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1 Einleitung

Die Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) ist eine vielseitige Methode zur Untersu-
chung dynamischer Prozesse. Die FCS-Technik beruht auf der Beobachtung und Analyse von
Fluoreszenzfluktuationen, die in einem kleinen offenen Volumenelement innerhalb einer
Probe mit fluoreszierenden Molekiilen auftreten. Im thermodynamischen Gleichgewicht
schwankt die aus dem Volumenelement detektierte Fluoreszenz, indem beispielsweise neue
Teilchen in das Volumenelement hineindiffundieren oder Teilchen unter Fluoreszenzénde-
rung chemische Reaktionen eingehen. Die Fluktuationsdauer enthilt Informationen iiber die
Geschwindigkeit der untersuchten Vorgénge, die Fluktuationsamplitude ist ein Mal fiir die
Anzahl der Teilchen im Volumenelement. Ausgewertet werden die Fluoreszenzsignale durch
Autokorrelation, die liber die vielen beobachteten Fluoreszenzfluktuationen mittelt und so den
Rauschlevel reduziert.

Zum ersten Mal wurde die Fluoreszeszenz-Korrelations-Spektroskopie Anfang der sieb-
ziger Jahre angewandt [_l__lﬂ-] Seit dieser Zeit hat sich die Sensitivitit der Methode durch
technische Verbesserungen stindig erhoht. Durch Objektive mit hoher numerischer Apertur
zusammen mit konfokaler Detektion der emittierten Fluoreszenz wurden immer kleinere
Detektionsvolumina mit Rauminhalten von bis zu einer GréBenordnung von 107 1 erreicht.
Bei gleichzeitiger Entwicklung von immer empfindlicheren Fluoreszenzdetektoren konnen
heute dynamische Prozesse von einzelnen Molekiilen im Detektionsvolumen beobachtet
werden {5].

Im Vergleich zum Detektionsvolumen hat eine typische lebende Sdugerzelle mit einen
Radius von 7 um bei anndhernd sphérischer Gestalt einen ungefiahr 1000fach groferen
Rauminhalt. Mit der FCS-Methode sind also Experimente in einzelnen Zellkompartimenten
denkbar. In diesen Kompartimenten konnte die FCS-Methode dann zur Klidrung von dynami-
schen Prozessen auf Einzelmolekiilebene genutzt werden. Das Studium wiirde im Unterschied
zu anderen Methoden nichtinvasiv und im thermodynamischen Gleichgewicht der Zelle erfol-
gen.

Von besonderem Interesse sind hierbei Diffusions- und Reaktionsprozesse. Die Reakti-
onskinetik wird von der Geschwindigkeitskonstanten des Reaktionsschrittes bestimmt. Die
Mobilitdt der Reaktionspartner und des Reaktionsproduktes wird durch die Viskositit der
Umgebung mitbestimmt. Messung von Diffusion und Reaktion von Teilchen direkt an dem
Ort in der Zelle, in der sie ihre relevante Funktion ausiiben, kann somit zur Klidrung von
Mechanismus und Geschwindigkeit einzelner Reaktionsschritte beitragen und somit helfen,
die komplexen Vorginge in der Zelle besser zu verstehen.

Eine Grundvoraussetzung fiir FCS-Experimente ist die Fluoreszenz der zu untersuchen-
den Teilchen. Nichtfluoreszierende biologisch relevante Molekiile miissen also erst mit Farb-
stoffen markiert werden. Andere nicht zu untersuchende Teilchen sollten moglichst nicht zur
Fluoreszenz beitragen, da sie das MeBsignal stdren. In der Zelle ist aber von Fluoreszenz



endogener Zellbestandteile (Autofluoreszenz) auszugehen {10y 11]. Die Absorptions- und
Emissionseigenschaften der endogenen Zellbestandteile bestimmen dabei die Fluoreszenzin-
tensitdt. Neben der Signalh6he der Autofluoreszenz ist in FCS-Messungen die Autokorrelati-
onsfunktion besonders wichtig. Damit also FCS-Experimente in lebenden Zellen ausgefiihrt
werden konnen, miissen die Eigenschaften der Autofluoreszenz vorher hinsichtlich Signalin-
tensitdt und Autokorrelation charakterisiert werden.

Anhand ausgewihlter Projekte, deren biologische Grundlagen in den folgenden Kapiteln
der Einleitung skizziert werden, soll in der vorliegenden Dissertation die FCS auf dynamische
Prozesse in lebenden Zellen bzw. in Teilen davon, d. h. in einzelnen Kompartimenten, ange-

wandt werden.

1.1 Synaptische Transmission

Die Basis fiir die enorme Leistungsfahigkeit des menschlichen Gehirns beruht auf der kom-
plexen Interaktion von Nervenzellen (Neuronen). Die im Nervensystem verarbeiteten Signale
bestehen aus elektrischen Stromen, die durch Ionenflufl durch in die Zellmembran eingela-
gerte Kandle hervorgerufen werden. Der Signaltransfer zwischen den Neuronen erfolgt dabei
iber eine hochspezialisierte Kontaktstelle, die Synapse. Neben der elektrischen Synapse, in
der direkt ein Strom zwischen den Cytoplasmata der Zellen flie3t, wird im Nervensystem vor
allem die chemische Synapse gefunden. In der chemischen Synapse sind die Nervenzellen
nicht direkt miteinander verbunden, sondern sind durch den synaptischen Spalt voneinander

Empfingerzelle (Postsynapse) erfolgen kann, muf3 dieser ca. 20 nm breite Spalt zundchst
tiberwunden werden. Zu diesem Zweck sind in der prasynaptischen Nervenendigung Vesikel
eingelagert, die in einer hohen Konzentration eine chemische Substanz, den Neurotransmitter,
enthalten. Erreicht das elektrische Signal die Nervenendigung der Prasynapse, so fiihrt ein
Einstrom von Calciumionen zur Freisetzung des Neurotransmitters in den synaptischen Spalt,
indem die Vesikel mit der Plasmamembran verschmelzen. Die Fusion erfolgt dabei in einem
genau festgelegten Bereich der Membran, der aktive Zone genannt wird. Der Neurotransmit-
ter bindet nach Diffusion durch den Spalt an Rezeptoren der postsynaptischen Zelle und
bewirkt damit einen lonenflufl durch die Membran der postsynaptischen Zelle. In Abhédngig-
keit vom Neurotransmitter und den postsynaptischen Rezeptoren kann es entweder zu einem
erregenden (exzitatorischen) oder einem hemmenden (inhibitorischen) postsynaptischen
Potential kommen.

