelationsamplituden des besten Objektives 1 im Vergleich
zum schlechtesten Objektiv 3 sind deutlich sichtbar.

ausgewertet und daraus, sowie aus dem Strukturparameter (in beiden Kanélen ndherungsweise
identisch mit S = 6, im roten Kanal mit einer Anregung mit einer Wellenldnge von 633 nm und
Alexa Fluor 633 Hydrazid bestimmt) und dem Verhéltnis der Diffusionszeiten der Vesikel in
beiden Kanélen (berechnet mit dem Objektiv mit dem hochsten Qualitédtsfaktor zu %:; = 1,43),
die Fokusradien und -volumina beider Kanéle berechnet (siche Tabelle 4.1).

Man erkennt eine sehr gute Ubereinstimmung aller Parameter zwischen den einzelnen Objek-
tiven, was die hier vorausgesetzte Unabhingigkeit der Qualitéit der Uberlappung der Foki von
der Qualitéit der einzelnen Foki unterstiitzt. Fiir die weiteren Berechnungen wurden die Radien
der Vesikel aus den Diffusionszeiten des griinen Kanals sowie fiir wyy ¢ der Wert des ,besten”
Objektives, Nummer 1, gewahlt. Die fiir die Bestimmung von A, nach Gl. 4.9 nétigen tibrigen

Parameter wurden zu T'= 297,15K, n = 0,91 mPas, xg = xr = 0,025 % festgelegt.

4.4.2. Vergleich dreier Objektive

Hier wurden bei drei Objektiven des selben Typs mit mehreren Praparationen der oben be-
schriebenen SUVs dcFCCS-Experimente durchgefiihrt (siehe Abb. 4.3), um ihren individuellen
Qualitéatsfaktor zu ermitteln. Die Korrelationsamplituden und anderen Messgréflen aller Objek-
tive, welche in diese Berechnung eingeflossen sind, finden sich in Tabelle 4.2. Man erkennt neben
der deutlich verschiedenen Qualitdt der drei Objektive auch gut den bei Gl. 4.12 dargelegten
Zusammenhang zwischen Qualitdtsfaktor und Diffusionszeit der Kreuzkorrelationskurve relativ

zur erwarteten Zeit (7p /7). Das deutlich schlechtere Objektiv 3 weist einen rund 30 % erh6h-
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KALIBRATIONSSTANDARD FUR DCFCCS 4.4.3. Reproduzierbarkeit

Objektiv 1 | Objektiv 2 | Objektiv 3
Ay 0,93 0,88 1,04
A, 0,52 0,51 0,59
Ay 0,58 0,54 0,45
X, 0,62 0,61 0,43
X, 1,12 1,06 0,76
X, 0,70 0,71 0,69
X, 1,19 1,21 1,19
Qg 0,90 0,84 0,65
Q, 0,93 0,89 0,63
Q 0,92 0,86 0,64
D,g/ MS 2,0 2,3 1,9
b,/ Ms 2,9 3,2 2.8
T.x/ S 2,6 3,0 3,1
D/ TDx 1,04 1,07 1,29
7y/ nm 41 47 39
Ay 14 19 13

Tabelle 4.2.: Fiir die drei untersuchten Objektive an zweifarbigen DOPC-Vesikelproben (je 0,025 % (-
BODIPY FL Cq19-HPC und DiD-Cqg, Lipidkonzentration0, 25 mmol/L) bestimmte Mess-
groflen der dcFCCS-Experimente. Die Rechnungen wurden jeweils mit den exakten Wer-
ten durchgefithrt und fiir die Tabelle gerundet. Die Lipidkonzentration betrug jeweils
0,25 mmol/L und die Farbstoffe 8-BODIPY FL Cq19-HPC und DiD-Cjg wurden zu je
0,025 % eingesetzt.

ten Wert der letzteren Grofle auf. Die aus den Diffusionszeiten des griinen Kanals errechneten
Vesikelradien stimmen sehr gut untereinander iiberein, insbesondere da es sich jeweils um ei-
ne Mittelung iiber verschiedene Vesikelpraparationen handelt. Ein Vergleich der Messwerte bei

Verwendung einer einzigen Priaparation ist in Tabelle A.2 zu finden und bestétigt diesen Befund.

4.4.3. Reproduzierbarkeit

Fiir das Objektiv mit dem hochsten Qualitdtsfaktor wurden zudem aus insgesamt 19 unabhéngi-
gen Préparationen die Schwankung der berechneten Parameter bestimmt. Der aus den relativen

Amplituden beider Farbkanéle gemittelte Qualitdtsfaktor

Qr+Qg

0 = 4.21
q==] (121)
zeigte einen Variationskoeffizient von lediglich 1,1% und belegt damit die hohe Genauigkeit
und Wiederholbarkeit der Methodik”. Auch das als Indiz fiir ungeniigende Uberlappung der
Foki dienende Verhéltnis 7p x/7p x weist einen Variationskoeffizienten von nur 1,8 % auf. Die

Mittelwerte und Standardabweichungen aller relevanten Messwerte befinden sich im Anhang
ALl

"Die geringe Variation ist hier die Folge der sehr prizisen Priparation von Vesikeln, sowohl in Bezug auf ihre Gré-
Benverteilung als auch auf ihren Farbstoffgehalt. Eine wichtige Voraussetzung sind die Wahl eines geeigneten
Lipids sowie optimierte Bedingungen bei der Extrusion.
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4.4.4. Lipidvariation KALIBRATIONSSTANDARD FUR DCFCCS

1,5 1

1,0 1

G(9)

0,51

0’0 1 1 1 1 O’O L L Il 1
107 10 10* 107 102 107! 10° 10 107 10 103 102 107! 10°
/s /s

Abbildung 4.4.: Vergleich von dcFCCS-Experimenten an zweifarbigen Vesikelproben (je 0,05% 3-
BODIPY FL Cq19-HPC und DiD-Cqg, Lipidkonzentration0,25mmol/L) aus DLPC
(links) und DOPC (rechts). Die Autokorrelationskurven sind in grin bzw. rot dar-
gestellt, die Kreuzkorrelationskurve in schwarz.

4.4.4. Lipidvariation

Um einen Einfluss des Lipides auf die Messergebnisse zu tiberpriifen bzw. ausschlieen zu koén-
nen, wurden weiterhin Vesikel aus dem deutlich kiirzerkettigen, geséttigten Phospholipid DLPC
hergestellt und gleichartige Experimente daran durchgefithrt. Abb. 4.4 zeigt die weitgehende
Ubereinstimmung der Korrelationskurven fiir beide Lipide. Die daraus berechneten Qualitéits-
faktoren (fiir Objektiv 1) sind mit Q = 0,91 fiir DLPC und Q = 0,90 fiir DOPC im Rahmen

der Messgenauigkeit ebenfalls ununterscheidbar.

4.4.5. FRET

Zur Demonstration der in Gegenwart von FRET auftretenden Abweichungen wurden Messungen
mit einer weiteren Farbstoffkombination durchgefithrt (DiD-C;g mit DiO-C;g anstatt DiD-Cyg
mit S-BODIPY FL C;2-HPC), welche vermittels ihrer grofleren rdumlichen Néhe in der Li-
pidmembran (DiD-Cjgund DiO-Cjg sind im Bereich der hydrophilen Kopfgruppen lokalisiert,
B-BODIPY FL C;2-HPC hingegen im hydrophoben Kettenbereich) und ihrer giinstigeren Aus-
richtung der entsprechenden Ubergangsdipolmomente zueinander (parallel zur Membran bei
DiD-Cygund DiO-Cjys, senkrecht dazu bei 5-BODIPY FL C;2-HPC) eine hohere FRET-Effizienz
aufweisen. Wie aus Abb. 4.5 ersichtlich, fithrt diese Konstellation zu einer Vertauschung der re-
lativen Lage der Korrelationskurven, sodass beide Werte fiir X(ng) < 1 und sich ohne weitere
Korrektur unsinnige Qualitatsfaktoren ergeben (Qg = 1,23 und Q, = 0,69).

Der Grund fiir die Verdnderungen in den Amplitudenwerten ist in der durch die intrinsisch
zuféllige Umverteilung von Helligkeit zwischen den beiden Kanélen begriindete zusétzliche Va-
riabilitdt des Systems zu finden. Diese beeinflusst die Varianz der Helligkeit der Vesikel in jedem
einzelnen Kanal sowie die Kovarianz zwischen den Kanélen und damit gleichfalls die Korrelati-

onsamplituden.
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KALIBRATIONSSTANDARD FUR DCFCCS 4.4.6. Einfluss der Messzeit
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Abbildung 4.5.: Vergleich von dcFCCS-Experimenten an zweifarbigen DOPC-Vesikelproben (je 0,05 %
DiO-C1g und DiD-Cqg, Lipidkonzentration0, 25 mmol/L). Die Autokorrelationskurven
sind in griin bzw. rot dargestellt, die Kreuzkorrelationskurve in schwarz.

Fir die praktische Anwendung des Systems als Kalibrierstandard ist folglich unbedingt auf die
Minimierung von FRET zu achten. Eine Moglichkeit dies zu kontrollieren stellt beispielsweise die
Untersuchung von Vesikeln verschiedener Markierungsgrade x(;q) dar, welche in Anwesenheit
von durch FRET eingebrachten Verzerrungen eine systematische Abhéngigkeit der ermittelten
Qualitdtsfaktoren zeigen. Die Ursache ist die, bei vernachléssigbarer Interaktion der Farbstoffe in
der Membran, mit sinkendem Markierungsgrad zunehmende mittlere Entfernung der Farbstoffe

voneinander und damit einhergehend eine abnehmende FRET-Effizienz.

4.4.6. Einfluss der Messzeit

Sowohl die Streuung der Amplitudenmesswerte als auch ihre etwaige Verzerrung hingen von der
Messzeit der F(C)CS-Experimente ab. In potentiell heterogenen Vesikelproben gilt dies umso
mehr, da eine korrekte Mittelung {iber alle Vesikelhelligkeiten und damit auch -radien die Passage
einer reprasentative Stichprobe aller verschiedenartigen Teilchen durch den Fokus voraussetzt.
Groflere und damit langsamer diffundierende Teilchen wie Vesikel erfordern zudem fiir die gleiche

Anzahl an Passagen eine abermals langere Messzeit.

Beispielhaft wurden daher die Autokorrelationsamplituden und Diffusionszeiten von Proben klei-
ner, homogener Teilchen (hier wéssrige Losungen von Alexa Fluor 488 Hydrazid und Alexa Fluor
633 Hydrazid fir den griinen bzw. roten Kanal) mit denen von zweifarbigen Vesikeln bei ver-

schiedenen effektiven Messzeiten® verglichen (sieche Abb. 4.6).

Man erkennt eine Verzerrung der Amplitude der Vesikelprobe hin zu kleineren Werten bei kurzen
Messzeiten, da der Einfluss von wenigen groflen und damit hellen und stark in der Korrelations-
amplitude gewichteten Teilchen erst in sehr langen Messungen vollstiandig zur Geltung kommt.

Durch die Normierung auf die mittlere Helligkeit (sieche Gl. 3.74) rufen die hellen Teilchen, so-

8Es wurde jeweils dieselbe lange Messung verwendet, aber diese in eine Anzahl verschieden grofier Intervalle
zerlegt und einzeln korreliert und die FCS-Parameter von diesen bestimmt. Daraus ergaben sich ebenfalls die
Variationskoeffizienten.
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4.4.7. Einfluss auf Bindungsuntersuchungen KALIBRATIONSSTANDARD FUR DCFCCS
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Abbildung 4.6.: Vergleich des Einflusses der Messzeit auf Verzerrung (obere Reihe) und Variationskoef-
fizient (untere Reihe) der Amplituden (durchgezogen) und Diffusionszeiten (gestrichelt)
in FCS-Experimenten an zweifarbigen DOPC-Vesikelproben (rechte Spalte, je 0,025 %
B-BODIPY FL C19-HPC und DiD-Cqg, Lipidkonzentration0, 25 mmol/L) und freien
Farbstoffen (linke Spalte, griiner Kanal Alexa Fluor 488 Hydrazid und rechter Kanal
Alexa Fluor 633 Hydrazid). Man beachte die unterschiedlichen Skalen zwischen Vesi-
keln und Farbstoffen sowie der Bezug der Parameter zur Berechnung der Verzerrung
auf verschiedene Zeitpunkte.

lange sie in kurzen Segmenten der Messung vereinzelt vorliegen, keine hohere Amplitude hervor.
Erst in Kombination mit den dunkleren Teilchen steigt die Varianz der detektierten Helligkeit

relativ zu deren mittlerem Wert und damit auch die Amplitude.
Der Variationskoeffizient der Parameter verlauft hingegen fiir beide Proben sehr &hnlich, einzig

der absolute Wert ist fiir die Vesikelprobe hoher, da deren langsamere Diffusion eine kleinere

Anzahl von Fokuspassagen bedingt, iiber die gemittelt werden kann.

4.4.7. Einfluss auf Bindungsuntersuchungen

Die grofie Streuung der Qualitédtsfaktoren der drei Objektive (Q = 0,64 — 0,92) belegt anschau-
lich die Wichtigkeit der vorgestellten Prozedur: Berechnete man die Dissoziationskonstante einer

1:1-Bindung aus der unkorrigierten Kreuzkorrelationsamplitude und den beiden Autokorrela-
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KALIBRATIONSSTANDARD FUR DCFCCS 4.4.8. Eigener Beitrag

tionsamplituden einer einzelnen Probe (siche Gl. 4.20), so wiichse der relative Fehler in der
Dissoziationskonstante in erster Naherung mit der inversen optischen Qualitit des Aufbaus?:
Kp 1
— X . 4.22
% < 90 (4.22)
Der Fehler ist minimal bei verschwindendem Anteil gebundener Teilchen und steigt mit zuneh-
mendem Bindungsgrad stark an. Liegen etwa beide Bindungspartner je zur Hélfte in gebun-
dener Form vor, so erhdlt man fiir das Objektiv mit dem schlechtesten Qualitatsfaktor bereits
eine dreifach erhohte Dissoziationskonstante. Soll die Stérke einer Bindung besser als auf ei-
ne Groéfenordnung bestimmt werden, ist folglich eine vorherige Messung des Qualitétsfaktors
unumgénglich.
Die hier dargelegte Methodik zur Korrektur einer verringerten Kreuzkorrelation bei dcFCCS-
Experimenten ist somit sowohl reproduzierbar und experimentell wenig aufwendig als auch un-

abdingbar fiir eine exakte Untersuchung von Bindungszusammenhéngen.

4.4.8. Eigener Beitrag

Der Autor wirkte an der Entwicklung der Auswertungsmethodologie, der Datenanalyse und der

Publikation der Ergebnisse (siehe WERNER et al., 2018) in einer Fachzeitschrift mit.

9Dies steht im Kontrast zu den in Kapitel 5 untersuchten Titrationen mit einer Anpassung der Dissoziati-
onskonstante an eine groflere Zahl von Messpunkten mit unterschiedlichen Konzentrationsverhéltnissen der
Bindungspartner. Der Einfluss des Qualitédtsfaktors ist entlang dieser Kurve nicht konstant und wahrend die
Hohe der Titrationskurve proportional zu £ sinkt, verschiebt sich die Kurve maximal um die halbe Konzen-
tration des konstantgehaltenen Bindungspartners. Die scheinbare Dissoziationskonstante als Wendepunkt der
Kurve folgt damit KD = Kp + 159 cp, was sich daraus ergibt, dass fiir cgd = Kp genau die Hilfte aller
Bindungspartner besetzt ist (cp = et 4 %CB). Zusétzlich wird am Wendepunkt die Kurve mit sinkendem £
auch steiler, wobei auch dieser Effekt umso ausgepréagter ist, je kleiner das Verhéltnis Kp/cg ist.

116



5. 2-Farben-
Fluoreszenzkreuzkorrelationsspektroskopie
zur Analyse der Proteinbindung an
Lipidvesikel

5.1. Einleitung

Ein quantitatives Verstdndnis der Bindung von Proteinen an Lipidmembranen ist unerlasslich
fiir die Untersuchung biologischer Prozesse wie auch die Entwicklung von Medikamenten, welche
oftmals diese Prozesse beeinflussen sollen. Ein vielseitiges Modellsystem sind hierbei die schon
in Kapitel 4 vorgestellten kleinen unilamellaren Lipidvesikel (SUVs). Obgleich eine Reihe von
Messtechniken auf dieses System anwendbar ist, fehlt bisher eine Methode, die alle folgenden

Vorzige in sich vereint:
— quantitative und spezifische Bestimmung von Bindungsaffinitdten
— Messung unter Gleichgewichtsbedingungen
— Verwendung frei beweglicher Teilchen ohne stérende Tragerstrukturen
— FErstellung von Titrationskurven ohne vorherige Spezifikation eines Bindungsmodells
— nur geringe Probenmenge vonnéten.

FCS erfiillt als Fluoreszenztechnik bereits aus sich selbst heraus die Anforderungen hoher Spezifi-
tat und Empfindlichkeit durch selektive Markierung von Bindungspartnern und erlaubt durch die
Verwendung konfokaler Lasermikroskope ein extrem kleines Probenvolumen von wenigen Mikro-
litern. Unter optimalen Bedingungen (helle Fluorophore, homogene Probe, etc.) geniigt zudem
eine Messzeit von wenigen Sekunden bis Minuten zur Aufnahme eines Datenpunktes. Neben
frei diffundierenden Vesikeln kénnen auch (nahezu) planare Membransysteme eingesetzt wer-
den, etwa in Form von riesigen unilamellaren Vesikeln (engl. giant unilamellar vesicles, GUV),
Monoschichten auf einer Filmwaage (siehe auch Kapitel 6) oder gestiitzten Lipiddoppelschich-
ten. Diese konnen den Nachteil aufweisen, dass einerseits die Diffusion membrangebundener und
freier Spezies zugleich in der Messung auftaucht, andererseits die relative Lage des Laserfokus
zur Membran beriicksichtigt werden muss, um keinen verfilschten Bindungsgrad zu erhalten.
Eine Ubersicht der moglichen Konfigurationen von F(C)CS-Messungen und der hier konkret
verwendeten gibt Abb. 5.1.

Die Bindung von Proteinen und anderen Biomolekiilen wurde bereits Anfang der 1990er Jah-
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BINDUNG AN VESIKEL 5.1. Einleitung
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Abbildung 5.1.: Mdgliche Konfigurationen zur Durchfithrung von F(C)CS-Messungen an membranbin-
denden Proteinen.
A: Bindung markierter Proteine an eine unmarkierte planare Membran.
B: Wie A, jedoch ermdéglicht die zusédtzlich markierte Membran die Nutzung der Kreuz-
korrelationsamplituden.
C: Bindung markierter Proteine an frei diffundierende unmarkierte Vesikel.
D: Wie C, jedoch mit markierten Vesikeln zur Nutzung der Kreuzkorrelationsamplitu-
den.
E: Konkrete Anwendung der Konfiguration D in dieser Arbeit. Zur Verdeutlichung
wurden Abstandshalter und zweites Deckglas zur Vermeidung von Verdunstung wegge-
lassen.

re unter Ausnutzung ihrer Diffusionseigenschaften mittels FCS-Messungen untersucht (EIGEN
et al., 1994). In diesen Experimenten wurden die Veranderung der Diffusion eines Bindungspart-
ners untersucht, welche sich durch die Bindung an ein anderes Teilchen ergibt. Im Idealfall ist
dieses Teilchen deutlich grofler als der fluoreszenzmarkierte Partner, sodass sich eine gentigend
grofle Erhohung der Diffusionszeit mp ergibt. Eine Verlangsamung der Diffusion kann nun nicht
allein durch eine Bindung an den zu untersuchenden Bindungspartner verursacht werden, son-
dern auch durch jeglichen anderen Prozess, der zu einer Verdnderung von Grofle oder Form des
markierten Teilchens fithrt, z. B. Aggregation von Proteinen oder Verformung von Vesikeln. Die-
se fehlende Spezifitit in Bezug auf das eigentliche Bindungsereignis kann so zu einer Verzerrung

der erhaltenen Parameter fithren.

Da stets gebundene und ungebundene Teilchen nebeneinander vorliegen, ist die sich ergebende
FCS-Kurve eine Uberlagerung aus langsamer und schneller Diffusion, die eine Anpassung mit
zwei Komponenten notig machen, um den jeweiligen Anteil zu bestimmen. Wenn sich die Diffu-
sionszeiten vor und nach Bindung nicht sehr deutlich unterscheiden (kleiner als ein Faktor von
zehn), flieBen die FCS-Kurven beider Komponenten ineinander und die Bestimmung wird in
Anwesenheit von Rauschen schwierig (sieche auch WOHLAND et al., 2001). Meist wird in diesem
Fall mp fiir eine oder beide Komponenten auf einen separat bestimmten Wert festgelegt, um die

Anzahl der freien Parameter zu verringern'.

'Da sich die Diffusionszeit eines Vesikels, beispielsweise durch einen Mantel gebundener Proteine oder eine
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5.2. Grundlagen BINDUNG AN VESIKEL

Beide der eben vorgebrachten Schwierigkeiten konnen durch die Fluoreszenzmarkierung beider
Bindungspartner und die Verwendung von dcFCCS praktisch vollstindig eliminiert werden: Die
Verwendung der Kreuzkorrelation beseitigt den Einfluss unspezifischer Bindungen oder Aggre-
gate, welche die Diffusionszeit beeinflussen wiirden, und macht die fehlertriachtige Mehrkompo-
nentenanpassung der FCS-Kurven iiberfliissig. Einzig die Amplituden 2l .y der Kreuz- und
Autokorrelationen miissen akkurat bestimmt werden, um durch Titration eines Liganden zu ei-
nem Bindungspartner konstanter Konzentration eine Bindungskurve zu berechnen. Diese kann
hernach an ein theoretisches Modell fiir die Bindung angepasst werden, um die Affinitdt des

Liganden zu ermitteln.

Wiéhrend dcFCCS-Messungen bereits zur Untersuchung von Proteintransport in endozytotischen
Vesikeln (Bacia et al., 2012), dem Andocken von Vesikeln (CYPIONKA et al., 2009) und der
Rekonstitution von Membranproteinen (SIMEONOV et al., 2013) Verwendung fanden, existierte
bisher keine quantitative Auswertung zur Bestimmung von Bindungskonstanten (zur Bestim-
mung von Bindungsgraden sieche aber WEIDEMANN et al., 2002). Hier wird nun dieses Vorgehen
anhand der Bindung des Proteins Sarlp (siehe dazu auch Abschnitt 3.1.1.2) an SUVs aus einer
speziellen, neunkomponentigen Lipidmischung — dem von MATSUOKA et al., 1998 entwickelten
sogenannten Major-Minor-Mixz — exemplifiziert und die besonderen Vorteile gegeniiber anderen
F(C)CS-Methoden herausgestellt.

5.2. Grundlagen

Vergleichbar den Ausfiihrungen in Abschnitt 4.2 werden die theoretischen F(C)CS-Kurven fiir
eine diffundierende Komponente an die Korrelationsdaten angepasst und die erhaltenen Am-
plituden weiterverwendet. Photophysikalische Effekte konnen anders als in Kapitel 4 hier nicht
ignoriert werden, da ein geringerer Markierungsgrad verwendet wurde und damit sich die Bei-
trage verschiedener Fluorophore auf einem Vesikel nicht herausmitteln. Als Konsequenz werden

die roten Autokorrelationskurven mit einem Modell

1 —+ thnkefT/TBlink

(1+Z) 1+ 52

SETD,r

Gy (1) =2,

(5.1)

entsprechend der Verbindung von Gl. 3.157 und 3.136 ausgewertet, wobei aufgrund der variablen
Anzahl dazu beitragender Fluorophore dem Blinkterm nur ein generischer Vorfaktor agjink zuge-
wiesen wird. Die Kreuzkorrelationskurven werden allein mit Gl. 3.157 ausgewertet, wiahrend die
Autokorrelationskurven des griinen Kanals (markiertes Protein) fiir diese Methode iiberhaupt
nicht benétigt werden. Die Amplituden des roten Kanals (markierte Vesikel) sowie die Kreuzkor-
relationsamplituden werden fiir die Anwesenheit unkorrelierten Hintergrundes sowie spektralen
Ubersprechens korrigiert und die Kreuzkorrelationsamplitude mit dem in Kapitel 4 ermittelten

Qualitatsfaktor des Objektives verrechnet.

nachfolgende Verformung, im Verlauf der Bindung durchaus substanziell &ndern kann, werden durch diesen
Ansatz unter Umstidnden systematische Fehler eingebracht.
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BINDUNG AN VESIKEL 5.2. Grundlagen

Wiederum wird die Gesamthelligkeit eines Vesikels (unter Vernachldssigung von Energietransfer
und Fluoreszenzloschung) als Summe der Helligkeiten aller Fluorophore der jeweiligen Farbe be-
schrieben, siehe Gl. 4.6. Anders als in Kapitel 4 muss fiir die Berechnung der mittleren Helligkeit
im griinen Kanal (Fg) zusétzlich das Vorhandensein ungebundener und damit frei diffundieren-

der Proteine mit der Konzentration cgei Beriicksichtigung finden:

(Fg) o< oy (Qvyg) + b (Qpg) (5.2)
= cv (Ng) qp,g + Cgei‘JP,ng (5.3)
= cv (Np) Xe@pg + ChXaqp - (5.4)

Hierbei stehen gp s und (Qp ) fiir die molekulare Helligkeit eines markierten Proteins bzw. die
mittlere Helligkeit eines beliebigen Proteins® sowie N, und Np fiir die Anzahl auf einem Vesikel

gebundener griin markierter bzw. beliebiger Proteine.