Der Vorteil der chemischen Synapse gegeniiber der schnelleren elektrischen Synapse liegt
in der Modulierbarkeit des Signals. Aufgrund der vielen Schritte bis zur vollstindigen
synaptischen Ubertragung ergibt sich vom Offnen des Calciumkanals bis zum Binden des
Neurotransmitters an den Rezeptoren der postsynaptischen Membran an vielen Stellen eine
EinfluBnahme auf das zu iibertragende Signal, und somit eine Anpassung der Signalstirke an



unterschiedlichste Situationen. Diese Modulation der synaptischen Ubertragung ist die Basis
fiir die hoheren Leistungen des Gehirns.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der synaptischen Ubertragung zwischen Neuronen. Ein
prasynaptisches Aktionspotential fiihrt zum EinfluB von Ca®" in die Nervenendigung sowie zur
Transmitterausschiittung durch Vesikelfusion. Nach Bindung des Neurotransmitters an den post-
synaptischen Rezeptoren kommt es zur einer Anderung des postsynaptischen Potentials (nach :-_[-_1-_6.])-

In einem typischen hippocampalen Bouton, der prasynaptische Nervenendigung von Neu-

Abbildung 2: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Synapse zwischen zwei hippocampalen
Neuronen. Die synaptischen Vesikel und die aktive Zone zusammen mit der postsynaptischen Mem-
bran sind deutlich als dunkle Bereiche zu erkennen. Das prasynaptische Bouton ist in seiner groften
Ausdehnung etwa 1 um groB. (14 Tage in vitro, Glutaraldehyd-fixiert, Farbung mit 1 % Osmium-
tetraoxid, Nachfdarbung mit 2 % Uranylacetat. 50 mm Schnittdicke, aufgenommen mit einem Phillips
CM-12 Transmissionsmikroskop; mit freundlicher Genehmigung von J. Klingauf).

Nach Fusion der gedockten Vesikel mit der Plasmamembran (Exozytose) werden neue Vesi-
kel aus der Plasmamembran abgeschniirt (Endozytose). Die Kopplung von Exozytose und



Endozytose ist zur Farbung der synaptischen Vesikel geeignet. Der Styrylfarbstoff FM 1-43
lagert sich in die Plasmamembran der Neurone ein und wird nach Stimulation der Neurone
mit Aktionspotentialen, vom synaptischen Vesikel tiber den Proze8 der Endozytose aufge-

Vesikel vom Boutonlumen miissen zur aktiven Zone transportiert werden. Wie dies geschieht
ist noch weitgehend ungeklért. Eine Moglichkeit ist aktiver Transport entlang von Filamenten
des Cytoskeletts. Es gibt zwei wichtige Filamentypen fiir den aktiven Transport: Mikrotubuli
und Actinfilamente.

Mikrotubuli sind steife Polymere, die aus langen, zylindrischen Strukturen zusammenge-
setzt sind und aus dem Protein Tubulin bestehen. Die Polymere entstehen, wenn sich GTP-
haltige Tubulin-Molekiile unter Konformationsinderung an das freie Ende eines
Mikrotubulus anlagern, wobei das eine Ende (plus-Ende) schneller wichst als das andere
(minus-Ende). An die Mikrotubuli konnen Motorproteine binden, die ATP hydrolysieren und

sich mit der so gewonnenen Energie an einem Mikrotubulus entlang bewegen (cf. Abbildung;

i_3-i) Zur Familie der Motorproteine, die sich entlang der Mikrotubuli bewegen, gehoren die
Dyneine und die Kinesine [21].
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des Kinesin-/Dynein-Transportes am Mikrotubulus (nach
21)).
Actinfilamente werden aus dem Protein Actin gebildet. Das monomere ATP-haltige Actin

(auch globulédres Actin oder G-Actin) steht im Gleichgewicht mit der polymeren Form, dem
F-Actin. Die Motorproteinfamilie der Myosine konnen unter ATP-Verbrauch Bewegungen

Sowohl Mikrotubuli als auch Actinfilamente werden in prisynaptischen Boutons
gefunden (zur Ubersicht: [22]), wobei fast iibereinstimmend berichtet wird, daB die
Mikrotubuli nicht die aktive Zone erreichen. Die Actinfilamente sind nicht im direkten
Kontakt mit den synaptischen Vesikeln, sondern werden {iber etwa 30 nm lange Striange, die
wahrscheinlich die Synapsine (synaptisches Protein) sind, mit den Vesikeln verbunden. Diese
Strdnge verbinden auch die Vesikel untereinander und mit den Fodrinstringen (eine



gehirnspezifische Isoform des Spektrins), die von der aktiven Zone in das prédsynaptische
Cytoplasma hineinragen.

Myosin

Vesikel

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Vesikelbewegung am Actinstrang mit Hilfe des Motor-
proteins Myosin (nach :[2_1‘:], verandert).

1.2 Wirkung von Benzodiazepinen

Ein wichtiger inhibitorischer Neurotransmitter ist die y-Aminobuttersdure (GABA), die auf
die GABA-Rezeptoren wirkt. Der GABAs-Rezeptor ist ein ionotroper Rezeptor, d.h. er ent-
hilt sowohl die Bindungsstelle fiir den Transmitter als auch einen Ionenkanal (in diesem Fall
einen Chloridkanal). Nach Bindung von GABA am GABAj-Rezeptor kommt es zum
Chloridinflux in die Zelle, der also hemmend wirkt.

Diese hemmende Wirkung wird durch die Wirkstoffgruppe der Benzodiazepine verstirkt.
Spezifische Rezeptoren fiir Benzodiazepine wurden im gesamten zentralen Nervensystem
gefunden, mit besonders hoher Dichte in der frontalen und okzipitalen Hirnrinde, im Hippo-

campus und im Kleinhirn [__3__11'] Die Benzodiazepin-Bindungsstelle liegt auf der o,-Unterein-

______

Nervenzellen mit der Folge einer verminderten Erregbarkeit {31]. Der erhohte Ionenfluf wird
in vielen Neuronen durch eine Zunahme der Offnungswahrscheinlichkeit des Chloridkanals
verursacht und nur zu einem geringen Anteil durch eine lingere Offnungsdauer des Kanals
[E_’)?EB_!] Auch in hippocampalen Neuronen wird fast einheitlich ein erhohter lonenflul durch
den Chloridkanal berichtet, wobei der genaue Mechanismus noch diskutiert wird {37:#1].
Diese Wirkung der Benzodiazepine wird therapeutisch bei Unruhe, Angst- und
Spannungszustinden sowie psychosomatischen Beschwerden genutzt. Neben dem Einsatz als
Tranquilizer sind Benzodiazepine die derzeit wichtigsten und am héufigsten verwendeten
Schlafmittel. Sie finden ebenfalls zur Behandlung von Muskelspasmen oder
Muskelverspannungen, bei epileptischen Erkrankungen und als Pridmedikation bei der
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Benzodiazepin-Bindungsstelle (nach [2{2_3, verandert). Die
o-Untereinheit trdgt unter Beteiligung einer y,- bzw. y;-Untereinheit die Benzodiazepin-Bin-
dungsstelle im Heteropentamer des Chloridkanals :_-[2514:, :r_2-_5-‘.']