Damit ergibt sich in Analogie zu Gl. 4.6 fiir die Amplituden

oA = 1 (N?) _ 1 A+ A 1 L4+ A (5.5)
' cvNAVerrr (N;)? cvNAVemy A2 cvNAVerr e '
A 1 gpg <NgNr> _ 1 gpg (Ng> _ 1 qp.g <Ng> . (5.6)

* V:?ff,x <Fg> <Nr> %ff,x <Fg> NAVSH,X (CV <NP> XgqP,g + CgengQP,g)
_ 1 (Np) _ 1 (Np) (5.7)

NaVeix (ey (Np) + ) NaVegx 9

wobei die Gréflenverteilung der Vesikel keine explizite Beriicksichtigung erfahrt und der Einfluss
von )\, stattdessen gesondert behandelt und als vernachlissigbar erkannt wird (siehe Abschnitt
5.4.3). Diese Herleitung setzt zum einen die Unabhéngigkeit der Anzahl gebundener, markierter
Proteine Vg von der Anzahl sich auf dem Vesikel befindlicher roter Farbstoffe NV, und demnach
(NgNy) = (Ng) (N;) voraus, zum anderen die gleiche Wahrscheinlichkeit, ein markiertes Protein
unter den gebundenen, wie auch den frei diffundierenden Proteinen zu finden und damit implizit
auch die Gleichheit der Bindungseigenschaften markierter und unmarkierter Sarlp-Molekiile
(siehe auch Abschnitt 3.5.2.5). Letzteres erlaubt die Eliminierung des Markierungsgrades x, aus
den Gleichungen, da sowohl (Qp ) = gpgX, als auch (Ng) = (Np) xg zugleich erfiillt sind.

Da nun aus 2, die Konzentration der Vesikel

1 Ar + A2
_ 5.8
N UNaVers N2 (58)

bekannt ist und 2, deren mittlere Besetzung mit Proteinen
(Np) = A NaVest (5.9)

enthélt, kann die Konzentration des freien Proteins cgei aus der Massenerhaltung geschlossen

Die relative Helligkeit Qp,q/qp,¢ eines beliebigen Proteins kann als einer BERNOULLI-Verteilung mit p = xg
folgend angenommen werden, womit sich fiir die relative Helligkeit eines Vesikels eine Binomialverteilung nach
Qv.e/qpe ~ B(Np, xg) ergibt.
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werden:

rei Ax Ve x 1+ Ar
el = ¢} — (Np) ey = b (1 — AN Veg ov) = (1 — mvik> : (5.10)

Die Darstellung von (Np) in Abhiingigkeit von cii¢! liefert schlielich die gewiinschte Titrations-
kurve ohne vorherige Festlegung eines Bindungsmodells. Um einen Wert fiir die Affinitat bzw.
dquivalent die Dissoziationskonstante Kp der Protein-Membran-Bindung zu erhalten, wird hier
als einfaches Modell einer unabhéngigen Bindung mit einer Hochstzahl Bindungsplatzen pro
Vesikel von Nyax die LANGMUIR-Isotherme Gl. 3.250 verwendet:
Cgei

(Np) = N,

Ty o (5.11)

5.3. Experimente

5.3.1. Materialien

Der Major-Minor-Mix setzt sich aus acht verschiedenen Phospholipiden, die jeweils von der
Firma Avanti Polar Lipids (Alabaster, Alabama, USA) bezogen wurden, und Ergosterol, wel-
ches von der Firma Sigma-Aldrich (Schnelldorf, Deutschland) bezogen wurde, zusammen. Die
genauen Anteile an der Mischung sind in Tabelle 5.1 enthalten. Weiterhin wurden als Fluo-
reszenzfarbstoffe 1,1’-Dioctadecyl-3,3,3’,3’-tetramethylindodicarbocyanin (DiD-C;g) und Alexa
Fluor 488 C5 Maleimid von der Firma Invitrogen (Carlsbad, Kalifornien, USA), Alexa Fluor 488
Hydrazid und Alexa Fluor 633 Hydrazid von der Firma Life Technologies (Carlsbad, Kalifornien,
USA), sowie ATTO 647N DPPE von der Firma ATTO-TEC (Siegen, Deutschland) verwendet.

Das nicht-hydrolysierbare Nukleotidanalogon Guanosin-5’-[3,y-imido]-triphosphat (GMP-PNP)
und das zur Beschichtung der Deckgldser eingesetzte Casein wurde von der Firma Sigma-Aldrich
(Schnelldorf, Deutschland) bezogen.

Der HKM-Puffer setzt sich aus 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsiaure (HEPES,
20 mmol/L), Kaliumacetat (50 mmol/L) und Magnesiumchlorid (1,2 mmol/L) zusammen und
wurde mit Kaliumhydroxid auf einen pH-Wert von 6,8 eingestellt. Die dabei verwendeten Salze

sowie Chloroform wurden von der Firma Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) bezogen.

Fiir die Vesikelextrusion wurden spurgeitzten Polycarbonatmembranen mit 50 nm Porendurch-

messer von der Firma Whatman (Maidstone, UK) eingesetzt.

Die verwendeten Deckgliser der Firma Gerhard Menzel (Braunschweig, Deutschland) besaflen

die Stéarke Nr. 1,5 und wiesen somit eine Dicke von im Mittel 170 pm auf.

Das Protein Sarlp aus Saccharomyces cerevisiae wurde wie in DAUM et al., 2014 beschrieben
synthetisiert und gereinigt. Die Variante Sarlp-S147C/C171S wurde gleichermaflen gewonnen
und zusétzlich mit Alexa Fluor 488 Cs; Maleimid an dem einzigen Cystein-Rest fluoreszenzmar-
kiert (Details siehe AUERSwALD, 2020). Die Funktionalitit der Proteine wurde mittels eines
COPII-Komplex-Bindungstests (DAuM et al., 2014) und eines Enzymaktivitatstests bestétigt.
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Bestandteil Anteil / %
1,2-Dioleyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DOPC) 344
1,2-Dioleyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin (DOPE) 14,8
1,2-Dioleyl-sn-glycero-3-phospho-L-serin (DOPS, als Natriumsalz) 3,4
1,2-Dioleyl-sn-glycero-3-phosphat (DOPA, als Natriumsalz) 5,4
L-a-Phosphatidylinositol (PI, als Natriumsalz) 5,4
L-a-Phosphatidylinositol-4-phosphat (PI(4)P, als Ammoniumsalz) 1,5
L-a-Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PI(4,5)P2, als Ammoniumsalz) 0,5
1,2-Dioleyl-sn-glycero-3-cytidindiphosphat (CDP-DAG, als Ammoniumsalz) 1,3
Ergosterol 33

Tabelle 5.1.: Zusammensetzung des Major-Minor-Miz aus neun Komponenten unter Angabe des Her-
stellernamens, des verwendeten Akronyms und des Stoffmengenanteils in Prozent. Wo Ge-
genionen vorliegen, wurden diese als Salz angegeben.

Die jeweilige Konzentration wurde durch UV-Absorptionsspektroskopie und BRADFORD-Tests
(BRADFORD, 1976) bestimmt. Das BRADFORD-Reagenz wurde von der Firma Sigma-Aldrich
(Schnelldorf, Deutschland) und das dabei als Proteinstandard verwendete Rinderserumalbumin
(BSA) von der Firma Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, USA) bezogen.

5.3.2. Geridte

Die Vesikelextrusion erfolgte in einem mini-extruder der Firma Avanti Polar Lipids (Alabaster,
Alabama, USA).

Die UV-Absorptionsmessungen wurden an einem Infinite M200 PRO der Firma Tecan (Méanne-
dorf, Schweiz) durchgefiihrt.

Die DLS-Messungen wurden an einem Zetasizer Nano S der Firma Malvern (Herrenberg, Deutsch-
land) durchgefiihrt.

Zur Entfernung von Lésungsmitteln wurde ein Rotationsverdampfer der Marke Hei-VAP Ad-

vantage der Firma Heidolph (Schwabach, Deutschland) eingesetzt.

Alle dcFCCS-Experimente wurden an einem Laserrastermikroskop der Marke LSM 710 mit
FCS-Funktionalitat (ConfoCor 3) der Firma Carl Zeiss (Jena, Deutschland) durchgefiihrt. Die
Anregung erfolgte mit einem Argon-Ionenlaser der Wellenldnge 488 nm (Leistung hinter dem
Objektiv 1,1 pW — 5,7pW) und einem Helium-Neon-Laser der Wellenlédnge 633 nm (Leistung
hinter dem Objektiv 0,8 pW — 5,5 pW), welche iiber einen dichroitischen Spiegel (Reflexion bei
488 nm, 561 nm und 633nm) als Hauptstrahlteiler eingekoppelt wurden. Das Fluoreszenzlicht
wurde durch dasselbe Objektiv (C-Apochromat 40x mit NA = 1,2) eingesammelt, iiber eine
quadratische Lochblende (Durchmesser 40 pm) dessen Konfokalitét sichergestellt und mittels
eines dichroitischen Strahlteilers bei 635nm aufgetrennt und tiber Farbfilter (ein Bandpass-
Filter von 505 nm bis 610 nm und ein Langpass-Filter ab 655nm ) auf zwei Detektoren (APDs)
geleitet.
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5.3.3. Praparation

Der Major-Minor-Mix wurde durch Vereinigen der entsprechenden Volumina der Lipide in chlo-
roformischer Losung mittels Glaspipetten und nachfolgendes Verdampfen des Losungsmittels

unter einem Stickstoffstrom hergestellt und bei —20°C unter Argon aufbewahrt.

Zur Herstellung der Vesikellosungen wurde die so préparierte Lipidmischung in organischem
Loésungsmittels (Chloroform/Methanol im Verhéltnis 2:1 nach Volumen) aufgenommen, mit
0,004 % des Farbstoffes DiD-Cyg versetzt und das Losungsmittel unter Vakuum in einem Rota-
tionsverdampfer abgezogen. Der Lipidfilm wurde mit HKM-Puffer rehydratisiert und durch eine
Polycarbonatmembran extrudiert. Die Grofle der so hergestellten SUVs wurde mittels DLS be-
stimmt, die Lipidkonzentration mittels eines Malachitgriin-Phosphattests (siehe etwa LEONARD

et al., 2005). Jede Praparation maximal eine Woche bei 4 °C aufbewahrt.

Fir jede Titrationskurve wurden 11-16 Bindungsansitze prépariert und zeitgleich zwischen
zweil von einem Abstandshalter aus Silikongummi (Dicke ca. 0,5mm) getrennten und mit Ca-
sein beschichteten Deckglésern inkubiert. Jede Probe enthielt dabei 4 pL. HKM-Puffer, GMP--
PNP (1mmol/L), extrudierte Vesikel (Gesamtlipidkonzentration 0,09 mmol/L), sowie Sarlp
(20 nmol/L—200 pmol/L) mit variierenden Stoffmengenanteilen an markiertem Protein (0, 08 %—
100 %).

5.3.4. Messungen

Die dcFCCS-Messungen umfassten jeweils 5 Einzelmessungen a 60s. Die Auto- und Kreuz-
korrelationskurven wurden in dem Programm ZEN 2009 von Carl Zeiss (Jena, Deutschland)
berechnet und die Anpassung der theoretischen Modelle vorgenommen. Die so erhaltenen Daten
wurden zur Erstellung und Auswertung von Bindungskurven in dem Programm MATLAB der
Firma MathWorks (Natick, Massachusetts, USA) weiterverwendet.

5.4. Ergebnisse und Diskussion

5.4.1. Kalibrierung

Wie schon in Abschnitt 4.4.1 beschrieben wurden durch FCS-Messungen der freien Farbstof-
fe Alexa Fluor 488 Hydrazid (griiner Kanal, Anregung mit einer Wellenlénge von 488 nm) und

Alexa Fluor 633 Hydrazid (roter Kanal, Anregung mit einer Wellenlénge von 633 nm) und mit ei-

L sowie einem Verhéltnis der Dif-

nem Wert des Diffusionskoeffizienten von D ajexasss = 435 pm?s™
TD,r
D,g

weise identisch mit S = 6,5) und effektiven Volumina der einzelnen Kanéle (Vg = 0, 385 pm3,
Veirr = 0,658 tm? und Veg x = 0,515 um3) bestimmt.

fusionszeiten der Vesikel in beiden Kanélen von = 1,43 die Strukturparameter (ndherungs-

Das Ubersprechverhiltnis wurde durch Messung des markierten Sarlp in Abwesenheit von Ve-
sikeln als rg_., = 0,0087 ermittelt. Die Zahlrate des Hintergrundes belief sich stets auf deutlich

unter 1kHz und damit weniger als 1% der Gesamtzéihlrate in allen Messungen.
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Abbildung 5.2.: Darstellung der Abhéngigkeit der relativen Kreuzkorrelationsamplituden X, = 2, /2,
fir fiinf verschiedene Bindungsansétze (Sarlp, Vesikel und jeweils 1 mmol/L GMP-
PNP), jeweils normiert auf den letzten Wert. Abgesehen von vereinzelten Ausreifiern
schwanken die Werte bereits nach kurzer Inkubation um einen konstanten Mittelwert.

5.4.2. Gleichgewichtseinstellung

Um sicherzugehen, dass die Bestimmung der Bindungskonstanten im Zustand des Gleichgewich-
tes erfolgt, wurden fiinf Ansédtze verschiedener Konzentrationen an Vesikeln und Protein préapa-
riert und fir mehrere Stunden in regelméfligen Abstédnden dcFCCS-Messungen vorgenommen.
Die resultierenden Korrelationsamplituden sind in Abb. 5.2 dargestellt. Es treten keine weite-
ren systematischen Verdnderungen nach etwa einstiindiger Inkubation auf, sodass alle weiteren

Messungen mit einer Inkubationszeit von zwei Stunden durchgefiihrt wurden.

5.4.3. Einfluss des Lipidmarkierungsgrades

Der Einfluss von A, auf die angepassten Parameter wurde detailliert untersucht und die Ab-
hangigkeit ihrer iiber die sechs Kurven gemittelten Werte von dem angenommenen \; in einem
Bereich um dessen erwarteten wahren Wert (abgeschétzt aus DLS-Messungen und der Diffusi-
onszeit der Vesikel) nach Gl. 4.9 berechnet. Hierzu wurde cl¢! jeweils fiir alle sechs Kurven nach
GIL. 5.10 neu berechnet, die LANGMUIR-Isotherme angepasst und die erhaltenen Parameter iiber

die einzelnen Kurven gemittelt.

Es zeigt sich generell, dass ein hoherer Markierungsgrad der Lipide die genaue Kenntnis der
mittleren Anzahl Fluorophore pro Vesikel iiberfliissig macht und schon fiir A, > 1,5 die Dis-
soziationskonstante sich nur noch um weniger als 5% é&ndert (siehe Abb. 5.3). Der Wert von

Npax wird von der fiir A\ gemachten Annahme so gut wie nicht beeinflusst. Fiir die weiteren

Berechnungen wird ein Vesikeldurchmesser von 80 nm und damit A, = 2,5 angenommen.
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Abbildung 5.3.: Abhiingigkeit der iiber alle sechs Experimente gemittelten Bindungsparameter Kp
(blau) und Npax (rot) von der angenommenen mittleren Anzahl roter Fluorophore
Ar auf den Vesikeln. Die Werte sind jeweils bezogen auf den Grenzwert A, — oco. Fiir
zwei beispielhafte Vesikeldurchmesser wurden die sich aus den angenommenen Lipid-
parameter und dem Markierungsgrad ergebenden Werte fiir A\, eingezeichnet und die
daraus resultierenden Bindungsparameter angegeben.

5.4.4. Schwankungen

Die in Abb. 5.5 sichtbaren deutlichen Schwankungen der fiir die Titrationskurven ermittelten
Parameter sind hier nicht allein der Fluoreszenztechnik anzulasten, sondern gehen vielmehr
zu groflen Teilen auf die Schwierigkeit der reproduzierbaren Praparation der Proben und der
exakten Kenntnis der eingesetzten Konzentrationen in einem kleinen Volumen in Anwesenheit
eines stark oberflichenaktiven Proteins zuriick. Die hier verwendete Beschichtung der Deckgléser
mit Casein als Mittel gegen den Verlust von Sarlp durch Bindung an Glas hat sich spéter noch

als sehr diffizil und nicht vollstédndig wirksam erwiesen.

Auch die Stabilitdat und Gleichférmigkeit der SUVs ist gerade bei Verwendung des Major-Minor-
Mz im Vergleich zu dem in Kapitel 4 eingesetzten DOPC deutlich herabgesetzt. Weiterhin neigt
Sarlp bei hoherer Konzentration vermehrt zur Aggregatbildung und beeinflusst zudem die Form
der Vesikel, an die es bindet.

All diese Faktoren bedingen zum einen die reale Abhéngigkeit der iiber jedes Bindungsexperi-
ment als konstant angenommenen Bindungsparameter von Proteinkonzentration und individu-
ellem Messansatz, zum anderen auch die Verzerrung der angepassten Korrelationsamplituden
und zusédtzlich — iiber die in die Berechnungen einflieBende Gesamtproteinkonzentration — der

daraus gewonnenen Titrationskurve.
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Abbildung 5.4.: Beispielhafte dcFCCS-Messung eines einzelnen Bindungsansatzes (200 pmol/L Sarlp,
0,2mmol/L Gesamtlipid und 1mmol/L. GMP-PNP, zugehorig zur Bindungskurve
rechts unten in Abb. 5.5) mit experimentellen (durchgezogen) und daran angepassten
theoretischen Korrelationskurven (gestrichelt). Zur besseren Sichtbarkeit der relevan-
ten Amplitude des Diffusionsanteils sind die theoretischen Kurven ohne den Blinkterm
berechnet. Die Autokorrelationskurven sind in griin bzw. rot dargestellt, die Kreuzkor-
relationskurve in schwarz.

5.4.5. Bindungsstudien

Es wurden an sechs unabhéngigen Bindungskurven mit je 11-16 einzelnen Proben verschiede-
ner Gesamtproteinkonzentration® COP dcFCCS-Messungen (typische Korrelationskurven sind in
Abb. 5.4 zu sehen) durchgefithrt und die Kreuz- und rote Autokorrelationsamplitude bestimmt
(siche Abb. 5.5). Hierzu wurde ein variabler Bruchteil des eingesetzten Proteins mit der griin
fluoreszenzmarkierten Variante und die Vesikel mit 0,004 % eines roten fluoreszenzmarkierten
Lipidanalogons versetzt. Die Tatsache, dass COP iiber fast vier Gréflenordnungen variiert werden
konnte, ist gerade der erwdhnten Variabilitidt des Markierungsgrades von Sarlp geschuldet: Da

bei der hier vorgestellten Auswertung die griine Autokorrelationsamplitude iberhaupt nicht ver-

3Diese wurden niherungsweise dquidistant auf einer logarithmischen Skala gewdhlt, was folgende Vorteile mit
sich bringt:

— Abdeckung der Abszisse liber mehrere Gréflenordnungen ermoglicht stabile Regression auch bei vorher
nicht gut abschétzbarer Affinitét

— logarithmische Darstellung der Abszisse erlaubt optische Kontrolle von systematischen Abweichungen
und Lage von Kp, da Kurvenform und Steigung hier konstant sind

— die gemeinsame Darstellung von Bindungskurven mit tiber mehrere Gréflen variierenden Affinitéten ist
ibersichtlich in einem einzigen Graphen moglich

— Proben hochster Konzentration erleichtern die sichere Bestimmung von Npax im Sattigungsbereich der
Kurve

— Proben niedrigster Konzentration erlauben durch lineare Regression die unabhéngige Bestimmung von
Kp im Bereich geringer Bedeckung der Vesikel mit Protein, was Hinweise auf das Vorhandensein von
Wechselwirkungen zwischen diesen geben kann.
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Abbildung 5.5.: Titrationskurven der Bindung von Sarlp an extrudierte Vesikel aus Major-Minor-Mix
in Gegenwart des nicht-hydrolysierbaren Nukleotids GMP-PNP mit den experimentell
bestimmten Werten (schwarz) und den daran angepassten LANGMUIR-Isothermen (rot).

wendet wird und die anderen beiden Amplituden unbeeinflusst sind von diesem Markierungsgrad,
kann die Konzentration markierten Proteins und damit des griinen Fluorophors so eingestellt
werden, dass eine fiir die dcFCCS-Messungen optimale Helligkeit und effektive Teilchenzahl
erreicht wird.

Die Berechnung der fiir die Kurven aufzutragenden Groéflen — mittlere Anzahl der auf einem
Vesikel gebundenen Proteinmolekiile (Np) und Konzentration des ungebundenen Proteins cie!
— erfordert weiterhin die Werte fiir das effektive Kreuz- und rote Autokorrelationsvolumen so-
wie der mittleren Anzahl markierter Lipide pro Vesikel A;. Zusétzlich wurden die Amplituden
um den Einfluss verschiedener mikroskopinterner Abweichungen korrigiert: unkorreliertes Hin-
tergrundrauschen (Streuung in der Loésung, Detektorrauschen, etc.), spektrales Ubersprechen
zwischen den Farbkanilen und verringerte Kreuzkorrelation durch unvollstindige Uberlappung
der Foki.

Nachdem die Bindungskurven auf diese Weise erstellt waren, wurde eine LANGMUIR-Isotherme
als Modell unabhéngiger, diskreter Bindestellen auf der Vesikeloberfliche an die Daten an-

gepasst?. Die hier verwendete Version dieses Modells benétigt zwei Parameter, die maximale

“Hier wurde eine ungewichtete Anpassung nach der Methode der kleinsten Quadrate angewendet. Dabei wird

implizit die Abszisse (hier ci®) als fehlerfrei angenommen, wihrend die Schwankung in der Ordinate (hier

(Np)) unabhéngig von beiden Achsen sein muss. Da sowohl (Np) als auch ¢ aus den gemessenen Amplitu-
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Anzahl auf einem Vesikel gebundener Proteine Np.x und die Dissoziationskonstante zwischen
Protein und Bindestelle auf der Membran Kp,welche fiir jede Bindungskurve einzeln bestimmt
wurden. Die Dissoziationskonstante als eigentlich interessierende Groéfle wurde iiber die sechs
Kurven gemittelt und zu Kp = (2,1 4+ 1,1) pmol/L erhalten.

Als Alternative zur Aufnahme einer vollsténdigen Bindungskurve ist die Bestimmung von Kp
auch aus einem einzelnen Messpunkt moglich, sofern aus weiteren Experimenten im Sattigungs-
bereich Ny ax abgeschétzt werden kann. Ausgehend von Gl. 4.17 wird die Konzentration der

freien und besetzten Bindungsplitze et = (Npax — (Np)) ey bzw. B = (Np) cy eingefiihrt:

frp = it (o = () 1
ches (Np) g

Ein Wertepaar fiir cgei und (Np) erlaubt somit die Berechnung von Kp, vorausgesetzt, die
Messung findet weit ab vom Sattigungsbereich statt, wo der Term Ninax — (Np) verschwinden
wiirde. Diese Auswertungsmethode bendtigt zwar eine geringere Zahl an Bindungsansitzen,
erlaubt jedoch keinerlei Einschatzung der Streuung der Messpunkte oder der Kurvenform. Durch
die fehlende Redundanz sind die bestimmten Parameter zudem weniger verldsslich, weshalb auf

diese Methode hier nicht weiter eingegangen werden soll.

A

Die Werte fiir Npax zeigten eine starke Abweichung zwischen den verschiedenen Kurven (Nyax =
225 — 600), was zumindest teilweise dadurch verursacht worden sein durfte, dass die einzelnen
Messkurven verteilt {iber mehrere Monate an verschiedenen Vesikelpriaparationen durchgefiihrt
wurden. Die Groflenverteilung mittels Extrusion hergestellter Vesikelproben unterliegt stets einer
gewissen Schwankung, wodurch die von ihrer Oberfliche abhéingige Anzahl von Bindestellen

ebenfalls nicht immer konstant ist®.

Als ein ebenfalls nicht zu unterschétzender Einflussfaktor kann die Gesamtkonzentration von
Sarlp in der Probe angesehen werden, welche linear in KD wie auch Nmax eingeht (siehe GL
5.9 und 5.10). Durch die je nach Qualitdt der Beschichtung der Deckgléser, der Praparation der
Vesikel und des verwendeten Proteinaliquots stark variierende Neigung zu Aggregation und Kle-
ben von Sarlp ist der wihrend der eigentlichen Messung in der Probe fiir die Membranbindung
verfiighare Teil der angestrebten Proteinmenge ebenfalls mit grofien Unsicherheiten belastet.
Aufgrund des geringen Probenvolumens ist eine externe Konzentrationsbestimmung nach der

Inkubation leider kaum moglich.