1.3 Calciumcheatoren in Chromaffinzellen

Chromaffinzellen aus dem Nebennierenmark gehdren zur Gruppe der neuroendokrinen Zel-
len, die darauf spezialisiert sind Hormone in die Blutbahn abzugeben. Sie sind entwicklungs-
geschichtlich gleichen Ursprungs wie Neurone und kénnen Aktionspotentiale generieren.

Die Erhdhung der intrazelluldren Ca’"-Konzentration fithrt zur Auslosung von Exozytose
[12]. Zur Charakterisierung dieser Sekretionssteuerung durch Ca®’-Ionen ist die genaue
Kenntnis der rdumlich-temporalen Dynamik der intrazelluliren Ca®’-Konzentration unab-
dingbar. Threr Messung erfolgt mit Calciumfarbstoffen, die in Abhéngigkeit von der intrazel-
luldren Ca”**-Konzentration ([Ca>'];) ihre Fluoreszenzeigenschaften andern {13]. Der Bereich,
in dem die Ca*"-Konzentration gemessen werden kann, hiingt von der Dissoziationskonstan-
ten Kp des Farbstoffs ab [13:‘.] Durch den Farbstoff wird aber gleichzeitig auch ein zusétzli-
cher Ca®"-Chelator in die Zelle eingebracht, der mit den endogenen Ca®"-Liganden um die
Ca®"-Tonen konkurriert. Endogene Calciumbindungsstellen oder -puffer sind in hoher Kon-
zentration vorhanden und binden nach dem Ca**-Einstrom sofort 95-99 % der Ca”'-Ionen
[Tfﬁl Sie regulieren somit entscheidend die Dynamik des in hohen Konzentrationen fiir die
Zelle toxischen Calciums. Damit eine verldBliche Bestimmung der endogenen Pufferkapazi-
tit, d. h. der Anderung des Ca”*"-Pufferkomplexes mit [Ca*'];, und damit der Dynamik von
[Ca’]; erfolgen kann, ist eine ortsabhingige Kenntnis der Konzentration, der Dissoziations-
konstanten und des Diffusionskoeffizienten des Farbstoffs in der Zelle von Bedeutung [-1_-5 .
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1.4 Fragestellung und Zielsetzung

Ziel der Arbeit war die Anwendung der Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) auf
dynamische Prozesse in lebenden Zellen. Verschiedene zellphysiologisch relevante Reakti-
ons- und Diffusionssysteme wurden ausgewihlt und die Anwendbarkeit der FCS-Methode
untersucht.

Zunichst war hier wichtig, das Hintergrundsignal durch die Eigenfluoreszenz endogener
Zellbestandteile zu charakterisieren. Die Signalintensitdt und die Autokorrelation des Hinter-
grunds bestimmen unmittelbar die minimal einsetzbare Konzentration der zu untersuchenden
Teilchen und wurden deshalb im Cytoplasma und Nucleus der Zelle bei verschiedenen Anre-
gungswellenldngen untersucht. Weiterhin wurde die Mobilitdt der fluoreszierenden Zellbe-
standteile bestimmt, um mogliche Hintergrundsignale in FCS-Experimenten bei geringen
Teilchenkonzentrationen zu erkennen.

Im einzelnen wurden exemplarisch fiir die verschiedenen Anwendungsbereiche der FCS
folgende drei Fragestellungen bearbeitet:

1. Untersuchung von Diffusion und Kinetik von Calciumfarbstoffen:

Zur Untersuchung der Dynamik des sekundiren intrazelluliren Botenstoffs Ca®" ist die
genaue Kenntnis der kinetischen und Diffusionseigenschaften des als Indikator eingesetzten
Calciumchelatoren unerldBlich. Ziel dieses Teilprojektes war, mittels FCS die Eigenschaften
des oft verwandten Oregon Green 488 BAPTA-1 (OGB1) in situ, d.h. in Zellen bzw. Sub-
kompartimenten davon zu bestimmen. Es ist bekannt, da3 die Parameter solcher Indikatoren
in lebenden Zellen erheblich von den in vitro gefundenen Werten abweichen konnen. Der
beispielhaft herausgegriffene Farbstoff erhoht seine Fluoreszenzintensitit nach der Bindung
von Calciumionen. Die Fluoreszenzfluktuationen, die durch Reaktion zwischen dem
calciumfreien und calciumgebundenen Farbstoff auftreten, sollten sich mit der FCS-Methode
auflosen lassen und somit erlauben, die Calciumbindekinetik unterschiedlich affiner
Calciumfarbstoffe zu bestimmen. Fiir die intrazelluliren FCS-Messungen wurden
Chromaffinzellen vom Rind verwendet, die ein geeignetes Modellsystem fiir endogene
Calciumpufferung darstellen.

2. Charakterisierung der Benzodiazepin-Rezeptor-Wechselwirkung in hippocampalen Neuro-
nen:

Als Beispiel einer Rezeptor-Liganden-Bindungskinetik sollte das Bindungsverhalten ei-
nes fluoreszenzmarkierten Benzodiazepins mit dem Benzodiazepin-Rezeptor in hippocampa-
len Neuronen untersucht werden. Hierzu mufte zunéchst ein geeigneter Marker gefunden
werden, der die Bindungsfihigkeit des mit einer molaren Masse von 334 g/mol kleinen Li-
ganden nicht sterisch behindert. Die Bindung des Liganden sollte bei Fokussierung des Laser-
strahls auf die Zellmembran hippocampaler Neurone durch eine verlangsamte Diffusion
gegeniiber der extrazelluldren Losung sichtbar werden. Die Spezifitdt der Bindung fiir den
Rezeptor sollte durch eine Verdringung des gebundenen farbstoffmarkierten Liganden mit
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einem UberschuBl an unmarkiertem Liganden gezeigt werden konnen. Aus dem Zeitverlauf
der Verdrangungsreaktion lieBe sich sodann die Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation
ableiten.

3. Dynamik synaptischer Vesikel in hippocampalen Boutons:

In einzelnen nur einen Mikrometer messenden synaptischen Boutons sollte die Eignung
der FCS-Technik zur Charakterisierung der Dynamik synaptischer Vesikel, d.h. ganzer
fluoreszenzmarkierter Zellorganellen untersucht werden. Hierbei sollten durch pharmako-
logische Beeinflussung des Enzymhaushalts und der Cytoskelett-Architektur der Synapse die
zugrundeliegenden Mechanismen der Vesikeldynamik néher untersucht werden.