Die gefundene Dissoziationskonstante im unteren mikromolaren Bereich hat sich in spéteren
Replikationen der Bindungsexperimente sehr gut bestéitigt und harmoniert auch gut mit dem
von LOFTUS et al., 2012 an einer abgewandelten Lipidmischung mit einer anderen Methode
gewonnenen Wert von Kp = (10,5 4 3,1) pmol /L.

den berechnet werden, ist diese Annahme selbstverstdndlich nicht realistisch und fithrt unweigerlich zu einer
systematischen Verzerrung der ermittelten Parameter.
5Dieses Problem zuséitzlich dadurch erschwert, dass Nmax eigentlich als Mittel iiber die Gréflenverteilung der
Vesikel aufzufassen ist, siehe hierzu auch Fufinote 3 auf Seite 105 und Gl. 3.297. Dadurch wird insbesondere
(Np) verfélscht und man erhélt mit den Momenten der Vesikelradien (r") = [r™P (r)dr ndherungsweise
2\2

2\2 ”
Nmax = %Nmax. Bei der hier verwendeten Préparationsweise ergibt sich gewdhnlich % <XXX.
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Zusammenfassend erwies sich die dcFCCS als eine verléssliche und sensitive, wenn auch appara-
tiv aufwendige Methodik zur Untersuchung von Protein-Membran-Bindungen. Die sehr kleinen
Probenvolumina (hier lediglich 4 pl) sind ideal fiir die meist sehr begrenzte einsetzbare Prote-
inmenge, ebenso sind die relativ kurzen Messzeiten von wenigen Minuten und die Moglichkeit
der Quantifizierung von Konzentrationen mehrerer im Gleichgewicht vorliegender Spezies deut-
liche Vorteile gegeniiber verwandten Techniken, wie etwa der Oberflichenplasmonenresonanz

(PATCHING, 2014) und der isothermen Titrationskalorimetrie (ARCHER et al., 2020).

Speziell gegeniiber der Nutzung von FCS-Messungen mit nur einer fluoreszenzmarkierten Spezies
(Rusu et al., 2004; MELO et al., 2011, 2014) ergeben sich deutliche Vorteile:

Spezifitat Bindungsereignisse kdnnen leichter von z. B. Aggregation unterschieden werden.

Verlasslichere Regression Die Bestimmung einer Korrelationsamplitude ist meist einfacher als

eine Mehrkomponentenanpassung.

Modellunabhangigkeit Bindungskurven kénnen ohne vorhergehende Festlegung eines theoreti-

schen Modells erstellt werden.

Keine Annahmen zur Varianz Im Gegensatz etwa zu LOFTUS et al., 2012 wird das zweite Mo-
ment der Anzahl gebundener Proteine und damit deren Varianz bei der Auswertung nicht

verwendet, sondern nur der Mittelwert, was eine weitere Modellannahme iiberfliissig macht.

Toleranz gegeniiber Vesikelverformungen Da die Diffusionskoeffizienten der einzelnen Spezies
nicht in die Auswertung mit eingehen, verursacht eine potentiell Morphologiednderung der

Vesikel bei Bindung von Sarlp keine Verzerrung der Bindungskurven.

Auch in Bezug auf die sonst bei dcFCCS-Experimenten iiblichen Vorbedingungen weist die
vorgestellte Methode Vorziige auf:

Definierter Markierungsgrad Da die Autokorrelationsamplitude des Kanals des markierten Pro-
teins (bzw. anderer Liganden) fiir die Erstellung der Titrationskurven nicht benétigt wird
und der Markierungsgrad wie oben beschrieben nicht in die Kreuzkorrelationsamplitude
mit eingeht, ist sowohl eine nicht-stochiometrische Markierung als auch eine stochastische
Mehrfachmarkierung des Proteins zuléssig.

Enger Konzentrationsbereich Solange die Markierung die Bindungseigenschaften nicht beein-

flusst, erlaubt obiger Punkt die Verwendung von Proteinkonzentrationen weit auflerhalb

des iiblicherweise nutzbaren Bereiches fiir F(C)CS-Messungen®.

Notwendigkeit hoher Affinitat Durch den erweiterten Konzentrationsbereich sind auch schwé-

chere Bindungen mit héheren Werten der Dissoziationskonstante der Messung zugénglich.

5Dies muss insofern eingeschrankt werden, dass ein sehr geringer Markierungsgrad die ,,sichtbare” Konzentra-
tion der zweifach fluoreszierenden Spezies entsprechend verringert und damit zwar der Erwartungswert der
Kreuzkorrelationsamplitude unverdndert liasst, das Rauschen in selbiger aber stark erhoht (siehe KAsk et al.,
1997) und damit bei konstanter Messzeit auch die Varianz der Amplitude. Dieser Effekt wird hier dadurch
abgemildert, dass Nmax > 1 ist und damit auch bei xz; < 1 noch ein grofler Teil der Vesikel zumindest ein
markiertes Protein tragt.
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5.4.6. Eigener Beitrag

Der Autor wirkte an der Entwicklung der Auswertungsmethodologie, der Datenanalyse und der

Publikation der Ergebnisse (siche KRUGER et al., 2017) in einer Fachzeitschrift mit.

5.5. Erganzung Lipidabhangigkeit

Sowohl als Nachreichung aktueller, wenngleich noch vorldufiger, Forschungsergebnisse als auch
im Sinne einer beispielhaften praktischen Anwendung der in Abschnitt 3.5.2.2 entwickelten Theo-
rien soll an dieser Stelle noch kurz auf die Abhéngigkeit der eben dargestellten Bindungsstudien
von der Konzentration der den Proteinen zur Verfiigung stehenden Bindestellen in Form von
Lipidvesikeln eingegangen werden. Die Experimente entsprechen gréfitenteils den oben aufge-
fiihrten und wurden in Zusammenarbeit mit MARIA-TERESA ROHDE durchgefiithrt und ausge-

wertet.

Abweichend wurde statt der komplexen Lipidmischung reines DOPC eingesetzt und mit 0,04 %
des fluoreszenzmarkierten Lipides ATTO 647N DPPE versetzt, wobei der hohere Markierungs-
grad die in Abschnitt 5.4.3 beschriebenen Unsicherheiten praktisch vollstdndig beseitigt. Das
Ubersprechverhiltnis des markierten Sarlp wurde hier zu Kg-r = 0,01 ermittelt. Die Werte der
effektiven Fokusvolumina wurden nicht verdndert und die Strukturparameter auf S = 6 fest-
gesetzt. Fiir jede Titrationskurve wurden 12 Bindungsansétze auf Casein-beschichteten Deck-
glas préapariert und fiir jeweils zwei Stunden inkubiert. Jede Probe bestand wiederum aus
4L, HKM-Puffer mit GMP-PNP (1mmol/L), extrudierten Vesikel (Gesamtlipidkonzentration
5 pmol/L — 5mmol /L), sowie Sarlp (20 nmol/L — 100 pmol/L) mit variierenden Stoffmengenan-
teilen an markiertem Protein (0,2 % — 100 %).

Die dcFCCS-Messungen wurden bestanden jeweils aus einer einzelnen Messung mit einer Dauer
von 5 min — 15 min, wobei die l&ingeren Messzeiten bei den geringsten Lipidkonzentrationen auf-
grund der geringen Teilchenzahl im roten Kanal und dadurch erheblich gréfleren Rauschens not-
wendig waren. Die Auto- und Kreuzkorrelationskurven wurden mittels selbst verfasster Skripte
(sieche Abschnitt 3.4.6) in dem Programm MATLAB der Firma MathWorks (Natick, Massa-
chusetts, USA) berechnet und auf gleichem Wege die Anpassung der theoretischen Modelle
vorgenommen. Dazu wurden die aufgenommenen Fluoreszenzzéhlraten in konsekutive Segmen-
te der Lange 10 s unterteilt, einzeln korreliert und die Regression durchgefiihrt. Die Mediane der

ermittelten Amplituden wurden fiir die weitere Analyse verwendet’.

Die sich ergebenden Bindungskurven sind in Abb. 5.6 dargestellt. Es fillt unmittelbar die stark
Abhéngigkeit der scheinbaren Affinitdten von der Menge der zur Verfligung stehenden Binde-
stellen auf, welche sich hier iiber mehrere Grolenordnungen erstreckt. Zugleich erkennt man bei

den hoheren Konzentrationen die bereits in Abb. 3.18 gezeigte Aufsteilung der Kurven, dies je-

"Die Lénge der einzelnen Segmente muss dabei so gewihlt werden, dass einerseits ein geniigend hohes Signal-
Rausch-Verhéltnis und vernachlissigbare Verzerrung durch verschieden helle Vesikel entsteht (siehe Abschnitt
4.4.6), andererseits aber auch den Fokus passierenden Aggregaten und anderen Messartefakten kein iberméa-
Biger Einfluss auf das Ergebnis zukommt.
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Abbildung 5.6.: Titrationskurven der Bindung von Sarlp an extrudierte Vesikel aus DOPC in Gegen-
wart des nicht-hydrolysierbaren Nukleotids GMP-PNP mit den experimentell bestimm-
ten Werten (Punkte) und den daran angepassten LANGMUIR-Isothermen (Linien), in
halblogarithmischer (links) und doppeltlogarithmischer (rechts) Auftragung.

doch aufgrund der relativ geringen Anzahl an Messpunkten und des nicht zu vernachlassigenden

Rauschens gerade im Bereich der Séttigung nur unsicher.

Um die Qualitdt der Regression zu verbessern und eine besser bestimmte Dissoziationskonstan-
te zu erhalten, wurden diese anhand der doppeltlogarithmischen Auftragung (Abb. 5.6, rechts)
durchgefiihrt. Die theoretischen Geraden passen gut zu den Datenpunkten und auch die Stei-
gung, die hier der vorausgesetzten Linearitdt im Anfangsbereich der Titration entspricht, zeigt
keine Abweichung vom erwarteten Wert von eins. Die Umrechnung der Steigung der Bindungs-
kurve (also des Achsenabschnittes auf doppeltlogarithmischer Skala) in die scheinbare Dissozia-

tionskonstante erfolgt iiber
d <NP> . Nmax

frei ~— -
dep Kp

(5.13)

wobei fiir Nyax der Endpunkt Niax aus der nichtlinearen Anpassung an die vollstdndige Titra-
tionskurve verwendet wird. Dieser ist gewohnlich weniger stark von Schwankungen ein einzelnen
Datenpunkten betroffen und variiert hier auch zwischen den einzelnen Kurven nicht zu stark
(Variationskoeffizient ~ 10 %).

Die gewonnenen Konstanten sind, wiederum in doppeltlogarithmischer Auftragung, in Abb. 5.7
zusammen mit einer linearen Regression an diese dargestellt. Fiir letztere wurde der Wert bei
der hochsten Lipidkonzentration nicht verwendet, da die zugehorige Titrationskurve wegen der
begrenzten Proteinkonzentration nicht vollstdndig aufgenommen werden konnte. Es zeigt sich
eine gute Ubereinstimmung mit der angepassten Geraden und eine asymptotische Anniherung
der Dissoziationskonstanten an einen Grenzwert fiir verschwindende Gesamtkonzentration an
Lipid ¢{;. Nach GI. 3.320 entspricht dieser Wert (hier ~ 0,21 pmol/L) der um den Anteil bin-
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Abbildung 5.7.: Auftragung der aus den Titrationskurven erhaltenen scheinbaren Dissoziationskonstan-
ten Kp (blaue Punkte, die mit einer blauen Raute markierte Messung wurde nicht in
die Regression mit einbezogen) in Abhéngigkeit der Lipidkonzentration ¢, mit daran
angepasster Gerade (rote Linie, links) und den mit der daraus ermittelten Steigung m
kompatiblen Parametern ap und A (rechts). Neben der Steigung aus der Regression
selbst (rote gestrichelte Kurve) sind die mit Steigungen zwischen 0,005 und 0,01 ver-
traglichen Parameter dargestellt (blaue Fliache). Zwei sich aus der maximalen Besetzung
eines Vesikels mit Protein bzw. der theoretischen, von einem Sarlp-Molekiil belegten
Fliache ergebenden Grenzen fiir A sind ebenfalls eingezeichnet (schwarze gestrichelte
Linien).

dungsfihigen Proteins ap zu korrigierenden ,wahren” Dissoziationskonstanten

lim Kp = 20 (5.14)

0
e —0 ap

wihrend die Steigung (hier m ~ 0,0072) eine Funktion von ap und der Anzahl Lipide pro
Bindestelle A = c?,/c% (siche Abschnitt 3.5.2.5) ist:

_dKp  1-ap
dc(ﬂi Oép/l '

m (5.15)

Eine genauere Eingrenzung der Werte beider Variablen ist mit den durchgefithrten Experimen-
ten noch nicht moglich, es soll jedoch abschlieflend zumindest eine Abschitzung vorgenommen
werden, die sich der in diesem und dem néchstem Kapitel gewonnenen Hinweise beziiglich der
Grofle A bedient. In Abb. 5.7 (rechts) sind die mit dem erhaltenen m kompatiblen Wert von
ap und A dargestellt, sowohl fiir das Ergebnis der linearen Regression selbst (rote gestrichelte
Kurve) als auch fiir den weiteren Bereich m = 0,005 — 0,01 (blaue Fldche), um die Auswirkun-
gen der Unsicherheiten aufzuzeigen. Als sinnvolle Grenzen von A (schwarze gestrichelte Linien)
wurden zum einen als Tiefstwert

Asar
Apin = 25210 40 (5.16)
Ar;
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die Anzahl Lipide, die von der projizierten Fliche von Sarlp bedeckt werden, genutzt (siehe
Tabelle 6.1, Agarip ~ 13 nm? und Ag; ~ 0,67 nm2), zum anderen als Hochstwert

2md?
Amax = —¥— 2100 (5.17)

ALiNmax
die kleinste hier vorgefundene maximale Besetzungszahl pro Vesikel von Nmax ~ 600 bei einem
Vesikeldurchmesser von dy =~ 80 nm (Berechnung der Lipidanzahl pro Vesikel unter Vernachlés-

sigung der Dicke der Doppelschicht als zwei Kugeloberflachen).

Es ergibt sich mit diesen Uberlegungen und unter Beriicksichtigung des Intervalls m = 0, 005 —
0,01 endlich eine Spanne von &p = 0,5 — 0,9 fiir den Anteil bindungsfahigen Proteins in den
hier vorgestellten Messreihen. Damit folgt fiir die vermutete ,wahre” Dissoziationskonstante
Kp = 0,11 pmol/L — 0,19 pmol /L, mithin eine Gréfenordnung unterhalb des obigen Wertes fiir
den Major-Minor-Miz. Ob dieser Befund spezifisch fiir das eingesetzte Lipid DOPC ist oder

auch den Major-Minor-Miz betréfe, kann bisher nicht gesagt werden.

So offensichtlich der Effekt der Lipidkonzentration auf die scheinbare Affinitdt ist, so unbestimmt
ist leider bisher auch der Grund fiir das Vorliegen nicht bindungsfihigen Proteins bzw. auch in
Anwesenheit hoher Bindestellenkonzentrationen frei diffundierender fluoreszierender Teilchen.
Eine nicht auf das Protein selbst bezogene Erkldarung bietet sich hinsichtlich der Markierung mit
Fluoreszenzfarbstoff an: Die Reaktion wird in groem Uberschuss an letzterem durchgefiihrt, um
eine moglichst vollstdndige Umsetzung zu garantieren, was jedoch hohe Anspriiche an die nach-
folgende Reinigung stellt. Dieser Aspekt wurde in AUERSWALD, 2020 untersucht und im Rahmen

der Genauigkeit der verschiedenen eingesetzten Methoden kein freier Farbstoff nachgewiesen.

Eine verringerte Bindungsfidhigkeit des Proteins mag auch durch Reinigung und Lagerung be-
dingt auftreten oder selbst in vivo vorhanden sein, wozu bisher allerdings keine Hinweise aus
Literatur und eigenen Arbeiten vorgebracht werden konnen. Nicht auszuschlieffen ist natiirlich
auch ein methodischer Fehler oder ein bisher {ibersehener Aspekt in der theoretischen Herlei-
tung, was erst durch zukiinftige Experimente, insbesondere unter Einbeziehung komplementéarer

Techniken wie der isothermen Titrationskalorimetrie, entschieden werden kann.
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6. Fluoreszenzkorrelationsspektroskpie zur
Analyse der Proteinbindung an
Lipidmonoschichten

6.1. Einleitung

Neben der Affinitdt und der moglichen Besetzungsdichte der Bindung eines Molekiils an eine
Membran ist fiir membrankrimmende bzw. von der Membrankrimmung abhéngige Proteine
auch ihr jeweiliger Platzbedarf in der Membranebene von Relevanz: Ein Protein mit grofler
Querschnittsfliche in der Membran verdringt viele Lipide und vergrofiert damit die fur die
Membran oder die betroffene Halbschicht bei konstantem Oberflichendruck benétigte Fléche.
In einem System konstanter Flache hingegen baut sich eine Spannung auf, welche entweder zur
lateralen Kompression der Lipide oder einer Kriimmung der Membran fiihrt. All dies kann eine
wichtige Informationsquelle beziiglich der natiirlichen Funktion eines Proteins und seiner spezi-
fischen Bindungseigenschaften (Affinitét, bevorzugte Kritmmung, Kontaktfliche, Eindringtiefe)
sein.

Hier wird dieser Platzbedarf als Einbaufliche und damit — makroskopisch — als Nettodnde-
rung der Fliche einer Membran oder auch ihrer Lipiddichte bei konstantem Druck aufgefasst!,
wobei, anders als in Kapitel 5, eine Lipidmonoschicht in Form eines LANGMUIRfilms (siehe Ab-
schnitt 3.1.2.2) zur Anwendung kam. Diese ermoglicht auf einfache Weise die Einstellung eines
gewiinschten Druckes bzw. einer Lipiddichte und damit auch die Untersuchung des druckabhén-

gigen Proteineinbaus (SCHWIEGER et al., 2017).

Die Schwierigkeit bei der Bestimmung der Einbaufliche mittels einer Filmwaage liegt in der
Berechnung der die Flichendnderung verursachenden Anzahl an Proteinmolekiilen, welche die
Kombination mit einer weiteren Messtechnik erfordert. Oftmals muss hierzu der Film trans-
feriert oder anderweitig gestort werden, sodass das System nicht mehr im Gleichgewicht un-
tersucht werden kann und auch eine etwaige Zeit- und Ortsabhéngigkeit nicht zugénglich ist

(siehe auch Abschnitt 6.4.6). Hier wird dieses Problem durch die gleichzeitige Durchfithrung von

!Diese Fliche stimmt nicht notwendigerweise mit der auf die Membran projizierten Querschnittsfliche des ein-
gebrachten Objektes iiberein. Aufgrund beispielsweise elektrostatischer Wechselwirkung mit den Lipiden ist
sowohl eine grofiere Einbaufliche, etwa durch abstoflende Kréfte und Stérung der Lipidordnung als auch ei-
ne kleinere Einbaufliche, durch anziehende Kréfte und eine Verdichtung der benachbarten Lipide, denkbar.
Zudem ist es eigentlich nicht korrekt, unterschiedslos den Ausdruck ,Einbau” zu gebrauchen, da mit den
hier angewandten Methoden der Einbau in die Monoschicht nicht von einer blofien Adsorption an die Mono-
schicht unterschieden werden kann. Letzteres kdnnte gleichfalls eine Flichendnderung bewirken, durch einen
rein ,kondensierenden” Effekt auf die Lipide sogar eine negative (HADICKE et al., 2016).
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FCS-Messungen an der Filmwaage umgangen (siehe hierzu Abb. 6.1), die eine direkte Bestim-
mung der eingebauten Proteinmenge erlauben und zuerst von GUDMAND et al., 2009 publiziert

wurden?.

Apparativ sind diese Messungen durch die Kombination einer Filmwaage mit einem inversen
konfokalen Fluoreszenzmikroskop durchgefithrt worden (siehe Abb. 6.2): Ein Wasserimmersions-
objektiv mit einem besonders grofiem Arbeitsabstand von rund 600 pm wird von unten durch
eine mit einem Deckglas verschlossene Offnung im Boden der Filmwaage an den Film heran-
gefiihrt, wodurch sich an dieser Stelle eine sehr geringe Wassertiefe ergibt. Der letzte Aspekt
bedingt nicht nur eine erhéhte Empfindlichkeit des Lipid- und Wasserfilmes gegeniiber Erschiit-
terungen, was gerade beim Spreiten des Lipides durch kurzzeitiges Anheben des Wasserstandes
kompensiert werden muss, sondern auch eine stark verlangsamte Durchmischung der Subphase

durch Stréomung.

Um dennoch einen gleichméfigen Einbau von Protein zu erreichen, wurde mit den Barrieren der
Film als Ganzes iiber die seitlichen, tieferen Bereiche der Filmwaage bewegt, die Proteinlésung
dort unter der Barriere durch injiziert und mittels eines kleinen Magnetriihrers in der Subphase
verteilt. Die FCS-Messung erfolgt nach Ablauf einer fiir den Einbau hinreichenden Zeitspanne

durch erneute Bewegung des Filmes zuriick iiber das Objektiv.

Aufgrund der unvollkommenen Gasdichtigkeit des Gehduses um Filmwaage und Mikroskop ist
eine fortwidhrende Verdunstung der Subphase unvermeidlich und wurde in den experimentellen
Ablauf integriert: Die — mehr oder weniger — gleichméfige Bewegung des Filmes nach unten bei
abnehmendem Volumen der Subphase erzeugt bei konstanter Hohe des Objektives einen Durch-
lauf durch den Laserfokus® und damit einen charakteristischen, von der MDF vorgegebenen Ver-
lauf der mittleren Helligkeit sowie der FCS-Parameter (Neg, 7p und wiy). Erstere beschreibt,
wie fiir ein 2D-GAUSS-LORENTzZmodell zu erwarten, recht genau eine LORENTZkurve (siehe Abb.
6.3) nach

(Fo)
F =— 6.1
FE) = 1 (61)
letztere hingegen eine Parabel nach?
Negt (2) = Nt (1+ 22/u2) (6.2)

2Bereits vorher wurden sowohl FCS-Experimente an Monoschichten auf festen Tragerstrukturen (ELLIOTT et al.,
2003) und Fliissig-Fliissig-Grenzflichen durchgefithrt (BENDA et al., 2003) als auch Diffusionsprozesse in Mo-
noschichten mittels anderer Techniken, beispielsweise Einzelpartikelverfolgung (engl. single particle tracking,
SPT, siehe SCHUTZ et al., 1997; KE et al., 2001 oder Fluoreszenzerholung nach Photobleichung (engl. fluore-
scence recovery after photobleaching, FRAP, siche PETERS et al., 1983), untersucht.

Dies kann als ,freiwillig” ablaufende Variante der sogenannten z-Scan-FCS (BENDA et al., 2003), bei der
die Probe in axialer Richtung mechanisch abgerastert wird (eine verdunstungsgetriebene Messung wurde an
gleicher Stelle ebenfalls beschrieben). Da hier die axiale Abhéngigkeit der FCS-Parameter nicht zum Zwecke
der Kalibrierung herangezogen wird (ALLGEYER et al., 2011), sind kleinere Bewegungen von Filmwaage und
Wasseroberflache nicht von Relevanz.

4Praktisch entsteht diese Parabel aus der Zerlegung der Fluoreszenzintensititsverlaufs in viele kurze Segmen-
te und deren unabhéngiger Autokorrelation und Anpassung an die theoretische Kurve fiir zweidimensionale
Diffusion in der zy-Ebene.
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Abbildung 6.1.: Schematische Darstellung des Messaufbaus und der stufenweisen Auswertung der ge-

wonnenen Daten zur Bestimmung von Einbaufldchen in einer Monoschicht.

A: Seitenansicht der Filmwaage tiber dem Mikroskopobjektiv mit Lipidmonoschicht,
injiziertem Protein, WILHELMY-Plattchen und Riihrer.

B: Fluoreszenzmarkierte Lipidmolekiile diffundieren innerhalb der in ihrer Héhe ver-
anderlichen Wasser-Luft-Grenzflache durch den Fokus (fokussierter Laserstrahl als Hy-
perboloid, effektives F(C)CS-Volumen als Ellipsoid).

C: Die Zéhlratenkurve bei einem Fokusdurchlauf wird fiir die Korrelation in einzelne
Abschnitte zerteilt.

D: Die sich ergebenden Autokorrelationskurven zeigen eine von der Position der Mono-
schicht abhéngige Amplitude.

E: Durch Anpassung der theoretischen Kurven wird die parabelférmig verlaufende ef-
fektive Teilchenzahl gewonnen und deren Minimalwert bestimmt.
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Abbildung 6.2.: Fotografie der verwendeten Filmwaage in ihrem Gehiuse auf dem Mikroskop. Der Film
zwischen den Barrieren wurde zur Proteininjektion neben dem Objektiv platziert, wo
sich auch der Magnetriihrer befindet.
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Abbildung 6.3.: Beispielhafte Anpassung einer LORENTZkurve mit dem axialen Fokusradius w, py an
den Verlauf der Zahlrate wihrend eines Fokusdurchlaufs (entspricht Abb. 6.12, mittlere
Spalte).

deren Minimum ausgewertet® und diese ,wahre” Teilchenzahl Negr o zur Berechnung der Fla-
chendichten der markierten Lipide und Proteine herangezogen wird. Der auf die Lochblende
zuriickzufithrende axiale Fokusradius w, py weicht in unserem System zudem nicht merklich von
w, ab, sodass im Folgenden stets ein einziger Parameter verwendet wird.

Die Flachenénderung selbst wurde mit zwei verschiedenen Methoden bestimmt: makroskopisch
iiber die Position der bei konstantem Druck automatisch nachgefithrten Barrieren und mikro-
skopisch tiber die aus der Teilchenzahl eines andersfarbig fluoreszenzmarkierten Lipidanalogons

bestimmten Anderung der Flichendichte des Lipidfilms.

Alle Messungen wurden, soweit nicht anders vermerkt, bei einem Oberflichendruck von IT =

STatsichlich liegen die Daten in Abhéngigkeit der Zeit vor und werden unter der Annahme einer konstanten
Wandergeschwindigkeit mit der Ersetzung z/w, — (t — to) /t, angepasst.
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30 mN/m durchgefiihrt, welcher aufgrund der bei etwa diesem Druck vorliegenden Gleichheit der
Lipidflichendichten von Mono- und Doppelschicht (sogenannter monolayer-bilayer equivalence
pressure, siche BLUME, 1979; SEELIG, 1987) als fiir den biologischen Vergleich relevant angesehen
werden kann. Fiir Sarlp und eine Major-Minor-Miz-Monoschicht fallt dieser Druck ebenfalls mit
dem sogenannten maximalen Einbaudruck (engl. mazimum insertion pressure, MIP) zusammen
SCHWIEGER et al., 2017, welcher den aus Filmwaageexperimenten extrapolierten Druck angibt,
bis zu dem sich Molekiile in eine Monoschicht einbauen. Somit ist damit zu rechnen, dass nur
sehr geringe Mengen Proteins eingebaut werden und sowohl die akkurate Bestimmung der Teil-
chenzahlen als auch der Flachendnderungen eine Herausforderung darstellen. Hinzu kommt bei
diesen, relativ zum maximalen Druck, dem die aus den verwendeten Lipiden gebildeten Mono-
schichten ohne zu kollabieren ausgesetzt werden kénnen, sehr hohen Driicken eine erhebliche
Instabilitat der Filme, die sich in einem Druckabfall (bei konstanter Fliche) bzw. einer stetigen

Verringerung der Fliche (bei konstantem Druck) bemerkbar macht.

Da der kontinuierliche Abfall der Filmflaiche der zu messenden Erhéhung entgegenwirkt, ver-
falscht dieser die berechnete Einbaufldche in jedem Fall hin zu kleineren Werten. Die Verwen-
dung der aus FCS-Messungen bestimmten Flachendichten der Lipide erlaubt nun die Umgehung
dieser Schwierigkeiten®. solange der Verlust an Filmfliche nicht selektiv einzelne Komponenten

der Lipidmischung betrifft.

6.2. Grundlagen

Wie in den beiden vorangegangenen Kapiteln werden die theoretischen FCS-Kurven fiir eine
diffundierende Komponente an die Korrelationsdaten angepasst, wobei wegen der auf die laterale
Bewegung in der Monoschicht beschriankte Diffusion der fluoreszierenden Teilchen hier Gl. 3.161
genutzt werden muss. Photophysikalische Effekte kénnen hier ebenfalls ignoriert werden, da bei
den verwendeten Farbstoffen und Laserleistungen diese kaum ausgepriagt sind und auch nicht
im fir die langsame Diffusion in der Lipidmembran charakteristischen Zeitbereich stattfinden.
Die Autokorrelationsamplituden des griinen (markiertes Sarlp) und gegebenenfalls des roten
Kanals (markierter Lipidfilm) werden nach Gl. 3.98 in effektive Teilchenzahlen umgewandelt
und fiir die Auswertung verwendet. Eine Korrektur wie oben ist unter den hier verwendeten
Bedingungen nicht notwendig, weil die Helligkeiten in beiden Kanélen einerseits so grof8 sind,
dass sich unkorrelierter Hintergrund nicht bemerkbar macht, andererseits die Helligkeit des roten
Kanals (wo verwendet) jene des griinen Kanals um eine Grofilenordnung iibertrifft und damit

das (deutlich stérkere) Ubersprechen von griin nach rot ebenfalls vernachlissigt werden kann.

Waiéhrend in den Vesikelexperimenten die effektiven Fokusvolumina zur Auswertung der erhal-

tenen Korrelationsamplituden unverzichtbar waren und mittels Messungen an Fluorophoren

Dies gilt unter der MaBigabe, dass der Verlust an Filmfliche unabhingig von deren Zusammensetzung erfolgt.
Wiirden bestimmte Lipide selektiv in die Subphase iibergehen und damit die tibrige Monoschicht in ihren
Eigenschaften verdndern oder der Druckverlust durch eine langsame Phasenumwandlung der Lipide hervorge-
rufen werden, konnte auch die Auswertung mithilfe markierter Lipide nicht mehr die korrekten Einbauflachen
reproduzieren.
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bekannter Diffusionskoeffizienten ermittelt wurden, treten bei der Untersuchung zweidimensio-
naler Phasen wie hier die effektiven Fokusflichen im axialen Zentrum des Fokus an ihre Stelle.
Da keine verlésslichen Diffusionskoeffizienten von Fluorophoren an der Wasser-Luft-Grenzflache
zur Verfiigung standen, wurde fiir deren Bestimmung auf eine der FCS verwandte Technik,
die Rasterbildkorrelationsspektroskopie (RICS) zurtickgegriffen (siehe Abschnitt 3.4.5). Unter
Ausnutzung der vom Hersteller kalibrierten Positionierung des Laserstrahls und damit genau
bekannten Grofle der Bildpunkte der in einem Laserrastermikroskop erzeugten Bilder ermog-
licht diese eine unabhingige, absolute Berechnung des Fokusradius’ Dessen Quadrat beschreibt
nach Gl. 3.163 eine Parabel, deren Minimum aus einer nichtlinearen Anpassung einer solchen

ermittelt wird.

6.2.1. Messung der Einbauflache

Die Einbaufliche Aginpan kann zunéchst aus der makroskopischen Flicheninderung des Filmes
A A, gemessen mittels der Position der Barrieren der Filmwaage (Flache vor Einbau A; und nach
Einbau As), und der Anzahl in der Monoschicht eingebauter Proteine Nj! = Néw /Xg (mit der
Gesamtzahl griin markierter Teilchen Né\/[ nach FCS und dem Markierungsgrad des Proteinsy,)

errechnet:

AA Ay — A

AEinbau =

Név[ wird schliellich — unter Annahme tiberall gleicher Einbaudichten — hochgerechnet aus der
Anzahl griiner Teilchen N, in der effektiven Fokusfliche Ay und deren Verhaltnis zur Filmfliche
nach Einbau As:

A
N = XgNg (6.4)
_ Ay Ag
AEmbau - <1 142> EXg' (65)

Als Alternative zur Verwendung der mithilfe der Filmwaage bestimmten makroskopischen Fléche
der Monoschicht kann die Einbauflache auch auf Grundlage der Verdiinnung der Lipidmolekiile
nach Proteineinbau ermittelt werden. Dazu wird ein Anteil an fluoreszenzmarkierten Lipidanalo-
ga dem Film zugesetzt und in einem zweiten Farbkanal FCS-Messungen fiir diese durchgefiihrt.
Die Gesamtlipidanzahl Ni; wird als konstant angenommen, da das eingebaute Protein die Lipide
lediglich auf eine groflere Fliche verdréangt (sieche Abb. 6.4) und somit ihre Flachendichte vor
(pri1) bzw. nach dem Einbau (pr;2) unterschiedlich ist.

Man erhélt mit dieser Methode nun tber die Ersetzung der Gesamtflachen iiber

(6.6)

und mit der Zahl rot markierter Lipide vor (V; 1) bzw. nach Einbau des Proteins (N;2) sowie
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Abbildung 6.4.: Schematische Darstellung des Effektes von eingebautem Protein (Ellipsen) auf die Fli-
chendichte der Lipide (Kreise). Die farbigen Kreise symbolisieren die Grofie des effekti-
ven Fokus in beiden Kanélen, welche jeweils den Bruchteil fluoreszenzmarkierter Lipide
bzw. Proteine detektieren. Der gestrichelte Kreis stellt die nach dem Einbau von der
(konstanten) Anzahl Lipide eingenommene grolere Fliche dar.

der roten Fokusfliche A, und dem Markierungsgrad der Lipide x,

Ny 1.2) = PrLi,(1,2)ArXa (6.7)
die Einbauflache zu
NLiArXr/Nr 1 Ag Nr 2 Ag
Apinpay = |1 — 2B/ Tol ) ey [ n2) D8 .
Finba ( NLiArXr/Nr,2 Nng Nr,l Nng (6 8)

Ein Verlust von Lipiden durch Abtauchen in die Subphase oder Ubertreten der Barrieren und
Trogrander hat nun keinen unmittelbaren Einfluss auf die Messung, was als ein deutlicher Vorteil
dieses Ansatzes zu sehen ist. Wichtig ist dabei allein der homogene Verlust von Material, sodass

sich weder die globale, noch die lokale Zusammensetzung des Filmes verdndert.

6.2.2. Einfluss von Teilchen in der Subphase

Bisher wurden allein die in die Monoschicht integrierten bzw. an sie gebundenen Fluorophore
betrachtet, was etwa fiir Lipidanaloga in einem LANGMUIRfilm auch sinnvoll ist. Da das hier
untersuchte Protein aber in geloster Form in der Subphase vorliegt und nur partiell aus dieser an
die Monoschicht bindet, muss auch der Einfluss dieser in der Subphase verbliebenen Fluorophore
quantifiziert und gegebenenfalls in der Auswertung berticksichtigt werden. In diesem Abschnitt

sollen daher fiir den Fall vernachlissigbarer Geschwindigkeiten des Ubergangs zwischen 2D- und

141



BINDUNG AN MONOSCHICHTEN 6.2.2. Einfluss von Teilchen in der Subphase

3D-Phasen obere und untere Grenzen fiir den relativen Beitrag der Subphase zu den wahrend

eines Fokusdurchlaufs gewonnenen Korrelationskurven entwickelt werden 7.

Ausgehend von GI. 3.107 wird nun, unter Annahme unabhéngiger Spezies in der Monoschicht

und der Subphase und Vernachldssigung photophysikalischer Prozesse,

F(t) = Fp(t)+ Fp(t) (6.9)
(Fap (1) - F3p (1)) = (Fap (1)) - (F3p (1)) (6.10)

angesetzt und in die Autokorrelationsfunktion eingefiigt:

G(r) = (F2p (t) + F3p (1)) - (Fop (t+ T)2+ Fyp (t+71)) 1 (6.11)
(Fop () + F3p (1))
_ (Fop () - Fop (t+7)) — (Fop (£)* + (Fsp () - Fsp (t+ 7)) — (Fp (1)) (6.12)
(Fop (£))* + (Fsp (1)) + 2 (Fop () (Fsp (1)
Gap (1) (Fap (1))* + Gsp (7) (Fap (1)) (6.13)
(Fop (£))> + (Fsp (£))> + 2 (Fap (1)) (Fsp (1)) ‘

Der Beitrag des, hier unerwiinschten, Signals aus der Subphase relativ zum eigentlich untersuch-

ten Signal der Monoschicht ist somit durch

Gap (1) (Fap (1))* _ (0Fsp (1) - 6F3p (t+ 7))
Gop (1) (Fop (1))* (0Fap (t) - 0Fap (t+ 7))

T (1) = (6.14)

gegeben. Hierbei sind Gaop (7) und Gsp (7) die hypothetischen Autokorrelationsfunktionen beider

Spezies in Abwesenheit der jeweils anderen.

Da fur die vorliegende Arbeit allein die Amplituden (unter Vernachlédssigung photophysikalischer
Prozesse, Schrotrauschen, etc.) von Interesse sind, beschriankt sich die Herleitung im Weiteren

auf diesen mathematischer deutlich simpleren Fall:

- <5F3D (t)2> B Q%DCSDNAJ_W( P& Q2pesp f 04 (2) dz
o <5F2D (t)2> - QgDC?DNA:&W( 2d37 Q2DC2D92 (2m)

(6.15)

Hierbei stellt cop die Flachenkonzentration der fluoreszierenden Teilchen der Monoschicht mit
der Einheit mol/m? dar. Die Integrale iiber die Quadrate der MDF erstrecken sich fiir die
Monoschicht iiber deren Fliche in der zy-Ebene (hier als £24' bezeichnet in Analogie zu G1. 3.79)
auf der axialen Hoéhe zp1, wobei die Position des Fokuszentrums als z = 0 angenommen wird,

und fir die Subphase damit auf den negativen Halbraum bis zur Hohe zy;.

Die Konzentrationen kénnen nun fiir unser System® in Beziehung gesetzt werden zu der Gesamt-

fliche der Monoschicht Ay;, dem Gesamtvolumen der Subphase Vs und den Subphasenkonzen-

"Rein auf Intensititsmessungen bezogene Vorlaufer dieser Analyse finden sich in MACDONALD et al., 2010; SMITH
et al., 2015

8Dieselben Formeln gelten fiir nicht vollstindig fluoreszenzmarkierte Teilchen, da sich der Markierungsgrad aus
den Konzentrationen herauskiirzt, siehe auch Abschnitt 5.2 auf Seite 120.
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Abbildung 6.5.: Abhingigkeit des Verhéltnisses der Beitrige von Subphase und Monoschicht &, zur
FCS-Amplitude von der Position der Wasser-Luft-Grenzfliche in Relation zum Fokus-
zentrum un = 2n /Wy-

trationen freier Proteine und besetzter Bindungsplétze®:

o (6.16)
bes bes
ngy g Vs
= B _ 6.17
C2D AM AM ) ( )

womit sich schliefflich

Qi Ay T 244 (2) & — 1 el Ay,

Ty = .=
oV ), 20T Gl Ve

D9 (un) (6.18)

—0o0

ergibt. Hier wurde der Faktor der Fluoreszenzloschung (siehe hierzu auch Seite 83) bei Inter-
aktion mit der Monoschicht (31 = Q2p/Q@sp eingefiihrt, sowie nach Substitution z = ww, die

dimensionslose Funktion
UM A
Q4 (uwy,)

Pl =) 07 funge)

du (6.19)

definiert, deren wichtiger Spezialfall mit n = 2 fiir das hier angenommene 2D-GAUSS-LORENTZmodell
in Abb. 6.5 dargestellt ist.

Eine Abschitzung des Verhéltnisses cgei / c%es kann nun durch Umstellen der zugehorigen Bin-

dungsisotherme erfolgen, fiir den vorliegenden Fall also die LANGMUIR-Isotherme GI. 3.249 mit

9Die Frage nach der thermodynamischen Aktivitit oberflichengebundener Molekiile und der Stellung der Mem-
branen als eigene Phase (siehe etwa ISRAELACHVILI, 2011) ist hier nur scheinbar relevant, da zwar eine nominelle
Volumenkonzentration der Bindestellen Verwendung findet, diese aber lediglich eine pragmatische Umrechnung
des Besetzungsgrades der Bindungsplétze darstellt und nicht als thermodynamische Grofle in die Berechnung
eines Gleichgewichtes eingeht.
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der Gesamtmenge Bindungsplétze n}:
nbes C%es gei
nO = CO = fr01 + K (620)
B B D

frei frei
cp K + cp
bes = 70 . (6.21)
‘B ‘B

Da die freie Proteinkonzentration nicht negativ sein kann, ergibt sich folglich eine Untergrenze

des Beitrages der Subphasenproteine zur Autokorrelationsfunktion von

1 KD Aynwy,

1 KpNawy,
1o > — _—
CM CB Vs

(M i Dy (unp) , (6.22)

2 (un) =
welche fiir gegebene optische Parameter allein vom Verhéltnis der Dissoziationskonstante zur
Flichendichte der Bindungsplitze p% abhiingt. Je affiner also die Bindung der Proteine und
je dichter ihre Besetzung der Monoschicht, desto weniger stellt in der Subphase verbliebenes

Protein also ein Problem fiir die Messungen dar.

Eine Obergrenze fiir Ty kann direkt aus der Messung selbst gewonnen werden und damit im
Nachhinein als Indikator fiir die Notwendigkeit einer Beriicksichtigung der freien Fluorophore

bei weiteren Auswertung dienen. Hierzu wird das theoretische Helligkeitsverhéltnis

Q3DC3DNAIW( )37 Qspesp f 28 (2)dz
v

(Fp (1)) Q2DC2DNA£W( )BF QQDCQD-Ql (2m)

(6.23)

mit experimentell zugénglichen Daten verglichen. Man erkennt die Analogie zur Berechnung von

7o und erhélt direkt
(Fsp (t)) 1 o A,

(Fop (1)) CQuel™ Vs
und durch Vergleich mit Gl. 6.18 schliellich

@1 (um) (6.24)

(Fsp (1)) 1 @3 (um)
(Fop (1)) Cm D1 (um)

Ty = (6.25)
Fiir die Bestimmung von Neg o ist insbesondere der zentrale Abschnitt der Durchlaufkurve mit
up = 0 relevant. Gleichzeitig gilt, dass der Beitrag der Subphase zur Helligkeit dort maximal halb
so grof} ist wie die Gesamthelligkeit bei Positionierung des Fokus tief unterhalb der Monoschicht
(unp > 0), da exakt der untere Halbraum des Fokus’ von der Subphase eingenommen wird und

lim (F5p (t)) = 0:

(Fsp (1)) 1 &, (0)

Yo (un = 0) (Fuyi—o (£)) — (F3p (£)) Cu @1 (0) (6.26)
% <FUM>>0 (t>> L%

= (Fupy=0 (t)) — % (Fuys0 () Qi 8 (6.27)
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In der zweiten Zeile wurden die entsprechenden Werte von &,, (0) fiir das 2D-GAUSS-LORENTZmodell
eingesetzt!'". Diese Abschiitzung wird umso genauer, je tiefer in der Subphase der Wert (F,,,s.0 (t))
gemessen wird. Sollte dies nicht praktikabel sein, kann — unter der Voraussetzung einer noch
nicht allzu stark durch den Einfluss der Subphase verzerrten Helligkeitskurve, also hier einer
nur geringfiigigen Abweichung von GIl. 6.1 — auch die leichte Asymmetrie dieser Kurve ausge-
nutzt werden, die durch die zusétzliche Helligkeit der nicht an die Monoschicht gebundenen

Fluorophore hervorgerufen wird:

+z2Mm —2zM

(Fioy (1) = (F oy (1)) = Qspesp | [ 2 (1) ds— [ 01 (2)d

+Qapean [2ff (+2u) — 21! (—2u)]

+2m

= (s3pcsp j 2 (2)dz (6.29)
o
< Qupesp | 01 (2)dz = (Foyy o (1) (6.30)

Aus der Differenz der Helligkeiten zwischen axialen Positionen gleichen Abstandes der Mo-
noschicht vom Fokuszentrum ((F ., (¢)) und (F_,, (¢))) fallt der in beiden Féllen identische
Beitrag der gebundenen Fluorophore heraus (£2{' (z) ist eine gerade Funktion) und es verbleibt
ein Bruchteil der maximalen Helligkeit der Subphase (F},, oo (f)), welcher als Néherung fir

(Fuysso (1)) in Gl 6.27 eingesetzt werden kann.

6.2.3. Alternative Auswertung der Durchlaufkurven

Anstatt die gemessen Fluoreszenzintensitit in kurze zeitliche Abschnitte zu zerlegen, in denen
die Monoschicht nahezu an derselben Position relativ zum Fokus verharrt, kann auch ein gro-
Berer Teil der Durchlaufkurve als Ganzes autokorreliert und eine verdnderte theoretische Kurve
daran angepasst werden (sieche Abb. 6.6). Durch die Bewegung der Monoschicht durch den Fo-
kus, welche der diffusiven Bewegung der Fluorophore iiberlagert ist, wird die MDF selbst eine
Funktion der Zeit und es findet bei der Berechnung der Korrelationsfunktionen eine zweite,

deterministische Mittelung iiber diese statt.

Da die Normierung auf die mittlere Helligkeit im Nenner ebenfalls — und getrennt vom Zéahler
— auf diese Weise gemittelt wird, kann nicht einfach G (7) selbst gemittelt werden, sondern
Zahler und Nenner getrennt. Bei der hier verwendeten symmetrisierten Normierung erstreckt
sich zusétzlich die Helligkeitsmittelung auf verschiedene Abschnitte des Fokusdurchlaufs, sodass
auch in der theoretischen Kurve nicht einfach das Quadrat der erwarteten Helligkeit bei der

Berechnung der Autokorrelationsfunktion benutzt werden darf.

O nteressanterweise konvergiert dieses als auf die Helligkeit normierter relativer Einfluss der Subphase auffassbare
Verhaltnis @2 (um) /@1 (unm) fiir um — —oo gegen 1/5, da beide Phasen schlieflich gleichermaflen an Einfluss
verlieren und die Lage der Fluorophore in Monoschicht oder Subphase nur noch einen konstanten Faktor

beisteuert. Umgekehrt gilt wie zu erwarten lim @2 (um) /@1 (um) = o0.
UN—> 00
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Abbildung 6.6.: Beispielhafter Fokusdurchlauf (links) mit den iiber ein Korrelationsfenster der Lénge
At zu berticksichtigenden unterschiedlichen mittleren Intensititen (Kreise rechts) und
Amplituden (Kurven rechts). Bei der Korrelationszeit 7 fliet nur der Uberlappungs-
bereich des originalen (schwarz) und verschobenen (grau) Zeitfensters in die Rechnung
ein. Die roten und griinen Kreise zeigen die lokale Fluktuation der Zahlrate um den
auf kleineren Zeitskalen nahezu konstanten, aber insgesamt positionsabhdngigen Mit-
telwert (Balken und Werte) an. Man erkennt die im Zentrum des Fokus (rot) héhere
Amplitude und damit kleinere effektive Teilchenzahl.

All dies sorgt dafiir, dass die Helligkeit keine stationdre Funktion mehr ist und damit die Kor-
relationsfunktionen nicht mehr nur von der Korrelationszeit 7 abhingt, sondern zusétzlich von
der Startposition zy; der Monoschicht relativ zum Fokuszentrum, seiner (axialen) Wanderge-
schwindigkeit vy; durch den Fokus!'!, sowie der Lange des Korrelationsfensters At. Die Position
des Fokuszentrums wird abermals als konstant z = 0 angenommen, sodass der die Monoschicht
umfassende Teil der MDF eine zeitabhéngige Funktion mit W (7) — W (z,y, z2p1 + om (£ — 1))

wird.

Zusammengenommen ergibt sich damit nun fiir eine Korrelation der Kanéle a und b

(Fa) Fp(+7) | _ (Gap(r)+1

G b(T) _ F : _ , )<Fa (t)> <Fb (t+7_)> 1 (631)
" (Fo (1)) - (Fy (t+7)) (Fa (1) - (Fy (t+7))
_ ) 0B {t+T)) | (Fa () F(E+ 7)) — (Fa () (B (E+ 7)) (6.32)
(Fa (1)) - (Fy (t+ 7)) (Fa (1)) - (Fy (t+ 7))
Hierbei ist zuséatzlich zu beachten, dass
(0F, () -0k (t+ 7)) = (Fa(t) Fa(t+7))+ (Fa(t)) (Fp(t+7)) (6.33)
# (Fa(t) - Fp(t+7)) + (Fa (1)) (Fp (t+7)) (6.34)

gilt und dadurch ein zweiter Term in Gl. 6.32 auftritt, welcher einen Versatz auf der Ordina-

te darstellt und unabhéngig ist von den diffusiven und photophysikalischen Prozessen in der

"Hier wird grundsétzlich eine konstante Wandergeschwindigkeit angenommen, sodass die Position der Mono-
schicht nach Versatz um die Korrelationszeit als zn,2 = 2m,1 + vm7T geschrieben werden kann. Bei den hier
betrachteten Experimenten mit verdunstender Subphase ist damit vm < 0.

146



6.2.3. Alternative Auswertung der Durchlaufkurven BINDUNG AN MONOSCHICHTEN

—Messung

0,06 = -Theorie

0,04 ]
~ scheinbare
\6/ 0.02} Amplitude )

Versatz I
0 _______________________ -
_0)02 L L L L L
10° 10 107 10° 10
T/s

Abbildung 6.7.: Vergleich einer aus Filmwaagemessungen erhaltenen Korrelationskurve mit dem hier
entwickelten theoretischen Modell fiir At = 200s. Die scheinbare Amplitude 2 und der
Versatz Gy konnen nach Gl. 6.37 zur Berechnung der ,,wahren” Teilchenzahl genutzt
werden.

Fluorophore'?.