Zunichst werden im Kapitel 2 dieser Arbeit die verwendeten Methoden vorgestellt. Im Kapi-
tel 3 werden die Ergebnisse der einzelnen Projekte dargestellt und in Kapitel 4 jeweils disku-
tiert. Kapitel 5 gibt eine abschlieBende Zusammenfassung.

13



2 Material und Methoden

2.1 Konfokales Mikroskop

Die konfokale Mikroskopie ist eine wichtige Methode in der Zellbiologie fiir Untersuchungen
an lebenden Zellen. Im folgenden sollen die Grundprinzipien dieser Technik, soweit sie fiir
das Verstindnis dieser Arbeit wichtig sind, kurz skizziert werden.

Die zu untersuchende Probe wird mit einem Laserstrahl, der durch das Mikroskopobjektiv
in die Probe fokussiert wird, angeregt. Das Intensitdtsprofil (/(r, z)) des Laserstrahls im Fokus
eines Objektivs ist lorentzformig entlang der axialen (z-Achse) und gaul3f6rmig in der radia-

len (lateralen) Richtung {43, 441:

I(r,z)= ji)z exp[ 2r J (1)

2 w2y

5 V2
w(z) = w{u(’l—i} ] ©)
W,

mit 7 =4/x’ +y* ; P,: Gesamtleistung.

In der Néhe der Strahltaille (w(z) = V2 w, ) verhilt sich der Laserstrahl wie ein fast pa-

gegeben:

2

W,

Z =
R

A3)
AuBlerhalb der Rayleigh-Lénge verhilt sich der Laserstrahl wie eine sphérische Welle mit

einer Quasi-Punktquelle als Ursprung und einer Divergenz von:

wz) A

z W,

o

Z>> 1z, 4)

Der ¢”-Radius des Laserstrahls in der fokalen Ebene (wo) nach dem Durchtritt durch eine
ideale Linse wird vom ¢”-Radius des Laserstrahls vor der Linse (w) mitbestimmt [43]:

_fA

W

)

Wo

(f: Brennweite der Linse).
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Abbildung 6: Tllustration eines Laserstrahls mit dem Radius w, und der Divergenz ©.

Bei der Betrachtung fiir eine reale Linse miissen Linsenfehler, die abhéngig von der Wellen-
lange des verwendeten Lichtes und dem Grad der Ausleuchtung der hinteren Mikroskoppu-
pille sind, mit beriicksichtigt werden. Eine Abschitzung fiir eine reale Linse ergibt [2_13_]

A 4
d 2NA

(6)

Wo
Pupille

Die Messungen erfolgten entweder mit einem Wasserimmersionsobjektiv mit 40facher Ver-
groBerung (C-Apochromat, 1.2 NA, Deckglaskorrektur, Zeiss) oder mit 63facher Vergrof3e-
rung (Apochromat, 1.2 NA, Deckglaskorrektur, Zeiss). Mit den in Tabelle 1

1
___________ 1

zusammengestellten Kenngréfen der verwendeten Objektive bei voller Ausleuchtung der
hinteren Mikroskoppupille und einer Anregungswellenléinge von A = 488 nm ergibt die

Abschitzung des fokussierten Laserstrahls nach Gl. 6 einen Wert von ungefahr wy ~ 205 nm.

Tabelle 1: Parameter der verwendeten Objektive.

VergroBerung NA Brennweite // mm dpupille / MM
40x 1,2 4,11 9,5
63x 1,2 2,61 6,0

Nach der Anregung wird die emittierte Fluoreszenz der Probe durch das selbe Objektiv aufge-
fangen. Der LichtfluB von der Fluoreszenzemission bis zur Detektion kann durch mathemati-
sche Funktionen beschrieben werden. Die Punktausbreitungsfunktion PSF(r,r’,z) (point
spread function) eines Mikroskops beschreibt die radiale Intensititsverteilung des Fluores-
zenzlichtes in der Bildebene r', das von einer Punktquelle in der Probenebene (Anregungs-
volumen) am Ort (r,z) ausgehtﬂ[-’:}_]_]:

circ[ Rzr),J
, _ z
PSE(r,r',z)= TN (7
. (r—r'] {1 fiir|r —r|<R(z)
mit circ =
R(z)) |0 fir|r=r|>R(z)
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und R*(z) =R, +z’ tan’ &

R(z): Radius des Bildpunktes einer Punktquelle im Abstand z von der fokalen Ebene

R, =0,611/ NA: Auflosungsvermdgen des Objektivs (Radius des ersten dunklen Ringes des
Airy Beugungsbildes).

I = (x, y): Radiale Koordinate der Punktquelle in der Probenebene

r': Radiale Koordinate in der Bildebene

a : Halber Offnungswinkel des Objektivs (N4 = n sina)

n: Brechungsindex der Probe

Zur Reduzierung der Fluoreszenz, die aullerhalb der fokalen Ebene entsteht, wird eine Loch-
blende verwendet. Der Effekt der Lochblende in der Bildebene kann durch die Sammeleftizi-
enz-Funktion CEF(r,z) (collection efficiency function) beschriecben werden [45]. Diese

Funktion gibt den Anteil des Lichtes wieder, der die Lochblende passiert, und wird durch die
gemeinsame Flache der PSF(r,r’,z) und der Transmissionsfunktion der Lochblende 7'(r")

CEF(r,2) =% [T(r )PSF(r,r,2)dr (8)

(r')= circ(i] )

So
mit A = jT(r' )PSF(0,r",0)dr' ]

und s, = % : In die Probenebene projizierter Lochblendenradius

1, : Lochblendenradius

M: VergroBerung des Objektivs

Multipliziert man die Sammeleffizienz-Funktion mit dem Intensitatsprofil des Laserstrahls

MDE(r,z) = CEF(r,z)I(r, z) (10)

Die Fluoreszenzfluktuationen oF(¢) lassen sich aus der molekularen Detektionsetfizienz und
den Konzentrationsfluktuationen &c(r, z,¢) berechnen [2; 3]:

SF (1) = g0, @y [[[MDE(r,2)3c(r,z,)d’r dz (11)

(o,,: Absorptionsquerschnitt; @, : Fluoreszenzquantenausbeute und g: Detektionseffizienz

der Fluoreszenz (Apparatekonstante, die Fluoreszenzverluste von der Probe zur APD bertlick-
sichtigt; im konfokalen Mikroskop zwischen 1 und 3 % [23]).
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Beobachtet werden die Fluoreszenzfluktuationen innerhalb des Detektionsvolumens (griin in

:él_)b_ﬂ_(p_ll_’l_g_ 7), welches ohne grofen Fehler als dreidimensionales Gau3volumen angenommen
werden kann, wenn man den Lochblendenradius () entsprechend klein wihlt ['61:51'| Wird der
Lochblendenradius grofer gewihlt, wird die gemachte Néherung eines axialen gau3formigen
Profils ungenauer, und das axiale Profil ndhert sich dem real vorliegenden Lorentzprofil an.
Die axiale Komponente der Fluktuationen wird in der Autokorrelationsfunktion fiir
dreidimensionale Diffusion aber nur durch einen Wurzelterm beriicksichtigt (cf. Gl. 38) und
besitzt somit einen deutlich geringeren EinfluB3 als die radiale Komponente.