Die Berechnung der theoretischen Werte fiir (0F, (t) - 6Fy (¢t + 7)) und <F(172) (t)> erfolgt nun

wie gewohnt, wihrend die Mittelungen iiber den Durchlauf nach folgendem Schema erfolgen:

t1+At—7
—— 1

O = 55— jf(t)dt. (6.35)
t1

Die entstehenden Formeln sind auch fiir den einfachsten Fall der freien Diffusion einer Kompo-
nente recht sperrig und in ihrer exakten Form fiir die weitere Arbeit nicht von Belang, weshalb
hier nur ein beispielhafter Vergleich mit einem Fokusdurchlauf gezeigt werden soll (Abb. 6.7).
Man erkennt den Versatz der Kurve nach oben und eine Mulde bei Korrelationszeiten im Be-
reich der Lénge des Korrelationsfensters. Solange vmp < w, pu gewéhrleistet ist, kann eine
scheinbare Amplitude 2 durch Anpassung der theoretischen Kurven fiir den Fall einer stati-
schen Monoschicht nach GIl. 3.161 unter Beriicksichtigung dieses Versatzes Gg gewonnen und
die ,wahre” Teilchenzahl Neg o daraus mithilfe von Korrekturfaktoren berechnet werden (hier
wiederum fiir eine Komponente ohne photophysikalische Effekte und mit einem auf die Fo-
kusmitte zentrierten Korrelationsfenster der axialen Ausdehnung relativ zum Fokusradius von
be = Az/w,pu = vMTD/wspH, Abb. 6.8 zeigt ebenfalls die Abhéngigkeit von der Mitte des

2Dies wiirde nicht passieren, wenn eine praktische Berechnung von (§F, (t) - 6Fy (t + 7)) moglich wire. Da sich
die Fluktuationen aber auf zeitabhingige Mittelwerte <F(a,b) (t)> beziehen, die nicht aus den Daten einer
Durchlaufkurve ermittelt werden kénnen, muss stattdessen der iiber das Korrelationsfenster gemittelte Wert

m verwendet werden.
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Abbildung 6.8.: Darstellung der Abhéngigkeit des Verhéltnisses von scheinbarer zu ,wahrer” Teil-
chenzahl bei der Verwendung langer Korrelationsfenster von seiner Ausdehnung b, =
Az/w, py und der Position zy der Monoschicht in dessen Mitte. Fiir einen Wert von
by =~ 1,2 muss die genaue Lage des Fensters nur auf etwa ein Viertel des axialen Fokus-
radius’ genau bekannt sein, um die erhaltene Teilchenzahl korrigieren zu kénnen.

Korrelationsfensters in axialer Richtung):

- 1
Neff,o = W (636)
—Go
2
Nogo 16 (4 + b2)* (arctan %) (637)
— = . 6.37
Negt 0 by (40D, + 6b? + 3 (4 + b?)* arctan & )

Da der relative Fehler von Neﬁr@ unter diesen Bedingungen weniger als 5% betrigt, solange
b, < 0,85 gilt'®, kann ein sehr groBer Anteil der Durchlaufkurve als Ganzes korreliert und
ausgewertet werden, ohne eine sekundéire Auswertung anhand der oben besprochenen paraboli-
schen Abhéangigkeit der einzelnen Neg vorzunehmen oder exakte Korrekturfaktoren zu ermitteln.
Nachteilig ist hierbei allerdings zum einen die Voraussetzung einer bekannten MDF zur Herlei-
tung von Gl. 6.37 (die genaue Form von Gl. 6.2 ist fiir das Auffinden des Minimums nicht
zwingend erforderlich), zum anderen die Empfindlichkeit gegeniiber Ausreiflern, wie etwa sehr
hellen Proteinaggregaten, welche vor der Korrelation aus der Kurve entfernt werden miissten,
was wiederum den Zusammenhang zwischen Neﬁ"o und Neg o verkomplizieren wiirde. Aus diesen
Griinden wird im weiteren Verlauf die oben beschriebene Zerteilung und getrennte Auswertung

der Durchlaufkurven angewandt.

13Fiir diese Breite eines zentrierten Korrelationsfensters ist die mittlere Helligkeit an den Réndern bereits auf
weniger als 60 % der des Maximums abgefallen. In den meisten Fillen ist eine Auswertung der Daten noch
weiter in den Flanken der Durchlaufkurve aufgrund des stark zunehmenden Rauschens ohnehin nicht sinnvoll.
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6.3. Experimente

6.3.1. Materialien

Der Major-Minor-Mix setzt sich aus acht verschiedenen Phospholipiden, die, zusammen mit
den getrennt davon verwendeten zwei Phospholipiden 1,2-Dilauryl-sn-glycero-3-phosphocholin
(DLPC) und 1,2-Dilauryl-sn-glycero-3-phospho-L-serin (DLPS), jeweils von der Firma Avanti
Polar Lipids (Alabaster, Alabama, USA) bezogen wurden, und Ergosterol, welches von der Firma
Sigma-Aldrich (Schnelldorf, Deutschland) bezogen wurde, zusammen. Die genauen Anteile an
der Mischung sind in Tabelle 5.1 enthalten. Weiterhin wurden als Fluoreszenzfarbstoffe Alexa
Fluor 488 C; Maleimid von der Firma Invitrogen (Carlsbad, Kalifornien, USA), sowie ATTO
488 DOPE und ATTO 633 DOPE von der Firma ATTO-TEC (Siegen, Deutschland) verwendet.

Das nicht-hydrolysierbare Nukleotidanalogon Guanosin-5’-[3,y-imido]-triphosphat (GMP-PNP)
wurde von der Firma Sigma-Aldrich (Schnelldorf, Deutschland) bezogen.

Der HKM-Puffer setzt sich aus 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsiaure (HEPES,
20 mmol/L), Kaliumacetat (50 mmol/L) und Magnesiumchlorid (1,2 mmol/L) zusammen und
wurde mit Kaliumhydroxid auf einen pH-Wert von 6,8 eingestellt. Die dabei verwendeten Salze

sowie Chloroform wurden von der Firma Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) bezogen.

Das Protein Sarlp aus Saccharomyces cerevisiae wurde wie in DAUM et al., 2014 beschrieben
synthetisiert und gereinigt. Die Variante Sarlp-S147C/C171S wurde gleichermafien gewonnen
und zusétzlich mit Alexa Fluor 488 Cs Maleimid an dem einzigen Cystein-Rest fluoreszenzmar-
kiert (Details siehe AUERSWALD, 2020). Die Funktionalitdt der Proteine wurde mittels eines
COPII-Komplex-Bindungstests (DAUM et al., 2014) und eines Enzymaktivitatstests bestétigt.
Die jeweilige Konzentration wurde durch UV-Absorptionsspektroskopie und BRADFORD-Tests
(BRADFORD, 1976) bestimmt. Das BRADFORD-Reagenz wurde von der Firma Sigma-Aldrich
(Schnelldorf, Deutschland) und das dabei als Proteinstandard verwendete Rinderserumalbumin
(BSA) von der Firma Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, USA) bezogen.

Als Immersionsmedium fiir das Mikroskopobjektiv wurde Immersol W von der Firma Carl Zeiss

(Jena, Deutschland) eingesetzt.

Die verwendeten Deckglidser der Firma Gerhard Menzel (Braunschweig, Deutschland) besafen

die Stéarke Nr. 1,5 und wiesen somit eine Dicke von im Mittel 170 pm auf.

Die Reinigungslosung Hellmanex 111 wurde von der Firma Hellma (Miihlheim, Deutschland)

bezogen.

6.3.2. Gerate

Gasdichte Dosierspritzen wurden von der Firma Hamilton (Reno, Nevada, USA) bezogen.

Die UV-Absorptionsmessungen wurden an einem Infinite M200 PRO der Firma Tecan (Méanne-
dorf, Schweiz) durchgefiihrt.

Die LANGMUIRfilme wurden auf einer modifizierten Filmwaage des Herstellers Nima Technology

(Coventry, UK) prapariert, welche aus einem Trog aus PTFE mit einer maximalen Fliache von
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70 cm? zwischen zwei beweglichen Barrieren aus Polyozymathylen (POM) besteht. Zur Messung
der Oberflichenspannung kam ein Sensor mit einem WILHELMY-Pldttchen zum Einsatz, der auf
einer der Barrieren befestigt wurde. Die Subphase hatte ein Volumen von 30 mL und bestand aus
HKM-Puffer mit GMP-PNP in einer Konzentration von 10 pmol/L. Der Trog wurde mit einem
Thermostaten vom Typ Alpha RA8 und das Objektiv zusétzlich mit einem Thermostaten vom
Typ Ecoline Staredition RE 107 der Firma Lauda (Lauda-Koénigshofen, Deutschland) gekiihlt.
Der Trog enthielt ein rundes Loch im Boden, das von einem Metallring umrahmt und von einem
Deckglas der Starke 1,5 der Firma Menzel (Braunschweig, Deutschland) mit dem UV-hartendem
Expoxidharz Loctite 3201 der Firma Henkel (Braunschweig, Deutschland) verschlossen wurde. In
den Bereichen links und rechts neben diesem Zugang fiir das Mikroskopobjektiv wurde jeweils ein
Magnetriithrer der Marke Variomag Mini Riihrer der Firma Thermo Fisher Scientific (Waltham,
Massachusetts, USA) eingesetzt.

Alle FCS-Experimente wurden an einem Laserrastermikroskop der Marke LSM 710 mit FCS-
Funktionalitdt (ConfoCor 3) der Firma Carl Zeiss (Jena, Deutschland) durchgefiihrt. Die Anre-
gung erfolgte mit einem Argon-Ionenlaser der Wellenldnge 488 nm (Leistung hinter dem Objektiv
0,5uW —27,5uW) und einem Helium-Neon-Laser der Wellenlénge 633 nm (Leistung hinter dem
Objektiv 0,25 pW — 0,8 uW), welche iiber einen dichroitischen Spiegel (Reflexion bei 488 nm,
561nm und 633nm) als Hauptstrahlteiler eingekoppelt wurden. Das Fluoreszenzlicht wurde
durch dasselbe Objektiv (LD C-Apochromat 40x mit NA = 1,1) eingesammelt, iiber eine qua-
dratische Lochblende (Durchmesser 43 pm) dessen Konfokalitét sichergestellt und mittels eines
dichroitischen Strahlteilers bei 635nm aufgetrennt und iiber Farbfilter (zwei Bandpass-Filter
von 505 nm bis 540 nm bzw. von 655 nm bis 710 nm) auf zwei Detektoren (APDs) geleitet. Die
Filmwaage wurde auf dem Mikroskop montiert und zur Verlangsamung der Verdunstung der

Subphase von einer Inkubationskammer von Zeiss umschlossen.

6.3.3. Prdparation

Der Major-Minor-Mix wurde durch Vereinigen der entsprechenden Volumina der Lipide in chlo-
roformischer Losung mittels Glaspipetten und nachfolgendes Verdampfen des Loésungsmittels

unter einem Stickstoffstrom hergestellt und bei —20°C unter Argon aufbewahrt.

Vor jedem Experiment wurde der Filmwaagentrog mit Hellmanex Il gereinigt und griindlich
mit Reinstwasser gespiilt, bis der Druckanstieg nach Befiillung mit der Subphase bei Zusam-
menfahren der Barrieren weniger als 0,2 mN/m betrug. AnschlieBend wurde der Fillstand durch
Abnehmen oder Hinzufiigen von Puffer mittels einer Pipette auf die optimale Hohe iiber dem
Deckglas eingestellt'*, indem die vertikale Position des Objektives anhand der Reflexion eines
der Laser an der Deckglas-Wasser- und an der Wasser-Luft-Grenzflaiche mit den Detektoren be-
stimmt wurde. Um ein Reiflen des diinnen Wasserfilmes oberhalb des Deckglases zu verhindern,

wurde vor dem Aufbringen der Lipide der Fiillstand um zirka 500 pm erhéht.

"Diese wurde als der Punkt gewihlt, an dem die Maxima der Helligkeitskurven beider Kanile beim Fokusdurch-
lauf einer zweifarbig markierten Monoschicht bei der gleichen Zeit auftreten und somit kein axialer Versatz
des Fokus auftritt. Siehe hierzu AUERSWALD, 2020.
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Zur Herstellung der LANGMUIRfilme wurde die gewiinschte Lipidmischung in organischem Lo-
sungsmittels (Chloroform/Methanol im Verhéltnis 2:1 nach Volumen) aufgenommen, in einigen
Experimenten mit 0,005 % des fluoreszenzmarkierten Lipides ATTO 633 DOPE (Proteineinbau)
bzw. 0,01 % oder 0,1 % ATTO 488 DOPE (RICS-Messungen) versetzt und mittels einer gasdich-
ten Dosierspritze mit Gewindekolben auf der Subphase gespreitet. Nachdem das Losungsmittel
flir mindestens 30 min verdunsten konnte, wurde der Film durch Schlielen der Barrieren bis der

gewlnschte Druck wurde komprimiert und erneut die optimale Hohe eingestellt.

Fiir Einbauexperimente mit Protein wurde der so praparierte Film zunéchst bei konstanter
Flache zwischen beiden Barrieren seitlich tiber den tieferen Teil des Troges gefahren und die
Proteinlésung — Sarlp (20 nmol/L — 200 pmol/L) mit variierenden Stoffmengenanteilen an mar-
kiertem Protein (0,08 % — 100 %) — mit einer Spritze unterhalb einer Barriere unter den Film
injiziert. Anschliefend wurde der Film wieder {iber dem Deckglas positioniert und durch Riithren
eine homogene Verteilung des Proteins in der Subphase herbeigefiihrt. Die finale Konzentration

an Sarlp betrug jeweils ~ 80 nmol/L.

6.3.4. Messungen

Die Messungen fanden bei einer Temperatur von 22°C statt und erfolgten zur Vermeidung von
Vibrationen stets bei ausgeschaltetem Riihrer. Durch laterale Bewegung des Films durch den
Fokus mit den Barrieren wurde verschiedene Positionen innerhalb des Films angefahren und
fiir jeden Fokusdurchlauf der Fiillstand soweit erhoht, dass die Wasser-Luft-Grenzfliche etwas
oberhalb des Laserfokus verlief. Wéhrend der FCS-Messung bewegte sich der Film durch die
Verdunstung der Subphase durch den Fokus hindurch, was anhand der Fluoreszenzzéhlrate

verfolgt werden konnte.

Die Autokorrelationskurven wurden mittels selbst verfasster Skripte (siehe Abschnitt 3.4.6) in
dem Programm MATLAB der Firma MathWorks (Natick, Massachusetts, USA) berechnet und
auf gleichem Wege die Anpassung der theoretischen Modelle vorgenommen. Dazu wurden die
aufgenommenen Fluoreszenzzidhlraten in konsekutive Segmente der Lange 1s unterteilt, einzeln

korreliert und die Regression durchgefiihrt.

Die fiir die RICS-Auswertung vorgesehenen Bilder wurden mit einer Auflésung von 1024x1024
Bildpunkten, einer Verweilzeit pro Bildpunkt von 7p = 0,41 ps (entsprechend einer Aufnahme-

dauer von zirka 1s pro Bild) und einer Seitenldnge der Bildpunkte von b = 5, 2 nm aufgenommen.

6.3.5. Theoretische Einbauflache

Als Vergleich mit den experimentell ermittelten Einbauflichen wurden von ANDREA SCRIMA
anhand publizierter Strukturen von Sarlp'® (PDB-Eintrag 1M20, siche BERMAN et al., 2000; BI
et al., 2002) bzw. Modellierung der amphipathischen Helix theoretische Flichen als Projektion

5Die Rontgenkristallstruktur enthilt nicht die ersten 23 Aminoséauren, welche die amphipathische Helix bilden.
Da sich diese bei Einbau in die Monoschicht aber sehr wahrscheinlich zwischen dem restlichen Protein und
der Monoschicht befinden diirfte und dann nur wenig iiber die hier verwendete projizierte Fléche hinausragt,
kann ihr Einfluss vernachlassigt werden.
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Helix (kurz) Helix (lang) Sarlp
2,9 nm? 4,3 nm? 13,0 nm?

Abbildung 6.9.: Zur Berechnung der theoretisch erwarteten Einbaufliche von Sarlp und seiner amphi-
pathischen Helix herangezogene Strukturen (losungsmittelzugéngliche Oberflichen in
PyMOL). Fir die Helix wurden zwei verschieden lange Abschnitte der Proteinsequenz
in Coot modelliert (kurz: Aminosiduren 3-17, lang: Aminosiuren 1-23). Die Struktur
des Gesamtproteins entstammt rontgenkristallographischen Messungen (PDB-Eintrag

1M20).
Struktur Aginbay / nm?

amphipathische Helix 29

(geknickt, Aminosauren 3-17)
amphipathische Helix 4,3

(gerade, Aminoséuren 1-23)
Sarlp 13,0

(ohne Helix, Aminosduren 24-190)

Tabelle 6.1.: Theoretische Einbauflichen von Sarlp und seiner amphipathischen Helix aus der Projektion
der in PyMOL erstellten 16sungsmittelzugénglichen Oberflichen. Die Struktur von Sarlp
wurde dem PDB-Eintrag 1M20 entnommen, die Helizes wurden in Coot modelliert.

der in dem Programm PyMOL der Firma Schrodinger (New York City, New York, USA) erstell-
ten losungsmittelzugéanglichen Oberflache (mit dem voreingestellten Sondenradius von 140 pm)
in die angenommene Richtung der Wechselwirkung mit der Membran (die hydrophobe Seite
der Helix bzw. fir das Gesamtprotein siehe SCHWIEGER et al., 2017). Fiir die amphipathische
Helix wurden verschiedene Léngen verwendet, um die in der alteren (gerade Helix aus den
N-terminalen Aminoséuren 1-23) und neueren Literatur (geknickte Helix mit den N-terminalen
Aminoséduren 3-17 in der Membran) vertretenen Ansichten zu deren Form und Zusammensetzung
widerzuspiegeln. Die in PyMOL verwendete Struktur der Helix wurde zuvor in dem Programm
Coot (EMSLEY et al., 2010) aus der Aminosiuresequenz von Sarlp unter der Annahme einer
a-helikalen Struktur erstellt und die Bindungswinkel unter Beachtung der geometrischen Rand-
bedingungen angepasst. Die auf diese Art erhaltenen Strukturen sind in Abb. 6.9 abgebildet und
die zugehorigen Werte fiir die Einbaufliche befinden sich in Tabelle 6.1.
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6.4. Ergebnisse und Diskussion

6.4.1. Kalibrierung

Die RICS-Messungen an mit ATTO 488 DOPE markierten DLPC-Monoschichten wurden Bild
fir Bild mit Gl. 3.171 ausgewertet (siehe Abb. 6.10) und an die sich ergebenden (quadrierten)
Werte des lateralen Fokusradius’ eine parabolische Gleichung analog zu Gl. 6.2 angepasst. Aus
den Ergebnissen von drei Durchlaufkurven von zwei verschieden markierten Filmen ergab sich
fiir den Radius des griinen Fokus zuniichst &yy, = (187 £ 8) nm und damit schlieBlich A, =
(0,110 £ 0,009) pm?.

G(&7)

Messung ) Theorie

0,04

0,03

0,02

0 50 5 L L L L L L
-100 100
¢ -40 -30 -20 -10 0 10 20 30 40
Anzahl Bilder relativ zum Zentrum

Abbildung 6.10.: Ergebnisse der RICS-Messungen an mit ATTO 488 DOPE markierten DLPC-
Monoschichten zur Bestimmung der effektiven Fokusfliche des griinen Kanals.
Als Beispiel fiir die Anpassung der theoretischen Flichen aus Gl. 3.171 an die Mes-
sungen ist eine iiber zehn korrelierte Bilder gemittelte Autokorrelationsfunktion
dargestellt (links, x, = 0,1 %), wobei zur besseren Unterscheidbarkeit jeweils nur ei-
ne der (theoretisch symmetrischen) Halften gezeigt wird. Die £-Achse entspricht der
schnelleren Bewegung des Laserstrahls in einer Bildzeile, die n-Achse der langsameren
Bewegung senkrecht dazu.
Der Fokusradius wyy,e zeigt beim Durchwandern der Monoschicht einen parabelfor-
migen Verlauf, dessen Minimum zur Abschétzung des ,wahren” Wertes (yy , dient.
Hier dargestellt sind zwei Fokusdurchldufe mit unterschiedlichem Markierungsgrad x,
(rechts).

6.4.2. Experimentelle Einbauflachen

Hier wurden zuerst die Einbauflichen von teilweise fluoreszenzmarkiertem Sarlp in unmar-
kierten Lipidmonoschichten verschiedener Zusammensetzung bestimmt. Es ergab sich fiir eine
Monoschicht aus geséttigten Lipiden (DLPC und DLPS im molaren Verhéltnis 80:20, siche
Abb. 6.11) aus jeweils einer Messung an drei Filmpraparationen Apinban = (11,4 £+ 3,6) nm?.
Dieser Wert liegt deutlich iiber der berechneten Querschnittsfliche der amphipathischen Helix
(Agimbau ~ 2,9nm? — 4,3nm?, sieche Abschnitt 6.3.5) und spricht somit fiir den Einbau eines

grofien Teils des gesamten Proteins (Aginhau ~ 13,0 nm?).
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6.4.2. Experimentelle Einbauflichen
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Abbildung 6.11.: Einbauexperimente mit Sarlp und unmarkierten Monoschichten aus geséttigten Lipi-

den (DLPC und DLPS im molaren Verhéltnis 80:20). Jede Spalte stellt eine getrennt
Préaparation dar.

Erste Reihe: Makroskopische Filmflache als Funktion der Zeit. Der Zeitpunkt der In-
jektion von Sarlp (griines Dreieck) in die Subphase, der Zeitpunkt der FCS-Messungen
(griiner Pfeil) und die zur weiteren Berechnung herangezogene Flichendnderung A A
sind markiert.

Zweite Reihe: Fluoreszenzzéihlrate des markierten Sarlp wéhrend eines Fokusdurch-
laufs.

Dritte Reihe: Effektive Teilchenzahlen aus den mit einem Korrelationsfenster der Léan-
ge 1s ausgewerteten FCS-Kurven (griin) und daran angepasste Parabel zur Bestim-
mung des Minimums (schwarz).

Vierte Reihe: Beispielhafte Korrelationskurven aus dem Zentrum der Durchlaufkurven
(griin, zur Verminderung des Rauschens iiber 10s) und daran angepasste theoretische
Autokorelationsfunktion nach Gl. 3.161 (schwarz).
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Nachfolgend wurde auf gleiche Weise die Einbaufliche von Sarlp in eine Major-Minor-Miz-
Monoschicht (siehe Abb. 6.12) aus vier Priparationen zu Aginbay = (4,1 £ 2,2) nm? bestimmt!°.
Dieser Wert ist deutlich kleiner als der fiir DLPC/DLPS-Monoschichten erhaltene und liegt im
Bereich der erwarteten Fléche bei alleinigem Einbau der amphipathischen Helix. Dieser Be-
fund bestétigt die Annahme, dass Sarlp unter Einlagerung seiner amphipathischen Helix in die
proximale Halbschicht einer Membran bindet (HUANG et al., 2001). Dies konnte zwischenzeit-
lich auch in einer aus Kryo-TEM-Messungen gewonnenen Struktur gezeigt werden (HUTCHINGS
et al., 2018).

Ein moglicher Grund fiir die verringerte Einbaufliche in Major-Minor-Miz-Monoschichten ist
deren hoher Gehalt an Ergosterol, welches die Fluiditét des Films durch Verringerung des freien
Volumens reduziert (siehe ALMEIDA et al., 1992b sowie Abschnitt 6.4.5) und eine energetische
Hiirde beim Einbau des ganzen Proteins darstellen kénnte. Aufgrund der im Vergleich deut-
lich kiirzeren hydrophoben Schwénze in den DLPC/DLPS-Monoschichten und dem Fehlen von
Sterolen kann auch vermutet werden, dass Sarlp beim Einbau in diese bis zur Wasser-Luft-
Grenzfliche vordringt!” und somit eine gréfere Fliche einnimmt. Eine starke Anderung der
Einbauflache von Proteinen bei Verdnderung der Zusammensetzung oder des Druckes der Mo-
noschicht wurde auch in fritheren Arbeiten bereits beobachtet, sieche DOMENECH et al., 2007;
HUANG et al., 2011Db.

Um die Genauigkeit der Messungen zu steigern sowie die Abhédngigkeit von makroskopisch be-
stimmten Flachen zu beseitigen, wurde eine neue Methode zur Berechnung der Groéfie AA allein
aus Fluoreszenz des Films eingefiihrt. Hierzu werden einzubauendes Protein und Lipidfilm jeweils
mit Fluorophoren verschiedener Emissionswellenldngen markiert und die effektiven Teilchenzah-
len in beiden Kanilen mittels FCS bestimmt'®. Dabei wurden Messungen an verschiedenen
Stellen innerhalb der Monoschicht vorgenommen, um einen Einfluss méglicher rdumlicher Hete-
rogenititen zu eliminieren. Die dazu notige Bewegung des Filmes mittels der Barrieren fithrte zu
merklichen Verlusten an Filmfliche, welche unter der Annahme nicht-selektiven Lipidverlustes
die hier vorgestellte Auswertungsmethode nicht beeinflussen. Die Berechnung der Einbauflache
erfolgt schlieflich iiber GI. 6.8.

Die mit dieser Methode aus drei Priaparationen (siche Abb. 6.13) nach Gl. 6.8 erhaltene Einbau-
fliche von Sarlp in eine Major-Minor-Miz-Monoschicht stimmt mit Aginpay = (3,4 +£0,8) nm?
im Rahmen der Unsicherheit gut mit dem aus der makroskopischen Fliche erhaltenen Flache

iiberein und bestéirkt die Vorstellung eines alleinigen Einbaus der amphipathischen Helix.

Y5Hierbei wurden im Unterschied zu den vorgenannten Messungen fiir einen einzelnen Film teilweise mehrere
Durchlaufkurven aufgenommen und die daraus berechneten Einbauflichen als Wert fiir diese Prédparation
gemittelt.

"Die hohe Affinitat zu dieser wurde bereits in SCHWIEGER et al., 2017 gezeigt.