Die Autoren Qian et. al. [45] empfehlen einen Lochblendenradius von nicht groBer als 2Mwy.
Wird eine Genauigkeit von 10% fiir w(z) zugelassen, so schitzen Rigler et. al. die Grenzen fiir

den Lochblendenradius folgendermaBen ab [47]:

0,5tanx

Mw, <r, <
tan o

Mw, (12)

em

nIw,

mit sina = N4 und tan(9) =
n

(a: Apertur-Halbwinkel des Mikroskopobjektivs; o: fokussierender Winkel des Laserstrahls
in der Probe bei der Intensitit 7).
Hieraus berechnen sich die folgenden Werte fiir den maximalen Lochblendenradius:

nach Qian: syax = 26,5 pm (M = 63, wy = 0,21 um)

nach Rigler: spax = 23,4 um (M = 63, wo = 0,21 um, Aep, = 520 nm).

Ein optimales Signal-/Hintergrundverhiltnis wird in konfokalen Mikroskopen bei einem

Lochblendenradius v, gemiB folgender Gleichung berechnet wird:

v, = (272'//16[“)%41"0 (13)

Bei dem verwendeten Objektiv (M = 63, NA = 1,2) und einer Emissionswellenlédnge Ay, = 520
nm ergibt sich somit ein optimaler Bereich fiir den Lochblendenradius von 10-15 pm. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde ein minimaler Lochblendenradius von 7y, = 10 um (2,3 opt. E.)
verwendet. Diese Einstellung wurde gewéhlt, wenn es auf eine moglichst kleine radiale Aus-
dehnung des Detektionsvolumens ankam. Die Abschneidung eines Teil des Signals durch die
Lochblende wurde dabei in Kauf genommen. Bei Verwendung des minimalen Lochblenden-
radius 7y, zeigten die Autokorrelationskurven fiir FCS-Experimente mit Rhodamin 6G keine
Abweichungen vom Diffusionsmodell in einem dreidimensionalen gauf3férmigen Detektions-
volumens. Ein Lochblendenradius von ry = 7,5 pm fiihrte hingegen zu einer stark verrausch-
ten Autokorrelationskurve, die durch ein reines Diffusionsmodell nicht angepalit werden
konnte.
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Abbildung 7: Schematische Zeichnung des Anregungs- (blau) und Detektionsvolumens (griin).

2.2 Berechnung von Autokorrelationsfunktion und Leistungsspek-
trum

Im folgenden soll die Berechnung der Autokorrelationsfunktion und des Leistungsspektrums
einer Zeitreihe mit Hilfe der Fouriertransformation skizziert werden in Anlehnung an die
Darstellungen in{[51]] undi[52].

Zur Analyse bei der FCS wird aus den Fluoreszenz-Zeit-Daten (4(¢)) die Autokorrelati-
onsfunktion berechnet. Formal ist die Korrelationsfunktion zweier Funktionen g(¢) und A(¢)
folgendermallen definiert:

Korr(g,h) =+Tg(t)h(t +7)dt (14)

Korreliert man eine Funktion mit sich selbst, erhédlt man den Spezialfall der Autokorrelations-
funktion (G(7)):

G(r) =Korr(h,h) = ;i_l;l;}% Ih(z)h(t +7)d¢ (15)

(G(7): Autokorrelationsfunktion; 7. Autokorrelationszeit; A(7): Probe zur Zeit ¢; T: Beobach-
tungsdauer).

Eine weitere wichtige Operation zwischen zwei Funktionen ist die Faltung (ausgedriickt
durch das Zeichen ®):
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g®h ETg(r)h(t—r)dz' (16)

Nach dem Faltungs-Theorem ist die Fouriertransformation der Faltung gleich dem Produkt
der individuellen Fouriertransformierten:

g®h = G(fHH(S) (17)

Transformiert man die Funktion (4(¢)) mit Hilfe der Fouriertransformation (FT) in die Fre-
quenzebene, so erhidlt man eine Funktion H(f), die eine Funktion der Frequenz f ist. Durch
inverse Fouriertransformation (iFT) erhdlt man wieder die urspriingliche Funktion:

W) = H(P) ()

Der Doppelpfeil (<) driickt dabei aus, dal es sich auf beiden Seiten um Transformati-
onspaare handelt.

Die FT und die iFT sind gemiB folgender Formeln definiert:

FT: H(f) = +Th(r)ez’”’f* dt (19)
iFT: h(t) = TH( e df (20)

Die Korrelationsfunktion zweier Funktionen Korr(g, /) stehen mit den fouriertransformierten
Einzelfunktionen nach dem Korrelations-Theorem in der folgenden Beziehung zueinander:

Korr(g,h) & G()H (/) 21

Oder in Worten ausgedriickt: Multipliziert man die Fouriertransformation einer Funktion mit
der komplexkonjugierten einer zweiten Fouriertransformierten so entspricht dies der Fourier-
transformation ihrer Korrelationsfunktion. Da im folgenden immer von realen Funktionen die
Rede sein wird, gilt folgende Vereinfachung:

H'(f)=H(-/) (22)

Als Spezialfall des Korrelations-Theorems kann das Wiener-Khinchin-Theorem betrachtet
werden, welches die Beziehung zwischen der Autokorrelationsfunktion und der Fouriertrans-
formierten einer Funktion beschreibt:

Korr(h,h) < |H(f) (23)
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Die Gesamtenergien in der Zeit- als auch in der Frequenzebene sind gleich. Dies wird im
Parseval-Theorem zwischen den Transformationspaaren /4(¢) und H(f) ausgedriickt:

Gesamt Energie E+ﬁlz(t)|2 dr = T‘H f )|2 dr (24)

Fiir den héufig auftretenden Fall nur positiver Frequenzen integriert man f nur zwischen 0 und

+oo und gelangt so zur einseitigen spektralen Verteilung (Leistungsspektrum):

R(N=|HN[ +H-f)  0<f<eo (25)

bzw. im Fall einer realen Funktion /4(?):

P(NH=2H(f)|  0<f<w (26)

Berechnet man also aus einer Funktion /4(#) zunéchst das Leistungsspektrum B, (f) gemil3 Gl.
?:6_:, so 14Bt sich hieraus durch inverse Fouriertransformation (Gl. ?:3} die Autokorrelations-
funktion Korr(%,h) berechnen.

Bei der Funktion A(#) handelt es sich aber bei physikalischen Messungen haufig nicht um
eine kontinuierliche Funktion, sondern die Funktion besteht meistens aus gemessenen Werten,

die in konstanten Zeitintervallen (4) aufgenommen werden:
h, =h(t,), t, =k4, k=0,12,.,N—-1 (27)

Wenn die Daten mit einer Aufnahmefrequenz von (1/4) aufzeichnet wurden, lassen sich nach

dem Nyquist-Theorem hiermit Prozesse mit einer maximalen Frequenz von
Jo=7— (28)

beobachten. Diese Frequenz f. nennt man auch Nyquist-Frequenz. Man erhélt hiernach die
gesamten Informationen iiber einen beobachteten ProzeB, wenn man ihn mit Frequenz auf-
zeichnet, die zweimal schneller ist als die maximale Frequenz des zu untersuchenden Prozes-
ses. Alle Prozesse, die schneller als die Nyquist-Frequenz ablaufen, fiihren zur Verfélschung
des Leistungsspektrums.

Die Fouriertransformation einer diskret aufgezeichneten Funktion 148t sich tiber die dis-
krete Fouriertransformation (DFT, H,) berechnen:
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N-1

H = hkeZm'kn/N (29)
k=0
Es gilt:
H(f,)= Ih(t)esz’df Zh o2t = AZh 27ikn| N 30)
k=0
mit fn EL) n= _E,...,E
NA 27772

Entsprechendes gilt fiir die diskrete inverse Fouriertransformation, die den urspriinglichen
Datensatz exakt wieder herstellt:

- 27ikn/ N
_ o2k 31
NZ:(; (31

Das Leistungsspektrum fiir diskret aufgenommene Daten wird durch das sogenannte Periodo-
gramm angendhert:

P(0) = P(f)) =#IHOIZ

2 +|H,,

P(f,)= %ﬂH 2] n= 12(% - 1) (32)

|2

P(f) = P(f, ) :ﬁﬂw

mit f, zﬁﬂfc % n=0,1,..,%

Bei der Berechnung des Periodogramms ist zu beriicksichtigen, dal man den Datensatz
mit N Punkten formal mit einer rechteckigen Fensterfunktion multipliziert, deren Wert
aullerhalb des Datensatzes 0 betrdgt und sonst den Wert 1 besitzt. Die gemeinsame
Fouriertransformation aus dem Datensatz multipliziert mit der Fensterfunktion ist nach dem
Faltungstheorem (Gl. i17) die Faltung aus der Fouriertransformation des Datensatzes mit der
Fouriertransformation der Fensterfunktion (w):

N-1

D,=> cwe™"  n=0,.,N-1 (33)
j=0

~.
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PO)=P(fy) =D

A

g ID,_,

P(f,)= W%ﬁDﬂ 2] n= 1,2,...,(ﬁ—1J (34)

P(fc) = P(fzv/z) :WL‘|DN/2|2

SS

N-1
mit W =N Z wf
j=0

Die Faltung bedeutet, dal jeder Punkt im Periodogramm P(f,) mit der Fouriertransfor-
mierten der Fensterfunktion multipliziert wird. Der Punkt P(f,) ist also eine Abschédtzung der
kontinuierlichen Funktion P(f), die durch das Verhalten der Fensterfunktion mitbestimmt
wird.

Das Problem der rechteckigen Fensterfunktion ist, dal sie am Anfang des Datensatzes
sprunghaft auf 1 ansteigt, am Ende des Datensatzes genau so schnell wieder auf 0 abfillt, und
deshalb die fouriertransformierte Fensterfunktion nur langsam auf Null abklingt. Dies kann
aber umgangen werden, wenn man die rechteckige Fensterfunktion durch eine ersetzt, deren
Anstieg und Abfall nicht so schnell ist. Hierfiir gibt es eine Vielzahl von Fensterfunktionen,
deren Eigenschaften z.B. ini[53] diskutiert werden. Zusammenfassend geht es bei den Eigen-
schaften der Fensterfunktionen darum, den zentralen Peak der fouriertransformierten Fenster-
funktion so schmal wie mdglich zu machen und den Rest der Funktion so schnell als moglich
auf Null abklingen zu lassen. Der Nachteil dieser Fensterfunktionen ist aber, da3 ein groBer
Teil des Datensatzes mit stark verminderter Amplitude in die Berechnung des Periodogramms
eingeht. Aus diesem Grund wurde zur Berechnung des Periodogramms eine Fensterfunktion
gewihlt, die liber einen groBBen Bereich des Datensatzes den Wert 1 besitzt und innerhalb von
10% des Datensatzes am Rand auf Null abfillt (20% cosine tapered window oder Tukey-

___________

Zur Elimination langsamer Trends wurden die gemessenen Fluoreszenzdaten vor der Analyse
gegf. mit 0,05 Hz hochpassgefiltert. Dazu wurde in der Frequenzdoméne ein FIR (finite
impulse response)-Filter auf der Basis eines Hamming-Fensters auf den Datensatz angewandt.
Nach der Riicktransformation des Datensatzes von der Frequenz- in die Zeitdoméne fehlten
die langsamen Fluktuationen des urspriinglichen (ungefilterten) Datensatzes. Allerdings wird
nicht nur der Datensatz, sondern auch die Filterfunktion mit zuriicktransformiert. Die Fluores-
zenzdaten in der Zeitebene sind iiberlagert mit der inversen Fouriertransformation der ver-
wendeten Filterfunktion. Analysiert man die gefilterten Fluoreszenzdaten mit Hilfe der
Autokorrelationsfunktion, so wird die zusétzliche Komponente des Filters auch in der Auto-
korrelationsfunktion gefunden. Eine verniinftige Interpretation der Autokorrelationsfunktion
wird dadurch erschwert. In der Frequenzdoméne liegen die Verhiltnisse anders, da der Fre-
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quenzgang des Filters bekannt ist. Aus diesem Grunde wurde zur Analyse von gefilterten
Fluoreszenzdaten das Leistungsspektrum verwendet.
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Abbildung 8: Verwendetes Cosinusfenster zur Berechnung des Periodogramms.

Die Berechnung des Leistungsspektrums eines Datensatzes erfolgte also in Anlehnung an GI.
33iund 34. Die Autokorrelationsfunktion eines Datensatzes der GroBe N wurde nach folgen-
dem Algorithmus berechnet [52]:

1) Anfiigen von N Nullen an den Datensatz.

2) Berechnung der DFT des Datensatzes gemiB Gl. 30.