8Eine Interaktion kann dabei zusétzlich {iber dcFCCS-Experimente ermittelt werden, was hier jedoch aufgrund
des geringen Markierungsgrades weder moglich noch angestrebt war: Die Kreuzkorrelationsamplitude ist pro-
portional zum Erwartungswert des Produkts der Anzahl der Fluorophore beider Farben in einem hypotheti-
schen Molekiilaggregat, welches als Einheit durch den Fokus diffundiert. Bei einem sehr geringem Markierungs-
grad wird nur ein winziger Bruchteil dieser Aggregate in beiden Farben emittieren und damit zur Korrelation
beitragen.
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6.4.2. Experimentelle Einbauflichen
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Abbildung 6.12.: Einbauexperimente mit Sarlp und unmarkierten Monoschichten aus Major-Minor-
Miz. Details wie in Abb. 6.11. Die entsprechenden Kurven der zweiten FCS-Messung
der Préparation in der zweiten Spalte sowie jene der vierten Préparation sind im
Anhang B.1 bzw. B.2 zu finden.
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Abbildung 6.13.: Einbauexperimente mit Sarlp und rot markierten Monoschichten aus Major-Minor-

Mizx. Jede Spalte stellt eine getrennt Préparation dar.

Erste Reihe: Als Minimum iiber die einzelnen Durchlaufkurven bestimmten effektiven
Teilchenzahlen der markierten Lipid- und Proteinmolekiile. Der Zeitpunkt der Injek-
tion von Sarlp (grauer Balken) in die Subphase ist markiert. Die Teilchenzahlen der
Lipide verringern sich nachfolgend durch die von in die Monoschicht eingelagertem
Protein beanspruchten Flache.

Zweite Reihe: Beispielhafte Korrelationskurven des griinen Kanals aus dem Zentrum
der Durchlaufkurven (griin, zur Verminderung des Rauschens iiber 10s) und daran
angepasste theoretische Autokorelationsfunktion nach Gl. 3.161 (schwarz).

Dritte Reihe: Beispielhafte Korrelationskurven des roten Kanals vor und nach Einbau
von Sarlp aus dem Zentrum der Durchlaufkurven (rot, zur Verminderung des Rau-
schens iiber 10s) und daran angepasste theoretische Autokorelationsfunktion nach Gl.
3.161 (schwarz). Man erkennt gut die Verlangsamung der Diffusion (Verschiebung der
Kurve zu grofieren Zeiten) und die Verringerung der Fliachendichte (hohere Amplitude
entsprechend einer kleineren Teilchenzahl) der Lipide durch das eingelagerte Protein.

6.4.3. Unsicherheit der Einbauflachen

Beide hier vorgestellte Herangehensweisen der Flachenbestimmung erfordern eine gewisse Min-

destmenge an eingebautem Protein: Je weniger Protein eingebaut ist und je kleiner dessen Ein-

bauflache ist, desto kleiner ist das Meflsignal und desto schwieriger die genaue Bestimmung.
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Die Filmwaagenflache ist, gerade bei fehlender Stabilitdt des Films, in dem hier verwendeten
Aufbau nur auf wenig genauer als 0,1 cm? bzw. ~ 0,2% zu bestimmen. Ein schmalerer Trog
zusammen mit einem grofferen Film koénnte die erreichbare Genauigkeit der Einbaufliche hier
deutlich steigern, da so die absolute Bewegung der Barrieren beim Proteineinbau vergrofiert
wird. Die Bestimmung aus FCS-Messungen der markierten Lipide hingegen ist unabhéngig von
der Ausdehnung des Filmes und nur iiber das Signal-Rausch-Verhéltnis der Messung selbst zu
beeinflussen. Die Aufnahme einer grofleren Zahl von Durchlaufkurven verringert durch Mitte-
lung die Varianz der Teilchenzahlen und ergab in den hier vorgestellten Arbeiten im besten Fall

einen Variationskoeffizienten des Mittelwertes von = 0,3 %.

Da die berechnete Einbaufliche proportional zur relativen Flachenénderung

AA AFokus
Ag; = — 6.38
Einbau AQ Nrokus ( )
bzw. zur relativen Anderung der Teilchenzahl
AN AFokus
Ag; = — 6.39
Einbau N, NFokus ( )

ist, wird, aufgrund der hier sehr geringen relativen Anderungen, die relative Unsicherheit der

Einbaufliche von der dieser Anderungen dominiert und deutlich gréfer als jene:

o (Apinban) VAT AZo(4) 0 (4)
AEinbau AA A A
o (Agiban) . YN+ N o (N) (N
AEinbau ~ AN N

Q

d
Q

~ 8% (6.40)

)

~—

10 -

L

~ 3%. (6.41)

=

6.4.4. Einfluss der Subphase

Eine Schwierigkeit bei der Auswertung der Messreihe mit einer DLPC/DLPS-Monoschicht war
die geringe Menge Protein, die im Gleichgewicht in die Monoschicht eingebaut wurde. Dadurch
verblieb ein grofler Teil des eingesetzten Proteins in der Subphase und beeinflusste durch seine
Fluoreszenz das Experiment. Dies ist deutlich erkennbar an der starken Abweichung der Para-
belform der effektiven Teilchenzahlen beim Durchlauf durch den Fokus (siehe Abb. 6.11, dritte

Reihe), sowie an der nicht zu vernachlassigenden Helligkeit in der Subphase.

Entsprechend GIl. 6.27 wurden die Helligkeiten bei Lage des Fokus in der Monoschicht und
tief in der Subphase verwendet, um den Einfluss auf die Korrelationskurven abzuschétzen. Mit
einer Zahlrate von zirka 130 kHz bzw. zirka 10kHz, sowie der Annahme gleicher molekularer
Helligkeiten ¢y = 1, ergibt sich ein relativer Anteil der Subphasenteilchen an der Amplitude

von =~ 1,5 % und damit ein vernachldssigbarer Einfluss auf unsere Ergebnisse.

Zur Kontrolle wurden die einzelnen Autokorrelationskurven zusétzlich mit einem Zweikompo-
nentenmodell ausgewertet (Kombination von GIl. 3.107, 3.157 und 3.161), was zu einer etwas

geringeren Teilchenzahl der membrangebundenen Fraktion und damit zu einer gréfleren Flache
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von Apinban = (15,5 £ 4,0) nm? fiihrte. Dieses Ergebnis deutet somit ebenfalls auf den Einbau
des gesamten Proteins hin. Der Unterschied zu der oben genannten Einbaufliache ist deutlich
grofler als der nach der Abschéatzung mittels Gl. 6.27 erwartete Wert, was vor allem an der gene-
rellen Schwierigkeit der Anpassung eines Mehrkomponentenmodells an nicht véllig rauschfreie
FCS-Kurven sowie der gerade zur Mitte der Durchlaufkurve hin abnehmenden Helligkeit der
Teilchen der Subphase liegen diirfte.

Um die Stabilitdt der Regression zu verbessern, wurde die Diffusionszeit der nicht an die Mono-
schicht gebundenen Proteine auf den Wert festgesetzt, der mit einem Einkomponentenmodell bei
Positionierung des Fokus tief in der Subphase erhalten wurde. Dieses Modell ist korrekterweise
nicht auf den vorliegenden Fall anwendbar, da es die freie Diffusion einer Komponente in allen
Richtungen voraussetzt, wihrend die Teilchen der Subphase sich nur in einem Halbraum aufhal-
ten kénnen. Dies fiihrt allerdings zu einer nicht mehr analytisch 16sbaren Differentialgleichung
und wiirde eine numerische Berechnung der anzupassenden FCS-Kurven nétig machen (FRADIN
et al., 2003). Zusatzlich miisste in dem Regressionsmodell auch die selbst bei (\ = 1 unglei-
che effektive molekulare Helligkeit in Betracht gezogen werden: Die Helligkeit der Monoschicht
nimmt in dem Mafle ab, wie die ihr zugeordnete effektive Teilchenzahl zunimmt. Da der Zahler
von Gl. 3.107 jedoch nicht allein vom Produkt beider Grofien abhéngt, muss diese Verdnderung
analog zu Gl. 6.18 explizit und unter Kenntnis der exakten Lage der Monoschicht beriicksichtigt
werden. Da hier eher die Teilchenzahl als die (zwischen 2D- und 3D-Phasen ohnehin schwer ver-

gleichbare) Konzentration interessiert, konnen jene tiber Gl. 3.98 ersetzt und die verschiedenen

Q((f ’2‘)/_) zu dimensionslosen Groéflen zusammengefasst werden, wodurch man schlieflich fiir die
Amplituden
Q[3D _ Neff,3D (452/@1)2 (6 42)
(Neft 30P2/P1 + Negt 2pCn)>
N 2
App = eff 2D G (6.43)

(Negr 3pP2/P1 + Negr 2nCu)?

erhélt. Hierbei ist zu beachten, dass die Teilchenzahlen positionsabhéngig sind und nur fiir

2y — oo (Subphase) bzw. zy = 0 (Monoschicht) ihren jeweiligen ,,wahren” Werten entsprechen.

Ein weit extremeres, und damit besser auswertbares, Beispiel ist in Abb. 6.14 dargestellt. Hier
wurde eine DLPC/DLPS-Monoschicht auf I = 35mN/m komprimiert, sodass sich kaum noch
Proteine einbauen und ein erheblicher Anteil in der Subphase verbleibt, deren Helligkeit etwa
halb so hoch ist wie das Maximum auf der Durchlaufkurve. Man erkennt ebenfalls gut, dass
die Maxima der Helligkeit und der Amplitude der Teilchen in der Monoschicht nicht linger

zusammenfallen.

6.4.5. Diffusionskoeffizienten

Die durchgefiihrten FCS-Messungen erbrachten zusétzlich zu den fiir die Berechnung der Einbau-
flichen bendétigten Teilchenzahlen auch die Diffusionszeiten der in die Monoschicht eingebauten

Proteine, sowie die der fluoreszenzmarkierten Lipidanaloga.
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Abbildung 6.14.: Darstellung der Fluoreszenzzihlrate und der aus einem Zweikomponentenmodell er-
haltenen Teilamplituden fiir in der Subphase bzw. an der Monoschicht diffundierende
fluoreszenzmarkierte Sarlp-Molekiile iiber einen Fokusdurchlauf einer DLPC/DLPS-
Monoschicht. Aufgrund des hohen Oberflichendrucks von IT = 35mN/m baut sich
nur ein kleiner Teil der Proteine in die Monoschicht ein, sodass die Helligkeit beider
Phasen vergleichbar ist. Bei dem vorliegenden starken Einfluss der Subphase fallen die
Maxima der Helligkeit und des Beitrages der Monoschicht zur Amplitude der Korre-
lationskurve nicht langer zusammen.

Wie oben bereits angefiihrt, sind die aus Major-Minor-Mix aufgebauten Filme weniger fluide,
was sich in einer mindestens doppelt so grofien Diffusionszeit von an diese gebundenem Sarlp im
Vergleich zu DLPC/DLPS-Monoschichten zeigt: Mit den Werten aus Abschnitt 6.4.1 ergeben sich
damit Diffusionskoeffizienten von Dgar1p = 2 pm?s~t =5, 4pm?s~! bzw. Dsar1p = 12 nm?s~t. Die
grofle Spanne in Major-Minor-Mix-Monoschichten ergibt sich aus der ausgepriagten Abhéngigkeit

von der Dichte gebundenen Proteins in dem Film.

Der Einbau von Protein behindert zudem die Diffusion der Lipide innerhalb der Monoschicht,
was sich in einem sehr starken Anstieg der Diffusionszeit!® bemerkbar macht (7D Lipid ~ 1,1 ms
vor bzw. Tp Lipid ~ 3,4 ms nach Einbau). Dies deutet auf eine Wirkung der Sarlp-Molekiile als

bewegliche Diffusionshindernisse hin, wie sie z. B. von SAXTON, 1987 beschrieben wird.

Der sich aus der jeweiligen Einbaufliche und der Teilchenzahl ergebende von Protein bedeckte
Anteil der Filmflache betragt hierbei ~ 10 % — 18 %; das Lipid-zu-Protein-Verhéltnis der Mo-
noschicht liegt bei ca. 35 — 50. Die relative Reduktion der Diffusionsgeschwindigkeit fiigt sich
damit gut in die von BLACKWELL et al., 1990 fiir verschiedene in Vesikel eingebaute Proteine

mit Transmembranhelizes gegebenen Werte fiir diesen Flichenanteil ein?’. Theoretische Model-

9Die gegebenen Werte gelten fiir Major-Minor-Miz-Monoschichten, da nur diese fluoreszenzmarkiert wurden.
Zudem entsprechen diese Messungen denjenigen, mit der langsamsten Proteindiffusion und der héchsten Teil-
chenzahl eingebauter Proteine unter allen Major-Minor-Miz-Experimenten. Auf eine Umrechnung auf Diffu-
sionskoeffizienten wurde in Ermangelung an verldsslichen RICS-Messungen im roten Kanal verzichtet.

2Fine Schwierigkeit bei dem Vergleich von Diffusionskoeffizienten in Monoschichten mit der Literatur stellt
die grofie Diskrepanz zwischen den verschiedenen Methoden dar: Die mittels FCS und FRAP gewonnenen
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lierungen von SAXTON, 1987 wiederum lieflen, gerade eingedenk der im Vergleich zu den Lipiden
in derselben Groflienordnung liegenden Beweglichkeit von Sarlp, deutlich geringere Effekte auf

die Lipiddiffusion erwarten (Reduktion des Diffusionskoeffizienten um ca. 30 %).

Obgleich diese Abweichungen durch die vergleichsweise simplen Simulation erklart werden kénn-
ten (neuere Arbeiten weisen teilweise groflere Effekte auf, siehe etwa GuiGAas et al., 2016), er-
offnet die Beriicksichtigung des Einflusses von eingebautem Protein auf die Lipide tber seine
unmittelbare Wirkung als ,harte Scheibe” in der Membran hinaus einen alternativen Erkla-
rungsansatz: Die sich unmittelbar um die amphipathische Helix befindlichen Lipide erfahren
eine Wechselwirkung (etwa elektrostatischer Natur), die ihren Ordnungsgrad und ihre Dichte
erhoht und damit ihre Beweglichkeit verringert. Der beobachtete Diffusionskoeffizient ist damit
eine Uberlagerung von Beitrigen ,freier” Lipide, die zwischen den Proteininseln diffundieren,
und solchen, die — mehr oder weniger locker — an diese gebunden sind. Das entsprechende Mo-
dell von ALMEIDA et al., 1992a erfordert fiir den hier vorliegenden Fall einen Einflussbereich
weit grofer als die Einbaufliche selbst. Da Sarlp bei Einbau seiner Helix den Lipidkopfgrup-
pen gezwungenermaflen nahekommt und seine projizierte Fliache (siche Tabelle 6.1) rund 13 nm?

betragt, erscheint diese Interpretation durchaus plausibel.

6.4.6. Vergleich anderer Messmethoden

Im Gegensatz zur Einbautiefe, also der Position eines Proteins entlang der Membrannormale,
welche durchaus héufig Thema der Forschung ist (siche LONDON et al., 2002; SU et al., 2008;
WANG et al., 2013 sowie die darin enthaltenen Referenzen), wurde bisher die Einbauflache nur
sporadisch untersucht (SEELIG et al., 1996; SHANK-RETZLAFF et al., 1998; GIRARD-EGROT
et al., 2004; DOMENECH et al., 2007; HUANG et al., 2011b). Die Griinde dafiir sind wohl zweier-
lei: zum einen die seltene Anwendung des Konzeptes generell fiir biologische und biochemische
Betrachtungen, zum anderen die durchaus betrachtlichen technischen Hiirden, die es dabei zu
iberwinden gilt?!.

Die bisher angewandten Methoden zur Bestimmung der Einbauflache stiitzen sich auf jeweils
verschiedene Annahmen und Prozeduren, die alle ihre eigenen Einschrénkungen zur Folge haben:
Sei dies die Giiltigkeit der GiBBS-Isotherme fiir die Konzentrationsabhéngigkeit des Oberflachen-
druckes (SHANK-RETZLAFF et al., 1998), die Messung der Flachenénderung bei verschiedenen

Werten liegen mindestens eine Groéflenordnung iiber jenen aus SPT-Untersuchungen. Beispielsweise findet
man fiir DMPC (1,2-Dimyristyl-sn-glycero-3-phosphocholin) bei IT = 30mN/m mit FCS D = 16 pm?s™!
(GUDMAND et al., 2009) und mit SPT D = 0,3um?s™* (Kg et al., 2001). Aufgrund der bei Doppelschichten
iibereinstimmenden Diffusionskoeffizienten zwischen der verschiedenen Techniken gehen GUDMAND et al., 2009
von einer systematischen Unterschitzung aufseiten der SPT-Literatur aus.

Die von BLACKWELL et al., 1990 verwendete Methode nutzt die in Abhéngigkeit der Diffusion zueinander
verschieden effiziente Fluoreszenzléschung eines Fluorophors durch ein weiteres Molekiil in der Membran aus.
Die Autoren verweisen selbst auf systematische Unterschiede zu FRAP-Messungen, wobei die die Abhangigkeit
der Diffusionskoeffizienten von der Proteindichte der Membran im Gegensatz zu ihren absoluten Werten nicht
notwendigerweise von diesen Differenzen betroffen sein miissen.

2IDie reproduzierbare Praparation stabiler Monoschichten unter hohem Oberflichendruck sowie die Bereitstel-
lung konstanter Mengen mdoglichst gleich verteilten Proteins in der Subphase erfordern, gerade in Hinblick
auf die ausgeprigte Empfindlichkeit von Filmwaagesystemen gegeniiber Verunreinigungen, ein hohes Maf} an
experimenteller Fertigkeit und Erfahrung.
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Oberflachendriicken (SEELIG et al., 1996), die vollstdndige Bindungs aller in die Subphase inji-
zierten Liganden an die Monoschicht (GIRARD-EGROT et al., 2004) oder den Transfer des Filmes

in einen weiteren Messapparat zur Bestimmung seiner Zusammensetzung (HUANG et al., 2011b).

Der hier vorgestellte Ansatz macht sich nun wiederum die besonderen Eigenschaften der Fluo-
reszenzkorrelationsspektroskopie zunutze und weist gegeniiber den in der Literatur zu findenden

einige deutliche Vorteile auf:

Messung im Gleichgewicht Der Film wird nicht transferiert, sondern in situ analysiert: Abge-
sehen von der Anregung von Fluorophoren findet keinerlei Manipulation des Filmes statt.
Gerade wenn reversible Vorgéange betrachtet werden, deren Gleichgewichtslage sich durch
Verédnderungen der intensiven Variablen des Systems verschieben kann, kénnen auf diese

Weise Verzerrungen der Messwerte vermieden werden.

Orts- und Zeitauflosung Die Einbaufliche kann lokal bestimmt und im Zeitverlauf verfolgt
werden, z. B. zur Untersuchung von phasenseparierten Membranen oder Entfaltungskine-
tiken integraler Membranproteine. Die Ortsauflésung wird allein durch die Mikroskopoptik
bestimmt??, bei dem hier verwendeten konfokalen Aufbau also rund 0,25 pm. Die Zeitauf-
16sung ist begrenzt durch die Messdauer, welche fiir eine statistisch hinreichend genaue
Bestimmung der FCS-Parameter vonnéten ist, und damit abhéngig von der Anzahl und

molekularen Helligkeit der fluoreszenten Teilchen??.

Erweiterte Analysen Neben der reinen Einbaufliche sind zugleich weitere Parameter der Analy-
se zugénglich, wie etwa Diffusionseigenschaften, Konzentrationen, photophysikalische Ei-
genschaften oder Aggregationsverhalten. Bei Markierung der Membran kann mittels dcF-
CCS weiterhin die Interaktion zwischen dieser und dem eingebauten oder adsorbierten
Protein bestimmt werden, beispielsweise zur Untersuchung spezifischer Wechselwirkungen

mit einzelnen Lipidbestandteilen oder Membranproteinen.

Quantifizierung des Proteins Es miissen keine Annahmen iiber die Menge des eingebauten Pro-
teins getroffen werden, da diese mittels FCS bestimmt wird. Dies ermoglicht des Weiteren
auch die Bestimmung der Affinitdt des Proteins zur Monoschicht, dhnlich der Herange-

hensweise in Kapitel 5.

6.4.7. Eigener Beitrag

Der Autor programmierte den verwendeten FCS-Korrelator und wirkte an der Entwicklung der
Auswertungsmethodologie, der Datenanalyse, der Durchfithrung von Kalibriermessungen und
der Publikation der Ergebnisse (in Begutachtung, Vorveréffentlichung siehe AUERSWALD et al.,
2020) in einer Fachzeitschrift mit.

22Hierbei wird in erster N&herung die Eigenbewegung des Filmes vernachléssigt, welche bei fortwéhrender Kom-
pression zur Aufrechterhaltung des Oberflachendruckes durchaus erheblich sein kann.

%Eine Erhéhung der Zeitauflosung kann theoretisch durch kontinuierliche Messung an einem, im Gegensatz
zu dem weiter oben beschriebenen Verfahren, exakt im Laserfokus ,festgehaltenen” Film erreicht werden.
Dies erfordert allerdings entweder eine extrem genaue Nachfiihrung von Film oder Objektiv (mindestens eine
Groflenordnung unterhalb der axialen Fokusausdehnung), oder aber einen vollig konstanten Wasserstand und
Abwesenheit von Schwingungen.
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7. Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Dissertation war die Anwendung und Weiterentwicklung von Fluores-
zenzfluktuationstechniken zur Untersuchung der Wechselwirkung von Proteinen mit Phospholi-
pidmembranen, sowohl ihre Bindung an Lipiddoppelschichten als auch ihr Einbau in Lipidmo-
noschichten. Dazu wurde ein umfassendes Rahmenwerk von theoretischen Grundlagen an die
spezifische Problemstellung angepasst und diese — besonders in Hinblick auf die Auswertung
von Titrationsexperimenten — fortgefithrt und wesentlich erweitert. Um eine effiziente und an
die Erfordernisse der jeweiligen Experimente flexibel anpassbare Auswertung der Fluoreszenz-
daten zu gewéhrleisten, wurde zudem ein Software-Korrelator nach dem mutiple tau-Prinzip
programmiert und Skripte fiir die weitere Verwendung bei Bindungs- und Einbauexperimenten

bereitgestellt.

Die Grundlage fiir eine quantitative Auswertung von dcFCCS-Messungen ist eine akkurate Be-
stimmung nicht nur der Form und Grofle des Fokusvolumens aller beteiligten Kanéle, sondern
auch des AusmaBes ihrer Uberlappung, ausgedriickt als Qualititsfaktor, welcher hier die ma-
ximal erreichbare relative Kreuzkorrelationsamplitude im Vergleich zu einem idealen System
beschreibt. Dieses Mafl wurde theoretisch definiert und eine einfach herstellbare und verlassli-
che Standardprobe zu dessen Bestimmung entwickelt. Kleine unilamellare Lipidvesikel wurden
mit zwei verschiedenen Fluorophoren markiert und ihre Korrelationsamplituden mit den er-
warteten Werten verglichen, um fiir mehrere Mikroskopobjektive den jeweiligen Qualitétsfaktor
zu ermitteln. Mogliche Abweichungen, etwa verursacht durch die stochastische Verteilung der
Fluorophore iiber die Vesikel, deren endliche Ausdehnung im Vergleich zur Fokusgréfle und ihre
praparationsbedingte Polydispersitat, wurden besprochen und dafiir geeignete Korrekturen vor-
gestellt. Zusétzlich wurden die Auswirkungen von Energietransfer zwischen den Fluorophoren
dargestellt und die Abhéngigkeit der statistischen Parameter der gewonnenen Amplituden von

der Messzeit untersucht.

Aufbauend auf dieser Grundlage wurden Bindungskurven des Proteins Sarlp an Lipiddoppel-
schichten mittels dcFCCS erstellt und die Affinitdt und Bindestellenanzahl der verwendeten
Vesikel bestimmt. Dabei lag ein besonderes Augenmerk auf dem Einfluss des Markierungsgra-
des der Vesikel und der Inkubationszeit, die bis zur Einstellung einer gleichbleibenden Bindung
vonnoten ist. Die Markierung beider Bindungspartner verleiht diesem Ansatz eine mit anderen
Methoden nicht erreichbare Spezifitdt und Empfindlichkeit, sodass auch bei hochsten Affinitdten

noch eine quantitative Bestimmung der freien wie auch der gebundenen Liganden moglich ist.

Fiir die verwendete komplexe Lipidmischung (Major-Minor-Mix) wurde eine Dissoziationskon-

stante von rund 2pmol/L und eine Kapazitét jedes Vesikel zur Bindung mehrerer Hundert
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Proteinmolekiile gefunden. Vorldufige Ergebnisse aus Bindungsstudien mit {iber mehrere Gro-
Benordnungen variierten Konzentrationen eines einzelnen Lipides (DOPC) lassen zudem auf
die Anwesenheit eines relevanten Anteils nicht bindungsfahiger Teilchen schlieffen, deren Her-
kunft bisher ungeklart ist, deren Einfluss auf die bestimmte scheinbare Dissoziationskonstante
hingegen sehr gut zu der fiir diesen Spezialfall entwickelten Theorie passt. Diese erweitert das
Anwendungsgebiet der dcFCCS auf komplexe Systeme mit nicht einheitlicher Affinitdt und zeigt
das grofle Potential der Methodik bei ihrer detaillierten Charakterisierung.