3) Berechnung des Periodogramms (Gl. 5_2)
4) Berechnung der inversen DFT (Gl. 31).

2.3 Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCYS)

Die Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie basiert auf der statistischen Analyse von Fluo-
reszenzschwankungen in einem Detektionsvolumen der GréBenordnung von 107" 1.

Die Fluoreszenz F(¢) wird als Funktion der Zeit ¢ aufgenommen, wobei im thermodynami-

schen Gleichgewicht die Fluoreszenz F(¢) um einen Mittelwert <F (t)> fluktuiert.
SF(1)=F(1)—(F) (35)

Die Fluktuationen 8F(¢) der gemessenen Fluoreszenz F(f) werden autokorreliert. Als Ergebnis
wird die normalisierte Autokorrelationsfunktion erhalten:

6(e) = (F()F(t+1)) _ <F(t)>2 +(3F ()8 F(t+7)) . (3F()3F(t+7)) 36)

(Fo))” (Fo)) (F@))
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Fiir alle im Rahmen dieser Arbeit relevanten Prozesse werden im folgenden die theoretischen
Autokorrelationsfunktionen néher erldutert.

2.3.1 Trandlative Diffusion
Befindet sich die Probe im thermodynamischen Gleichgewicht so konnen Konzentrationsin-
derungen oc(r,¢) der anwesenden Teilchenart durch translative Diffusion auftreten, welche

durch das zweite Ficksche Gesetz beschrieben werden:

ddc(r, )

= DV*dc(r, 1) (37)
dt

(D: Diffusionskoeffizient; V =8> /8x> +8° /8y%).

Unter der Annahme, dal3 die untersuchten Teilchen im dreidimensionalen gauB3formigen
Detektionsvolumen gemill dem Fickschen Gesetz frei und interaktionslos diffundieren, kann
folgende Autokorrelationsfunktion aus den Fluoreszenzfluktuationen eines Teilchens berech-
net werden [55]:

G(T)=1+L ! ! 5 (38)
Nl1+z/ty \1+(w,/z,) 7/ 7y
2
"o
- 39
D, (39)

(wo: Radius des Detektionsvolumens in der fokalen Ebene; zyp: Radius des Detektionsvolu-
mens in der axialen Richtung; D: Diffusionskoeffizient; N: Mittlere Zahl der Teilchen im
effektiven Detektionsvolumen).
Fiir den Fall einer freien Diffusion in zwei Dimensionen (z — o) geht GI. 38iiiber in:

1 1

G(r)=1l+ ——— 40
2 Nl+7/t, “0)

Die mittlere Anzahl fluoreszierender Teilchen N ergibt sich aus dem Produkt der Konzentra-

tion des Teilchens ¢ in einem effektiven Volumen Vg [564 574 591
N =C Veff (41)

Das effektive Volumenelement wird durch die Geometrie des Detektionsvolumens bestimmt
und ist definiert als:

( | 1(r)dr

Vg =57 42
eff J-Iz(l")dl" ( )
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Das effektive Detektionsvolumen ist einen Faktor +/8 grofler als das durch den Laserstrahl
bestimmte Detektionsvolumen Vg, wobei letzteres sich als Integration iiber die dreidimensio-
nale GauB3funktion des Detektionsvolumens ergibt:

Ve = \/nget =48 Iexp(— 2(x2 +y° )/wfy )exp(— 222/23 )dV = 7[3/2wfy w, (43)

Fiir die Amplitude der Autokorrelationsfunktion ergibt sich in Anlehnung an Gl. :_l__i_:u B__S_: der

einfache Zusammenhang;:

proy)  (FO-(F))

G(r=0)=1+ =1+ 5 =1+— (44)
(F®) (F®) N

Die Amplitude der Autokorrelationsfunktion und damit auch die mittlere Anzahl an Teilchen
im effektiven Detektionsvolumen N 1468t sich nach Gl. El_zl_: also auch aus dem Verhiltnis von
Varianz zur mittleren Fluoreszenz berechnen. Bei der Herleitung von GI. }fi_é_l_: ist ein
rauschfreies Fluoreszenzsignal angenommen. Die gemessenen Photonenzahlen pro Zeitinter-
vall Z miissen deshalb durch die zusétzlichen Rauschkomponenten, die sich durch die Zufil-
ligkeit der Fluoreszenzemission und der Konvertierung der Photonen in einen
Photoelektronenstrom (shotnoise) ergeben, beriicksichtigt werden. Wenn Z die beobachtete

Photonenzahl und @ die rauschfreie Photonenzahl ist, so kann fiir die Zufélligkeit der Photo-

(z)=() (45)
(8257) = (305D) + (D) (46)

Das aus der Konvertierung der Photonen in einen Photoelektronenstrom verursachte Rau-
schen kann vernachldssigt werden, wenn die Photonenausbeute pro Molekiil nicht klein gegen

eins ist [:.75__6:] Dann 148t sich die Varianz des korrigierten Signals <8@8¢> durch einfache

Subtraktion mit der mittleren gemessenen Photonenzahl <Z > erhalten.

Die Zahl der Teilchen im effektiven Detektionsvolumen ist also aus der Varianz und dem
Mittelwert der Fluoreszenz bestimmbar, ohne dal} eine zusétzliche Berechnung der Autokor-

relationsfunktion ndtig wére.

Enthilt eine ideale Losung » Komponenten, die interaktionslos im dreidimensionalen gauf3-
formigen Detektionsvolumen geméfl dem 2. Fickschen Gesetz diffundieren, so ist die Auto-
korrelationsfunktion die Summe der Autokorrelationsfunktionen der einzelnen Komponenten.
Die jte Komponente wird gewichtet gemall der Anzahl der Teilchen der jeweiligen Kompo-
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nente (N;) sowie dem Produkt aus Absorptionskoeffizient o, , Fluoreszenzquantenausbeute

abs;

<15F/_ und Fluoreszenzdetektionseffizienz der fluoreszierenden Komponente g; iS_Z]:

Sow, |
G(r)=1+—+ 47
) " “l+r/T, \/1+(WO/ZO)ZT/TD_ @D
20N, j
j1
Qj =O-abs/-¢F/. gj (48)

Die Fluoreszenzintensitit pro Molekiil, bestimmt durch die Fluoreszenzquantenausbeute

@.und den Absorptionsquerschnitt o, des Molekiils, trigt also quadratisch zur Amplitude

der Autokorrelationsfunktion bei, wiahrend die Anzahl der Molekiile N nur einfach beriick-
sichtigt wird.