Zuletzt wurde der Einbau von Sarlp in Lipidmonoschichten, LANGMUIRfilme préapariert auf ei-
ner speziell fiir das verwendete inverse Fluoreszenzmikroskop adaptierten Filmwaage, untersucht
und zwei verschiedene Herangehensweisen beschrieben, um die dabei auftretende Fldchenédnde-
rung pro Proteinmolekiil — die sogenannte Einbaufliche — zu bestimmen: Die makroskopische
Anderung der Filmfliche kann durch die aus der effektiven Teilchenzahl der markierten Prote-
inmolekiile im Fokus hochgerechnete Gesamtzahl eingebauter Proteine geteilt werden, oder, in
einem rein mikroskopischen und auf FCS-Messunge in zwei Farbkanélen basierenden Verfahren,
die Filmfliche wird durch die Dichte der Lipidmolekiile, von welchen ein Bruchteil fluoreszenz-
markiert ist, ersetzt. Die Dichte nimmt bei Einbau von Proteinen ab, da die Lipidmolekiile
effektiv in der Membran verdiinnt werden, um den zusétzlichen Teilchen Raum zu gewéahren.
Weiterhin wurden theoretische Modelle zur Beriicksichtigung des Einflusses von in der Subphase
verbleibenden markierten Teilchen auf die Korrelationsamplituden sowie der Auswirkung einer
in Bezug auf die Linge des Korrelationsfensters nicht mehr vernachldssigbaren Bewegung der

Monoschicht entwickelt und ihre Relevanz fiir die vorliegenden Experimente untersucht.

Bei beiden Auswertungsmethoden wird die durch Verdunstung der Subphase hervorgerufene
Bewegung der Monoschicht durch den Fokus ausgenutzt, sodass eine sonst notige, auf weni-
ge Nanometer genaue Positionierung desselben umgangen werden kann. Die so aufgezeichnete
Fluoreszenzintensitéit, eine LORENTZkurve beschreibend, wird in kurze Abschnitte segmentiert,
einzeln autokorreliert und die effektiven Teilchenzahlen der markierten Molekiile in Abhingig-
keit der Zeit, und damit mittelbar der Fokusposition, ermittelt. Deren Minimum stellt schlie3lich

die fiir die weitere Auswertung mafligebliche Gréfle dar.

Fiir den Major-Minor-Miz wurde mit beiden Methoden eine vergleichbare Einbaufliche von
3,4nm? — 4,1nm? gefunden, die sehr gut mit der theoretisch erwarteten Fliche bei alleini-
gem Einbau der amphipathischen Helix von Sarlp iibereinstimmt. Eine ebenfalls untersuchte
bindre Lipidmischung (DLPC/DLPS im molaren Verhéltnis 80:20) lieferte deutlich héhere Wer-
te von 11,4nm?, was nahezu der gesamten, aus der Projektion der Kristallstruktur auf die
Richtung der Membranbindung bestimmten, Flache von Sarlp entspricht und als tiefer in die
Lipidmonoschicht reichender Einbau, moglicherweise unter Wechselwirkung mit der Wasser-Luft-
Grenzflache, gedeutet werden kann. Weiterhin wurden in diesem Zusammenhang auch theoreti-
sche Modelle zur Beriicksichtigung des Einflusses von in der Subphase verbleibenden markierten
Teilchen auf die Korrelationsamplituden sowie der Auswirkung einer in Bezug auf die Lénge des
Korrelationsfensters nicht mehr vernachlassigbaren Bewegung der Monoschicht entwickelt und

ihre Relevanz fiir die vorliegenden Experimente untersucht.
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8. Ausblick

Die bisher durchgefiihrten Foschungsarbeiten zur Wechselwirkung von peripheren Membran-
proteinen im Allgemeinen und Sarlp im Besonderen mit Membranen, gleich ob als Mono- oder
Doppelschichten, schaffen eine Grundlage fiir umfassendere Untersuchungen der vielfaltigen Phé-
nomene dieses umfangreichen Themenfeldes. Die hier entwickelten Techniken miissen weiter aus-
differenziert werden, um auch anspruchsvollere Bindungsmodelle — insbesondere unter Beriick-
sichtigung kooperativer Effekte der gebundenen Proteine untereinander — auf die gewonnenen
Daten anwenden zu kénnen. In biologisch relevanten Systemen ist auch der Einsatz von mehr
als zwei Farbkanilen zur Untersuchung von Proteinkomplexen ein vielversprechender Ansatz,
etwa zur Quantifizierung der Affinitdten der einzelnen COPII-Komponenten, sowohl zu Lipiden
als auch anderen Proteinen. Wahrend hier stets Dauerstrichlaser verwendet wurden, wiirden ge-
pulste Laser zudem eine Unterscheidung von Spezies anhand ihrer Fluoreszenzlebensdauer und
ihrer Rotationsdiffusion erlauben und iiber die Stéirke des beobachteten antibunchings auch eine
Bestimmung des Oligomerisierungsgrades. Weiterhin kdnnen Techniken wie die isotherme Titra-
tionskalorimetrie zur Ergénzung und Bestétigung der gesammelten Erkenntnisse herangezogen
werden und so dabei helfen, die Genauigkeit der Fluoreszenzexperimente bestatigen bzw. deren

Grenzen auszuloten.

Eine Variation der untersuchten Systeme hinsichtlich der Lipidzusammensetzung, Pufferbedin-
gungen, Temperatur und pH-Wert erlaubt zudem die Gewinnung umfangreicher thermodyna-
mischer Daten, die ein genaueres Verstédndnis des Verhaltens amphipathischer Helizes in Umge-
bungen unterschiedlicher Hydrophobizitat und Ladungsdichte versprechen. Die hierfiir benttigte
Anzahl an Messungen und Prézision bei der Vermischung kleinster Probenvolumina macht diese
Experimente zu einer idealen Anwendung von Mikrofluidik- und Hochdurchsatztechniken, mit

deren Hilfe der bisher kaum gestreifte Parameterraum systematisch durchforscht werden kénnte.

Auch kinetische Aspekte, die in dieser Arbeit zugunsten der Messung von Gleichgewichtszustén-
den zuriickgestellt wurden, sind mit den vorgestellten Methoden zugénglich: Unter der Voraus-
setzung von Proben geniigender Helligkeit und Homogenitat konnen die Messzeiten auf wenige
Sekunden reduziert und so die Geschwindigkeitskonstanten der interessierenden Assoziations-
und Dissoziationsreaktionen bestimmt werden. Eine Verbesserung der Auflésung nicht in zeitli-
cher, sondern rdumlicher Hinsicht — beispielsweise durch Einsatz der mittlerweile in den Biowis-
senschaften fest etablierten Superauflésungstechniken bei der Fluoreszenzmikroskopie — wiirde
eine Ausdehnung der experimentellen Methoden auf einzelne Doménen phasenseparierter Mem-
branen oder kleinste Zellkompartimente erlauben. Damit wird schliellich auch die Untersuchung
von Einbaufldchen und Affinitdten in sonst ansonsten schwer zuginglichen Umgebungen ermaog-
licht.
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A. Daten

Mittelwert | Standardabweichung | Variationskoeffizient
X 0,59 0,015 0,025
X, 1,07 0,023 0,021
X 0,68 0,005 0,007
X 1,16 0,008 0,007
Qg 0,88 0,023 0,026
Q, 0,92 0,025 0,027
Q 0,90 0,010 0,011
D,/ MS 1,64 0,060 0,036
D,/ Mms 2,34 0,087 0,037
TDx/ ms 2,13 0,065 0,030
™,xr/TD.g 1,43 0,029 0,020
™.x/TD x 1,07 0,019 0,018
fv/ nm 68,0 2,47 0,036
Ay 9,68 0,745 0,077

Tabelle A.1.: Fiir Objektiv 1 an 19 unabhingig priparierten zweifarbigen DOPC-Vesikelproben (je
0,025 % B-BODIPY FL C19-HPC und DiD-C1g, Lipidkonzentrationen von 0,05 mmol/L
bis 0,25 mmol/L) bestimmte Messgrofien der dcFCCS-Experimente. Die Rechnungen wur-
den jeweils mit den exakten Werten durchgefithrt und fiir die Tabelle gerundet.

191



LITERATURVERZEICHNIS

Objektiv 1 | Objektiv 2 | Objektiv 4
X, 0,74 0,71 0,81
X, 1,08 0,91 0,94
X, 0,77 0,82 0,91
X, 1,14 1,11 1,02
Q, 0,96 0,87 0,89
Q, 0,95 0,82 0,92
Q 0,96 0,85 0,91
D,/ MS 3,29 3,36 3,80
D,/ S 4,36 4,14 4,14
Tpx/ MS 3,43 3,54 3,60
./ TDg 1,33 1,23 1,09
TD,x/TDx 0,90 0,94 0,91
v/ nm 132 139 139
Ay 38,9 45,1 43,8

Tabelle A.2.: Fiir die drei untersuchten Objektive an einer einzigen zweifarbigen DOPC-Vesikelprobe
(je 0,025 % B-BODIPY FL C19-HPC und DiD-Cqg, Lipidkonzentration0, 25 mmol/L) be-
stimmte Messgrofien der dcFCCS-Experimente. Die Rechnungen wurden jeweils mit den
exakten Werten durchgefithrt und fiir die Tabelle gerundet. Objektiv 4 ist ein anderes Ob-
jektiv als Objektiv 3 und wurde aufgrund seines hoheren Qualitéitsfaktors zwischenzeitlich

gegen dieses ausgetauscht.
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Abbildung B.1.: Einbauexperimente mit Sarlp und unmarkierten Monoschichten aus Major-Minor-Miz.

Ergénzende Kurven der zweiten Préparation in Abb. 6.12.

Links: Fluoreszenzzahlrate des markierten Sarlp wéihrend eines Fokusdurchlaufs.

Mitte: Effektive Teilchenzahlen aus den mit einem Korrelationsfenster der Léange 1s
ausgewerteten FCS-Kurven (griin) und daran angepasste Parabel zur Bestimmung des
Minimums (schwarz).
Rechts: Beispielhafte Korrelationskurven aus dem Zentrum der Durchlaufkurven (griin,
zur Verminderung des Rauschens tiber 10s) und daran angepasste theoretische Auto-
korelationsfunktion nach Gl. 3.161 (schwarz).
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Abbildung B.2.: Einbauexperimente mit Sarlp und unmarkierten Monoschichten aus Major-Minor-Miz.

Erginzende Praparation zu Abb. 6.12.

Erste Reihe: Makroskopische Filmfldche als Funktion der Zeit. Der Zeitpunkt der In-
jektion von Sarlp (griines Dreieck) in die Subphase, der Zeitpunkt der FCS-Messungen
(griiner Pfeil) und die zur weiteren Berechnung herangezogene Flichendnderung AA
sind markiert.

Zweite Reihe: Fluoreszenzzéihlrate des markierten Sarlp wéahrend eines Fokusdurch-
laufs.

Dritte Reihe: Effektive Teilchenzahlen aus den mit einem Korrelationsfenster der Lange
1s ausgewerteten FCS-Kurven (grin) und daran angepasste Parabel zur Bestimmung
des Minimums (schwarz).

Vierte Reihe: Beispielhafte Korrelationskurven aus dem Zentrum der Durchlaufkurven
(griin, zur Verminderung des Rauschens iiber 10s) und daran angepasste theoretische

Autokorelationsfunktion nach Gl. 3.161 (schwarz).



C. Quellcode

C.1. multiple tau-Korrelator

10
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12

13

14
15

16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26

27
28
29

function [tau,GO, count]=FCCS(b,n,segzeit ,off_t,h maxseg, kreuz , graph,varargin)
%b,n: parameters for multiple—tau algorithm (bin size is multiplied with b
every n values of tau), most often 2 and 8 are used
%segzeit: length of segments the whole measurement s cut into in seconds; set
to 'inf’ if whole measurement should be correlated into one ACF
%only one correlation time vector tau will be used, so setting segzeit to 'inf’
and having measurements of different lengths will result in an error!
%off_t: this time in seconds will be cut from the beginning of every
measurement
%maxseg: cut every measurement into maximum of maxseg segments (the residual
data is ignored), ’'inf’' to use all available data
%kreuz: 1 for FCCS, 0 for FCS
%graph: 1 for graph figures of ACF for every measurement, 0 otherwise
%without varargins, a GUIl is opened to choose measurement files
%varargin: 1. argument: path for 1st (or only) channel (character vector)
%varargin: 2. argument: file names for 1st (or only) channel (cell array of
character vectors)
%varargin: 3. argument: path for 2nd channel (character vector), only if kreuz
==
%varargin: 4. argument: file names for 2nd channel (cell array of character
vectors); only if kreuz==I
if size(varargin , 2)<2
[file ,path,~]=uigetfile( 'x', Choose measurement raw—data for first channel’
,"MultiSelect’,'on’); %ask with GUI if file names not in varargin
else
path=varargin{1};
file=varargin {2};
end ;
if ~ischar(path)
return ;
end ;
file2 =[];
if kreuz
if size(varargin 2)<4
[file2 ,path2 ~]=uigetfile( ', Choose measurement raw—data for second
channel’, " MultiSelect ', 'on'); %same for 2nd channel in FCCS
else
path2=varargin {3};
file2=varargin {4};
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30
31
32
33
34

35

36
37
38
39
40
41
42
43
44
45

46
47
48
49
50

51

52
53
54
55
56
57
58
59
60

61
62
63
64

65
66

67

end ;

if ~ischar(path2)
return;

end ;

while (numel(file)~=numel(file2)&&iscell (file)&&iscell (file2))||(iscell(
file)~=iscell (file2)) %ask again if different number of files in both

channels
[file2 ,path2 ,~]=uigetfile( '*', Choose measurement raw—data for second
channel’, " MultiSelect’, 'on");
end ;
end ;
if ~iscell(file)
file={file };
file2={file2 };
end ;
GO=cell (numel(file) , 1);
tau=[];

count=G0; %count—rate in Hz

f=20e6; %detector frequency; can be read from raw—files if necessary!; here 50
ns bins

segbins=floor (segzeit*f); %transform segzeit to whole bins

if isnan(maxseg) || maxseg<=0 %unify maxseg
maxseg=inf;

end ;
if ~isinf(segzeit) %tau can be determined before looking at measurements, if
preset segzeit is used
kmax=ceil (log ((segbins*(b—1)—nx(b—2))*b"2/(bx(n—1)+1))/log(b)); %maximal
number of batches of n tau—values (bin sizes increased from n==3)
necessary to reach segzeit
kmax=real (kmax); %log produces kmax+0xi sometimes
if segbins<n %if one batch minimum
kmax=1;
end ;
tau=zeros (kmax*n,1l);
tau(1l:2xn)=0:2xn—1; %first two batches linearly increasing tau
for k=3:kmax
expo=b~(k—2); %bin size multiplicators
tau(n*(k—1)+1:nxk)=tau(n*(k—1))+(expo/b:expo:expox(n—1+1/b)); %example
for n==3, b==2: tau=[0 1 2 3 4 5 6 8 10 12 16 20 24 32 40 .. ]
end;
tau(tau>segbins)=[]; %cut all tau—values that exceed segzeit
end ;
h=waitbar (0,[ 'Datei 1 / ', num2str(numel(file)),’ Segment 0 / 0'], 'Name',’
Bitte warten... ', 'CreateCancelBtn', 'setappdata(gcbf, ’'’'canceling’’, 1)'); %

waitbar for all segments in one measurement
for ndat=1:numel(file)
offbins=floor (off_txf); %transform offset to whole bins; done very file
since set to 0 when used
if getappdata(h, 'canceling’') %interspersed multiple times to abort

immediately when cancel button pressed by user
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69
70
71
72
73
74
75
76
7
78
79

80
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93
94
95
96
97
98
99
100
101

102

103

104
105

break ;
end ;
segtot=0; %total number of segments generated, to be compared with maxseg
fid=fopen ([path, file {ndat}]);
fseek (fid ,32x4,—1); %skip file header
dat=dir ([path, file{ndat}]);
if dat.bytes/4<33 %file contains no actual data
fclose('all");
continue ;
end ;
[~ ,mem]=memory;
teiler=ceil (dat.bytes/(mem. PhysicalMemory . Available /2%0.75)); %file read in
parts if too big; max. 3/4 of free RAM, 1/2 since double format takes
twice the memory
if kreuz
fid2=fopen ([ path2, file2{ndat}]); %open second file for FCCS
fseek (fid2 ,32x4,-1);
dat2=dir ([ path2, file2 {ndat}]);
if dat2.bytes/4<33
fclose (' all’);
continue ;
end ;
teiler=ceil ((dat.bytes+dat2.bytes)/(mem.PhysicalMemory. Available
/2%0.75)); %sum of data from both channels determines behaviour
end ;
tdiff=0; %difference between nominal ending time of last part and arrival
time of its last photon
tdiff2=0; %same in 2nd channel
maxteiler=teiler+1—(teiler==1); %additional iteration for leftover data (e.
g. if last part can’t fit one more segment —> last segment loaded from
file as extra part)
for teil=1l:maxteiler
if getappdata(h, ' canceling’)
break ;
end ;

if segtot>=maxseg %stop if enough segments generated

break ;
end;
if teil=teiler+1
phot=double(fread(fid , "xuint')); %read remainder of file in last
part
else
phot=double (fread (fid , floor ((dat.bytes/4—32)/teiler), 'xuint’)); %
convert to double to not lose photons to large integer not
representable in float
end ;

phot=cumsum(phot)—tdiff; %cumsum to have arrival time relative to start
of part (stored as time between photons in raw—file); subtract
tdiff so part starts at t==0
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if (phot(end)<offbins+segbins)&&offbins >0&&~isinf(segzeit) %go to next
part if offset + one segment is longer than this part
offbins=offbins —phot(end); %offset is reduced by lenth of this part
; no special consideration of 2nd channel!
continue;
end ;
ueberhang=0; %is set to 1 if last segment of this part is slightly too
short
phot=phot (phot>offbins)—offbins; %all photons in offset are dropped
if isinf(segzeit)
segbins=phot(end); %segment length equals length of measurement
anzseg=1; %only one segment
if teil==1 %tau is calculated from length of first file
kmax=ceil (log ((segbins*(b—1)—n*(b—2))*b"2/(bx(n—1)+1))/log(b));
kmax=real (kmax) ;
if segbins<n
kmax=1;
end ;
tau=zeros (kmax*n,1);
tau(1:2%xn)=0:2xn—1;
for k=3:kmax
expo=b~(k—2);
tau(n*(k—1)+1l:nxk)=tau(n*x(k—1))+(expo/b:expo:expox(n—1+1/b)
DE
end ;
tau (tau>segbins) =[];
end ;
else
anzseg=floor (phot(end)/segbins); %floor for whole segments
if floor(phot(end)*1.01/segbins)>anzseg %to avoid chopping 59.999s
measurement into 2x20s and throwing away one third
anzseg=anzseg+1;
ueberhang=1;
end;
if anzseg==0 %if not even one segment fits into RAM, allow for 5%
slack ...
if floor(phot(end)/segbinsx1.05)==0 %but not more
continue;
else
anzseg=1;
ueberhang=1;
end;
end ;
end;

if kreuz %same for 2nd channel

if teil=teiler+1
phot2=double(fread (fid2 , "xuint’));
else
phot2=double(fread (fid2 , floor ((dat2.bytes/4—-32)/teiler), '«uint’
)
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end;
phot2=cumsum(phot2)—tdiff2;
phot2=phot2(phot2>offbins)—offbins;
if isinf(segzeit)
if phot2(end)<phot(end) %shortest channel determines segment
length
segbins=phot2(end);
end;
else
if phot2(end)<phot(end)
anzseg=floor (phot2(end)/segbins); %shortest channel
determines number of segment
if floor(phot2(end)*1.01/segbins)>anzseg
anzseg=anzseg+1;
ueberhang=1;
end ;
end ;
if anzseg==0
if floor(phot2(end)/segbinsx1.05)==
continue;
else
anzseg=1;
ueberhang=1;
end ;
end ;
end;
cut=length (phot2)—sum(phot2<anzsegxsegbins); %number of photons
that didn 't fit into the segments
phot2=phot2 (1l:end—cut); %drop those photons from calculation in
this part
tdiff2=anzsegxsegbins—phot2(end); %see above
if ueberhang==1
tdiff2=0;
end;
fseek (fid2 ,—cut*4,0); %roll back file position indicator to catch
dropped photons in next part; one photon takes up 4 bytes!
end ;
offbins=0; %since offset has been used up already
if segtott+anzseg>maxseg %reduce number of segments to remaining number
til maxseg
anzseg=maxseg—segtot ;
teiler=teil —1; %just for the waitbar
end ;
segtot=segtottanzseg; %update segtot
cut=length (phot)—sum(phot<anzseg*segbins); %same for 1st channel
phot=phot (1l:end—cut);
tdiff=anzseg*segbins—phot(end);
if ueberhang==1
tdiff=0; %important to avoid negative values in phot in next part!

tdiff could be higher than arrival time difference between last
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photon here and first in next part!

end ;

fseek (fid ,—cut=*4,0);

if teil==1 %initialize variables in 1st part...
seg0=0;

GO{ndat}=zeros(length(tau),h anzseg);
count{ndat}=zeros(anzseg,l+kreuz); %for FCCS count—rate has 2
channels
else
segO=size (GO{ndat},2); %and concatenate new data after that
GO{ndat}=[GO{ndat},zeros(length(tau),h anzseg)];
count{ndat}=[count{ndat};zeros(anzseg,l4+kreuz)];

end;
if teil=teiler+1
waitbar (seg0/(segO+anzseg) ,h,[ 'Datei ',num2str(ndat),’ / ', num2str(
numel (file)),’ Segment ' ,num2str(seg0),’ / ' ,num2str(seg0+
anzseg)]):
else
waitbar (seg0/(segO+anzseg*(teiler —teil+1)),h,[ "Datei ',num2str(ndat
), / ' ,num2str(numel(file)),’ Segment ' ,num2str(seg0),’ / '
,num2str(seg0tanzsegx*(teiler—teil+1))]);
end ;

for seg=1l:anzseg
if getappdata(h, canceling’)
break;
end;
cum=phot (phot>(seg—1)*segbins&phot<=segxsegbins)—(seg —1)xsegbins; %
extract appropriate photons for segment and start at t==0
count{ndat }(seg0+seg ,1)=length(cum)/cum(end)xf; %number of photons
divided by bins to last one times frequency equals Hertz
if kreuz
cum2=phot2 (phot2 >(seg—1)*segbins&phot2<=seg*segbins)—(seg —1)x*
segbins; %same for 2nd channel
count{ndat}(seg0O+seg ,2)=length (cum2)/cum2(end)*f;
end ;
w=ones (length (cum) ,1); %number of photons per bin, at smallest bin
size only one possible (with this detector!)
if kreuz
w2=ones (length(cum2) ,1); %same for 2nd channel
end ;
G=zeros(length(tau) ,h1);
s1=G; %sum of photons in first part of correlation
s2=G; %second part can have different count—rate: asymmetric
normalization (misleadingly called 'symmetric’ in literature ,
rather 'symmetrizing )
if kreuz
for i=1l:length(tau) %used part of measurement depends on tau—
value and so does the count—rate
expo=b.” floor (max((i—1)/n—1,0));
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else

end;

for

s1(i)=sum(cum>=tau(i)&floor(cum/expo)<floor (cum(end)/expo))
; %for higher bin sizes the last bin extends over end
of segment is is ignored in calculation (but never
dropped!)

s2(i)=sum(cum2<=floor (cum2(end)/expo)x*expo—tau(i)); %floor
takes into account the allocation of photons to higher
bin sizes that happens later on

end;

for i=1l:length(tau)
expo=b.” floor (max((i—1)/n—1,0));
s1(i)=sum(cum>=tau(i)&floor(cum/expo)<floor (cum(end)/expo))

s2 (i )=sum(cum<=floor (cum(end)/expo)*expo—tau(i));

end;
k=1:kmax
expo=b~(k—2);
if k==1
expo=1;
end;
if kreuz
for i=n*x(k—1)4+1:min(nxk,length(tau))
if getappdata(h, canceling’)
break;
end ;
G(i)=schnitt3_cross(cum(1l:end—1),cum2(1l:end—1)+tau(i),w
(l:end—1),w2(1l:end—-1)); %end—1 to ignore last
incomplete bin
G(i)=G(i)*floor (((cum(end)+cum2(end))/2—tau(i))/expo)/
sl(i)/s2(i)=1; %floor for when channels last
photons are in different bins
end ;
else
for i=n*(k—1)+1:min(nxk,length (tau))
if getappdata(h, canceling’)
break ;
end ;
G(i)=schnitt3(cum(l:end—1),tau(i),w(l:end—-1))
G(i)=G(i)*(cum(end)—tau(i))/expo/sl(i)/s2(i)—1; %(cum(
end)—tau(i))/expo equals number of bins (at current
size) minus one for the last incomplete bin
end ;
end ;

cum=floor (cum/b~(k—1))*b"(k—1); %time points are rounded to new
bin size
seq=[1;diff(cum)]; %unique time points at new bin size are
found by looking for non—zero differences
seq=seq~=0;

cum=cum(seq); %only unique time points kept
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seq=cumsum(seq); %bins with same time point get same number
w=accumarray(seq,w’'); %weights for same time points are summed
—> photons are pooled in bigger bins
if kreuz %same for 2nd channel
cum2=floor (cum2/b~(k—1))*b~(k—1);
seq=[1;diff (cum2)];
seq=seq~=0;
cum2=cum?2(seq);
seq=cumsum(seq ) ;
w2=accumarray (seq ,w2');
if length(w2)<2 %stop when not enough bins after pooling
break;
end ;
end;
if length(w)<2 %same for 2nd channel
break ;
end ;
end ;
G(isnan(G))=0; %remove divisions by zero and 0/0 cases
G(isinf(G))=0;
GO{ndat }(:,seg0+seg)=G;
if graph %plot all segments of all aprts of current file in one
graph
if seg=—=1&&teil==1
figure;
ax=gca;
semilogx (ax, tau/f,G);
hold on;
xlabel ('\tau / s');
ylabel ('G(\tau)');
title ([ 'FCS der ',num2str(ndat),’. Messung']);
else

semilogx (ax, tau/f,G);

end;
end ;
if teil=teiler+1
waitbar ((seg0O+seg)/(segO+anzseg) ,h,[ "'Datei ',num2str(ndat),’ /
",num2str(numel(file)),’ Segment ' ,num2str(segO+seg),’ /
" ,num2str(segO+anzseg)]) ;
else
waitbar ((segO+seg)/(segO+anzseg*(teiler—teil+1)) h,[ Datei ',
num2str(ndat),’ / ', num2str(numel(file)),’ Segment ',
num2str(segO+seg),’' / ' ,num2str(segO+anzsegx*(teiler —teil +1)
)1
end;

end;

clear phot phot2
end ;
fclose('all ");

end ;
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tau=tau/f; %convert tau from bins to seconds
if isinf(segzeit) %average all parts of each file if maximal correlation time
is wanted
if kreuz
GO=cellfun (@(x,y)mean((x+1).xy(:,1) ".xy(:,2) " ,2)/mean(y(:,1))/mean(y
(:,2))-1,G0, count, 'UniformOutput’ ,0); %numerator and denominator
must be averaged separately!
else
GO=cellfun (@(x,y)mean((x+1).xy'.72,2)/mean(y) 2-1,G0, count, '
UniformOutput’ ,0);
end ;
count=cellfun (@(x)mean(x,1) ,count, 'UniformOutput’ ,0); %average count—rates
end;
delete (h);

function [G]=schnitt3(v,t,w) %finds coincidences in time point vectors v
with v+t and sums product of weights w for both
%is faster for lots of missing time points in v (mostly darkness) than
expanding v with zeros and directly use sum(v(t:end).*v(1:end—t))
nl1=1;n2=1;G=0;
I=length(v);
while (nl<=18&n2<=Il) %as long as indices nl and n2 are lower than length ...
if (v(nl)>v(n2)+t) %alternately increase the one with earlier time
n2=n2+1;
elseif v(nl)<v(n2)+t
nl=nl-+1;
else
G=Gt+w(nl)*w(n2); %add correlation if photons came at same time
nl=nl+1;
n2=n2-+1;
end
end

end

function [G]=schnitt3_cross(vl,v2,wl,w2) %same with different channels
nl1=1;n2=1;G=0;
[1=length (vl);
[2=length (v2);
while (nl<=118&n2<=12)
if (vi(nl)>v2(n2))
n2=n2+1;
elseif vl(nl)<v2(n2)
nl=nl-+1;
else
G=G+wl(nl)*w2(n2);
nl=nl+1;
n2=n2-+1;
end
end

end
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end

C.2. Anpassung F(C)CS-Daten
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function [varargout]=FCCS_Fit(tau0,GO, anf,ende,fun,param, fit ,zus,b S0, Sfit , Szus,
Off , graph , varargin)

%taul0: correlation time vector; same dimension as fitted diffusion times/!;
separately in cells for different lengths of the ACFs

%G0: ACFs as vectors in cells or one matrix with 1st dimension the same as tau0

%anf: vector of starting points for fitting (index of respective tau0); scalar
value is expanded for all ACFs

%ende: vector of end points for fitting (index of respective taul); scalar
value is expanded for all ACFs; NaN is converted to last point of
respective tau0

%fun: dimensionality of used Gaussian PSF and diffusion model (1: 2D, 2: 3D)

%param: matrix of start parameters (I1st dimension: different species, 2nd
dimension: different quantities (Neff,tauD, triplet fraction, triplet
lifetime ),

%3rd dimension: different ACFs); quantities not used (like triplet if not
wanted) are just omitted!

%for multiple species particle numbers are apparent numbers with equal
brightness assumed!

%if 3rd dimension is omitted, same start parameters are used for all
measurements

%fit: same size as param, 1 if parameter fitted, 0 if parameter to be kept
constant, 3rd dimension automatically copied if omitted

%zus: same size as param, 1 if parameter to be fitted globally for all curves
in ACF, 0 if individual fits, no 3rd dimension!

%S0: starting values for structure parameter in 3D

%Sfit: 0 if S not fitted, 1 otherwise; can only be scalar!

%Szus: 1 for global fit of S, 0 otherwise

%Off: 1 for fitting of offset, 0 otherwise,;, starting value always zero and no
global fit possible!

%graph: graph with data and residuals for every image in ACF generated if 1,

not if O
%varargin: possible weighting vector, separately in cells for different lengths
of the ACFs

%depending on ’'fun' varargout is to be set as ’'param, Off’ for 2D or as ’'param,
S0, Off* for 3D

options=optimset (' Display ', "off ', "MaxFunEvals',inf, ' Maxlter ' inf); %change
stopping criteria if fit too slow,; but sometimes needed for many parameters

if ~iscell (GO)
GO0=mat2cell (GO, size (G0,1) ,ones(size(G0,2) ,1)); %matrix is split into cells
tau0={tau0};

end ;

if ~iscell(tau0)
tau0={tau0};
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end ;

if iscell (G0)&&length(G0)~=length (tau0)
tauO=repmat(tau0(1l),6size(GO0)); %first tau replicated for all ACFs

end ;

fit=(~zus).xfit; %fit needs to be 0 if zus is 1

Szus=Szusx~Sfit; %same for S

mess=max(numel (G0)); %number of ACFs

if size(param,3)==1 %if param is 2D matrix, it 's expanded to correctly sized 3D
matrix, otherwise must be same size as number of ACFs
param=repmat (param,[1,1, mess]);

end ;

if size(fit , 3)==1 %if fit is 2D matrix, it's expanded to correctly sized 3D
matrix, otherwise must be same size as number of ACFs
fit=repmat(fit ,[1,1,mess]);

end ;

if isscalar(S0) %if SO is scalar, it's expanded to correctly sized vector,
otherwise must be same size as number of ACFs
S0=SO*ones(mess,1);

end ;

if isscalar(ende) %if ende is scalar, it ’'s expanded to correctly sized vector,
otherwise must be same size as number of ACFs
ende=repmat(ende, mess,1);

end ;

ende(isnan(ende))=cellfun (@length,tau0(isnan(ende))); %all NaNs are converted
to fit til end of tau

if isscalar(anf) %if anf is scalar, it’'s expanded to correctly sized vector,
otherwise must be same size as number of ACFs
anf=repmat(anf,h mess, 1);

end ;

if all(zus(:)==0R&Szus==0&&mess>1 %running loop over independent fits is
faster than one huge fit

paramO=param;

Offo=0ff;
S00=S0;
for i=1:mess
if fun==
[paramO (:,:,i),0ff0(i,1)]=FCCS_Fit(tau0{i},G0{i},anf(i),ende(i),fun
.param (:,:,i),fit(:,:,i),zus,S0(i),Sfit,Szus, Off ,graph,varargin
)
else
[paramO(:,:,i),S00(i,1),0ff0(i,1)]=FCCS_Fit(tauO{i}, GO{i}, anf(i),
ende(i),fun,param(:,:,i),fit(:,:,i),zus,S0(i),Sfit,Szus, Off,
graph ,varargin);
end;
end ;
if fun==1
varargout={param0, Off0 };
else

varargout={param0,S00, Off0 };

end ;
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66 return;

67 |[end;

68 |anz=size (param,1l); %number of species

69 | fl=sum( fit (:)); %number of separately fitted parameters
70 | Off0=zeros (mess, 1) ;

71 | trip=false; %triplet only used if enough parameters in param
72 | if size(param,2)>=3

73 trip=true;

74 | end;

75 | 1b0=[0,0]; %generic lower bounds

76 |ub0=[20000,100]; %generic upper bounds

7T | if trip

78 Ib0=[Ib0,0,0];

79 ub0=[ub0,1,0.001];
80 |end;

81 |Ib0=Ib0(ones(1,anz) ,:,ones(1,mess)); %bounds repeated for global fit of
multiple ACFs

82 | ubO=ubO(ones(1,anz) ,:,ones(1,mess));

83 |startl=param(logical (fit)); %start parameters for Isqnonlin extracted
84 |startl=startl (:) '

85 | start2=param(logical (zus));

86 |start2=start2 (:) ’;

87 Ib1:|b0(|ogica|(fit));

88 | Ib1=Ib1 (:) "

89 ubl:ubO(IogncaI(ﬁt))

90 |ubl=ubl(:) "’

91 |Ib2=Ib0(log |ca|(zus))

92 | Ib2=Ib2(:) '

93 |ub2=ub0(log |ca|(zus));

94 |ub2=ub2(:) "’

95 | if Sfit

96 startl=[startl ,S0']; %multiple start parameters...
97 Ibl1=[Ibl,ones(1,mess)*0];

98 ubl=[ubl,h ones(1,mess)*20];

99 | elseif Szus

100 startl=[startl ,SO0(1)]; %or nly one if global fit
101 Ibl=[Ibl ,0];

102 ubl=[ubl,20];

103 | end;

104 | if Off

105 startl=[startl ,Off0 '];

106 Ibl=[Ibl,—ones(1,mess)]; %offset between —1 and 1
107 ubl=[ubl,ones(1,mess)];

108 | end;

109 | start=[startl ,start2]; %globally fitted parameters added behind

110 | Ib=[lb1l,Ib2];

111 |ub=[ubl K ub2];

112 | if isempty(start) %if only graph is wanted and all parameters are fixed
113 start=0;

114 |end;
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if isempty(Ib)
start=0;
end ;
if isempty(ub)
start=0;
end ;
Gl=[]; %all fitted data will be concatenated in here...
SD=[]; %along with weighting vectors
if ~isempty(varargin)&&~isempty(varargin{1l}) %test both since varargin gets
repackaged in recursive call
SDO=varargin {1};
if ~iscell (SDO) %either one cell per ACF...
if isvector (SDO)
SDO=repmat ({SDO(:) } ,mess); %or one vector ...
else
SDO=mat2cell (SDO, size (SD0,1) ,ones(mess,1)); % or matrix with 2dn
dimension equal to number of ACFs

end;
end ;
end ;
for i=1l:mess
G1=[G1;G0{i }(anf(i):ende(i))]; %#ok<+AGROWS> %ACF cropped to anf and ende
if ~isempty(varargin)&&~isempty(varargin{1})
SD=[SD;SDO0{i }(anf(i):ende(i))];
else
SD=[SD; ones(ende(i)—anf(i)+1,1)]; %equal weights if no extra data
specified in varargin
end;
end ;

Isgnonlin (@(x)(FCSvar2(x)—G1)./SD, start ,Ib,ub,options); %result not assigned,

since param is changed from inside FCSvar2

if graph
for i=1l:mess
xl=tauO{i}(anf(i):ende(i));
G2=FCSvar(x1,param(:,:,i),S0(i),Off0(i));

figure ;subplot(3,1,[1,2]); %subplot with ACF and fit on top and
residuals below
semilogx (x1,G0{i}(anf(i):ende(i)),x1l,G2);
xlabel ('\tau / s');
ylabel ('G(\tau)');
subplot(3,1,3);
semilogx(x1,G0{i}(anf(i):ende(i))—G2);
ylabel (' residuals’);
xlabel ("\tau / s');
end ;
end;
if fun==
varargout={param, Off0 };
else
varargout={param, S0, Off0 };
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160 |end;
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function [G2]=FCSvar2(x)
param(logical (fit))=x(1:fl1); %fitted parameters are updated from Isqnonlin’
s variable x
if any(zus(:))
param(logical (repmat(zus,[1,1,mess])))=repmat(x(fl+(Sfit+Off)*mess+Szus
+1:end) ,1,mess); %global parameters are copied for all ACFs
end;
if Sfit
SO0=x(fl+41:fl+mess); %same for S
elseif Szus
SO0=x(fl+1)*ones(mess,1);
end;
if Off
Off0=x(f1+Sfit*mess+Szus+1:f14+(Sfit+1)*xmess+Szus); %same for offset
end ;
G2=[];
for m=1:mess
G2=[G2; FCSvar(tau0{m}(anf(m):ende(m)),param(:,: ,m),S0(m),Off0(m))]; %
simulated ACFs are concatenated
end;

end

function [G]=FCSvar(tau,par,S0,Off0)
taul=tau (:)*ones(1l,anz);
N=par (:,1) ;tD=par (:,2);
N=ones(length(tau) ,1)*N(:) ’;
tD=ones(length(tau) ,1)*tD(:) ';
if ~trip
if fun==2
G=1/sum(par(:,1)) 2«sum(N./(1+taul./tD)./sqrt(1+taul./tD/S072) ,2)+
Off0; %3D without triplet
elseif fun==1
G=1/sum(par(:,1)) 2«sum(N./(1+taul./tD) ,2)4+Off0; %2D without
triplet
end ;
else
xT=par (:,3) ;tT=par(:,4);
xT=ones(length (tau) ,1)*xT(:)
tT=ones(length (tau) ,1)*tT (:) "’
if fun==
G=1/sum(par(:,1)) 2«sum(N./(1+taul./tD)./sqrt(1+taul./tD/S0"2).%(1+
xT./(1—xT).xexp(—taul./tT)) ,2)+0ff0; %3D with triplet
elseif fun==1
G=1/sum(par(:,1)) 2«sum(N./(1+taul./tD).*%(1+xT./(1—xT).*exp(—taul./
tT)) ,2)+0ff0; %2D with triplet

end ;
end ;

end




LITERATURVERZEICHNIS

203 ‘end

C.3. RICS-Korrelator

(SR

0 N O Otk W

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35

36
37
38
39
40
41

function [ACFO]=RICS(data,diml,dim2,6bg,varargin)
%data: image stack as intensity values, stacked in 3rd dimension, will be made
square!
%diml1: keep correlation from —diml to diml in 1st dimension
%dim2: same in 2nd direction
%bg: scalar background intensity
%varargin: 1. argument: use images from this pixel on in 1st dimension ('anfl’)
%varargin: 2. argument: use images from this pixel on in 2nd dimension (’'anf2’)
%varargin: 3. argument: use images for this number of pixels in each direction
('len’)
seite=size (data,2);
anz=size (data,b3);
if nargin>5
anfl=round(abs(varargin{1}));
anf2=round(abs(varargin{2}));
len=round (abs(varargin{3}));

if anfl==
anfl=1;

end;

if anf2==
anf2=1;

end ;

if lentanfl>seite ||lentanf2>seite
return;

end ;

seite=len;
else
anfl=1;
anf2=1;
end ;
if isnan(diml)
diml=seite —1;
end ;
if isnan(dim2)
dim2=seite —1;
end ;
ACF0=zeros (2xdim1+1,2xdim2+1,anz,1); %correlation in both directions —> twice

the size + zero—value

for i=l:anz
I=data (:,:,i);
I (:,1:(size(l,2)—size(l,1)))=[]; %makes it square
I=double(1);

I=1(anfl:anfl4+seite —1,anf2:anf2+seite —1); %crop image
norm=[1l:seite ,seite —1: —1:1] '#[1:seite ,seite —1:—1:1]; %normalize by number

of used pixels
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F2D=fft2 (1 ,2xseite —1,2«seite —1); %correlation by IFT of product of FT of
image (convolution theorem)

ACF=fftshift (ifft2 (F2D.xconj(F2D))); %fftshift moves zero—value to middle

temp=cumsum (cumsum(|,2) ,1); %normalize by division with summed intensity
for both shifted image parts

A=zeros(2xseite —1,2xseite —1); %same size as ACF

A(seite:2xseite —1,seite:2*seite —1)=temp(end:—1:1,end:—1:1); %fill every
quadrant separately with correctly summed intensities

A(l:seite ,1:seite)=cumsum(cumsum( | (end:—1:1,end:—1:1),2),1);

temp=cumsum (cumsum( | (end: —1:1,:),2),1);

A(1l:seite ,seite:end)=temp(:,end:—1:1);

temp=cumsum (cumsum( | (: ,end:—1:1),2),1);

A(seite:end,l:seite)=temp(end:—1:1,:);

ACF=ACF./A./A(end:—1:1,end:—1:1);

ACF=ACF.xnorm—1; %divide numerator by norm and denominator by norm~2; —1
for ACF(inf)—>0

ACF(A==0)=0; %remove infinities

ACF(A(end:—1:1,end: —1:1)==0)=0;

ACF=ACF.xA.xA(end:—1:1,end:—1:1)./(A-bg)./(A(end: —1:1,end: —1:1)—bg); %
correct amplitude for background

ACFO(:,:,i)=ACF(seite—diml:seite+diml, seite —dim2:seite+dim2); %crop ACF

end ;

end

C.4. Anpassung RICS-Daten
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function [varargout]=RICS_Fit(ACF, endel,h ende2,aver,h tauP,htauZ,K b, fun, param, fit ,
zus , graph)

%ACF: RICS—data as coming from correlation function (individual iamges in 3rd
dimension), can be oblong

%endel : ACF is cropped to middle — endel to middle + endel in 1st dimension

%ende2: ACF is cropped to middle — ende2 to middle + ende2 in 2nd dimension

%aver: moving mean average over 3rd dimension of ACF with window length of aver

%tauP: pixel dwell time in seconds

%tauZ: line dwell time in seconds

%b: pixel size; determines unit of focus radius

%fun: dimensionality of used Gaussian PDF (1: 2D, 2: 3D)

%param: matrix of start parameters (I1st dimension: different species, 2nd
dimension: different quantities (Neff,tauD,6omega0, offset ,structure
parameter S, triplet fraction, triplet lifetime in s),

%3rd dimension: different images); quantities not used (like S in 2D) are just
omitted!

%Neff becomes apparent particle number for multiple species; use 1./Neff as
amplitudes then

%if 3rd dimension is omitted, same start parameters are used for all
measurements

%fit: same size as param, 1 if parameter fitted, 0 if parameter to be kept

constant, 3rd dimension automatically copied if omitted
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%zus: same size as param, 1 if parameter to be fitted globally for all images
in ACF, 0 if individual fits, no 3rd dimension!

%graph: graph with data and residuals for every image in ACF generated if 1,
not if 0

options=optimset (' Display ', 'off");

fit=(~zus).xfit; %fit needs to be 0 if zus is 1

mess=size (ACF,3); %number of images

if aver>mess
disp('aver longer than number of images in ACF'); %error if aver too long
return;

end ;

if aver>l&&aver<=mess

ACF=movmean (ACF, aver ,3); %moving mean in 3rd dimension

end ;

if length(tauP)==1 %if tauP is scalar, it's expanded to correctly sized vector,
otherwise must be same size as 3rd dimension of ACF
tauP=tauP+*ones(mess, 1) ;

end;

if length(tauZ)==1 %same
tauZ=tauZ=xones(mess,1);

end ;

if length(b)==1 %same
b=bxones(mess,1);

end ;

if size(param,3)==1 %same
param=repmat (param,[1,1,mess]);

end ;

if size(fit , 3)==1 %same
fit=repmat(fit ,[1,1,mess]);

end ;

if all(zus(:)==0)&&mess>1

paramO=param;

for i=1l:mess %running loop over independent fits is faster than one huge
fit
[paramO(:,:,i)]=RICS_Fit(ACF(:,:,i),endel,ende2,1,tauP (i) tauZ (i), b(i),
fun ,param (:,:,i),fit(:,:,i),zus,graph);
end ;

varargout={paramO };

return;
end ;
anz=size (param,1l); %number of species
fl=sum( fit (:)); %number of separately fitted parameters
mittel=(size (ACF,1)+1)/2;
mitte2=(size (ACF,2)+1)/2;
if isnan(endel)

endel=(size (ACF,1)-1)/2;
end ;
if isnan(ende2)

ende2=(size (ACF,2)—1)/2;

end ;
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trip=false; %triplet only used if enough parameters in param
Ib0=[0,0,0,—10]; %generic lower bounds
ub0=[10000,1,1000,10]; %generic upper bounds
if fun=Il&&size (param,h2)==6
trip=true;
end ;
if fun==
IbO=[1b0 ,0];
ub0=[ub0,20];
if size(param,2)==7
trip=true;
end ;
end ;
if trip
Ib0O=[Ib0,0,0];
ubO=[ub0,1,0.001];
end ;
IbO=Ib0 (ones(1,anz) ,:,ones(1,mess)); %bounds repeated for global fit of
multiple images
ubO=ubO(ones(1,anz) ,:,ones(1l,mess));
startl=param(logical (fit)); %start parameters for Isqnonlin extracted
startl=startl (:) ’;
start2=param(logical (zus));
start2=start2 (:) ’;
Ibl=Ib0(logical (fit));
Ibl=Ibl (:) ';
ubl=ub0(logical (fit));
ubl=ubl (:) ’;
Ib2=Ib0(logical (zus));
Ib2=Ib2 (:)
ub2=ub0(logical (zus));
ub2=ub2 (:) ’;
start=[startl ,start2]; %globally fitted parameters added behind
Ib=[Ibl,1b2];
ub=[ubl, ub2];
if isempty(start) %if only graph is wanted and all parameters are fixed
start =0;

~ o~~~ —~

end ;
if isempty(Ib)
start=0;
end ;
if isempty(ub)
start=0;
end ;
[X,Y]=meshgrid(—ende2:ende2,—endel:endel); %pixel shift coordinates generated
Weones (size (ACF) ) ;
W(mittel , mitte2)=0; %used to ignore noisy zero—shift correlation
ACF(mittel , mitte2)=0;
ACF=ACF(mittel —endel: mittel+endel , mitte2 —ende2: mitte2+ende2 ,:); %ACF is cropped
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WAN( mittel —endel: mitteld+endel , mitte2—ende2: mitte2+ende2 ,:); %weights are
cropped
[x,~,res]=Isqnonlin (@(x)(RICSvar(x)—ACF).xW, start ,Ib ,ub,options); %result only

assigned for graph, since param is changed from inside RICSvar

if graph
[1=RICSvar(x);
for i=1:mess

figure;subplot(3,1,[1,2]); %subplot with ACF and fit on top and
residuals below
surf(X(:,1:ende2+1),Y(:,1:ende24+1),11(:,1:ende2+1,i));
hold ;
surf(X(:,ende2+1:end) ,Y(:,ende2+1:end) ,ACF(:,ende2+1:end,i));
xlabel ("\xi");
ylabel ('\eta');
zlabel ('ACF’);
subplot(3,1,3);
surf(X,Y,res(:,:,i));
zlabel ('residuals’);
xlabel ( "\ xi");
ylabel ('\eta’);
end ;
end ;

varargout={param };

function [ACF1]=RICSvar(x)
param(logical (fit))=x(1:fl1); %fitted parameters are updated from Isqnonlin’
s variable x
if any(zus(:))
param(logical (repmat(zus,[1,1,mess])))=repmat(x(fl+1l:end),1,mess); %
global parameters are copied for all images
end ;
ACFl=repmat (X%0+Y*0,[1,1 ,mess]); %initialized with zeros
for m=1:mess
for j=l:anz %contributions of all species are summed
tau=abs(X)*tauP (m)+abs(Y)xtauZ(m); %total time shift calcualted
from pixel shifts in both dimensions
if ~trip
if fun==
ACF1(:,: ,m)=ACF1(:,: ,m)+1/param(j,1,m)./(14+tau/param(j,2,m)
).xexp(—1./(14+tau/param(j,2 ,m)) . .*((X.724+Y.72)*b(m) "2/
param(j,3,m)"2))+param(j,4,m); %2D without triplet
elseif fun==
ACF1(:,: ,m)=ACF1(:,: ,m)+1/param(j,1,m)./(1+tau/param(j,2,m)
)./sqrt(1+tau/param(j,2 ,m)/param(j,5 ,m)"2).xexp(—1./(1+
tau/param(j,2,m)).x((X.724+Y.72)*b(m)"2/param(j,3,m)"2))
+param (j ,4.,m); %3D without triplet
end;
else
if fun==1
xT=param (j ,5,m);tT=param(j,6 ,m); %to shorten it
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ACF1(:,: ,m)=ACF1(:,: ,m)+(1+xT/(1—xT)*exp(—tau/tT))/param(]
,1,m)./(1+tau/param(j,2,m)).xexp(—1./(1+tau/param(j,2,m
)) - *((X.724Y.72)*b(m)"2/param(j ,3 ,m)"2))+param(j,4 ,m);
%2D with triplet

elseif fun==

xT=param (j ,6 ,m);tT=param(j,7 ,m);

ACF1(:,: ,m)=ACF1(:,:,m)+(1+xT/(1—xT)*exp(—tau/tT))/param(]
,1,m)./(14+tau/param(j,2,m))./sqrt(l+tau/param(j,2 ,m)/
param(j,5,m)"2).xexp(—1./(1+tau/param(j,2,m)) . .x((X.724Y
.72)*b(m)"2/param(j,3,m)"2))+param(j,4,m); %3D with
triplet

end ;
end ;
end ;
end ;

end

end
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