Im folgenden sollen die Autokorrelationsfunktion und das Leistungsspektrum fiir den Fall der
zweidimensionalen Diffusion einander gegentibergestellt werden.
Die Autokorrelationsfunktion fiir zweidimensionale Diffusion betrigt nach Gl. 40;

11 L

Gr)=1l+ ———— 4
) Nl+7/t, &0

Unter Vernachldssigung des konstanten Summanden 1 kann vorstehende Gleichung folgen-
dermallen umgeformt werden:

G(7) =T—D( 1 ] (49)

N\tp+7

Die Fouriertransformation dieser Gleichung kann analytisch gelost werden und betrégt [48]:

T, (21 . . .
F(y) =2~ si(e,sin(z, ) = Citrp ) cos(z, )] (50)
. . . *esin(?) 7 . . “tcos(?t)
mit dem Integralsinus si(y) = J-Tdt 5 und dem Integralcosinus Ci(y) = — ITdt
0 y

von 7p = 1 bzw. 10 s ihren jeweiligen Leistungsspektren (berechnet in Anlehnung an GlI. :_5__(_)_)
zum Vergleich gegeniiber gestellt. In der Autokorrelationsfunktion fiihrt eine schnellere
Diffusion zu einem schnelleren Abfall der Funktion. Im Leistungsspektrum ist es gerade
umgekehrt; ein langsamerer Prozef3 hat einen hoheren Leistungsanteil bei kleinen Frequenzen
und fillt dann friiher ab.
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bei der Analyse der Vesikeldynamik verwendeten Leistungsspektren nicht hochpassgefiltert.
Praktisch wird also nur der Teil der Leistungsspektren ab einer Frequenz von 0,05 Hz beob-
achtet.
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Abbildung 9: Autokorrelationsfunktion und Leistungsspektrum im Vergleich (75 =1 s bzw. 10 s; N =
10).

2.3.2 Reaktion

Konzentrationsfluktuationen innerhalb des Beobachtungsvolumens konnen nicht nur durch
translative Diffusion, sondern auch durch Reaktion eines Teilchens hervorgerufen werden.
Bei Beriicksichtigung von translativer Diffusion und Reaktion werden die Konzentrations-
fluktuationen durch folgende Gleichung beschrieben [2]:

doc .(r, 1) "
f—tzDjVZBCJ(I’,t)+kZ_1:Tjk80k(r,t) (51)

(Ti: Matrix der Geschwindigkeitskonstanten).

Damit es zu Fluoreszenzfluktuationen durch die Reaktion kommt, miissen sich die Fluo-
reszenzeigenschaften der reagierenden Teilchen wéhrend der Reaktion dndern. Im Fall von
Gleichgewichtsreaktionen, in denen sich die Fluoreszenzeigenschaften der beteiligten Mole-
kiile wahrend der Reaktion dndern, fithren Fluktuationen um einen Mittelwert zur zeitweisen
Anderung der Teilchenzahl.

kass

A B

kdiss

Haben die Teilchen A und B den gleichen Diffusionskoeffizienten, so gilt folgende Autokor-
relationsfunktion fiir den Prozef aus translativer Diffusion und Reaktion 21 61 62]:

G, () =G, (D)|(1- B)+ Be ™" | (52)

(Gp(1): Autokorrelationsfunktion fiir translative Diffusion).

27



Und unter Verwendung von:

_ K(@-9r
(K +1)1+0K) (53)
_9% 54
0 0. (54)
kass
K = i (55)
R=k, +k,, (56)

Die Autokorrelationsfunktion (GI.52) der zuvor beschriebenen unimolekularen Reaktion des
Teilchens A zum Reaktionsprodukt B kann auch auf den konkreten Fall der zellphysiologisch
wichtigen Reaktion der Pufferung der intrazelluldren Calciumkonzentration angewandt wer-
den, sofern die Calciumkonzentration als stationér angenommen werden kann.

kass

A+cCa’

diss

Die Variablen B und Q bleiben fiir diesen Reaktionstyp wie oben definiert, wahrend sich die
Gleichgewichtskonstante der Reaktion K und die inverse Zeitkonstante fiir den reaktionsbe-
dingten Abfall der Autokorrelationsfunktion R wie folgt ergeben:

keff _ kass [Ca *
k k

K=

(57)

diss diss

R=k,|ca* |+k,, (58)

Die Amplitude der Autokorrelationsfunktion ist abhdngig von den Gleichgewichtskonzentra-
tionen der Teilchen A (ca) und B (cg) sowie bei gleicher Detektionseffizienz der Teilchen A
und B von dem Produkt aus Fluoreszenzquantenausbeute und Absorptionsquerschnitt der
individuellen Teilchen Qa bzw. Qg (Gl. #7;und 48):

2 2 2
G(r=0)= Onca+Os¢s I cptQcy 1 (59)

(QACA +QBCB)2 Ve N, (CA +QCB)2 Ve N

( Coes =Ca 0y Verr: effektives Detektionsvolumen; Ny : Avogadrokonstante).

Aus dem Massenwirkungsgesetz folgt
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K,c
¢, = D “ges (60)
K, +ce,

Setzt man die letzte Gleichung in Gl. 59, so erhélt man:

c
1+0° —C
K, +cg, 0 K,

chfNchcsKD 1+QC& ?
KD

Stellt man mit Hilfe von Calciumchelatoren unterschiedliche Ca**-Gleichgewichtskonzentra-

G(r=0)= (61)

tionen (c,) ein, so lassen sich aus einer Auftragung G(z= 0) gegen c., bei bekanntem Vo-

lumenelement (V) und Einwaage an Farbstoff ( c,.. ) durch nichtlineare Anpassung Kp und QO

ges

bestimmen.

2.3.3 Triplett

Nach Anregung des Farbstoffs vom elektronischen Grundzustand (Sy) in den ersten elektro-
nisch anregten Zustand (S;) hat das Farbstoffmolekiil entweder die Moglichkeit, unter
Aussendung eines Photons in den Sy-Zustand zuriickzukehren oder unter Elektronenspinum-

Molekiil wiederum unter Spinumkehr zum elektronischen Grundzustand reagieren.
Der Ubergang in das T;-Energieniveau (Interkombination, intersystem crossing) findet auf-
grund des Interkombinationsverbots nicht so haufig statt.

Abbildung 10: Jablonski-Diagramm mit Bezeichnung der verwendeten Geschwindigkeitskonstanten.

Die Geschwindigkeitskonstante ki, fiir die Anregung des Farbstoffs vom Grundzustand Sy in
den ersten elektronisch angeregten Zustand S; ist proportional zur Laser-Anregungsleistung
P, und dem Anregungsquerschnitt oey:

_ Gexc PO /1

Zexe 0o (62)

k12 2
7w he,
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(Aexe: Anregungswellenldnge; 4: Planck-Konstante; c,: Lichtgeschwindigkeit im Vakuum).

Unter der Annahme, dal} der Zerfall aus dem S;-Niveau durch Fluoreszenz viel schneller
ist als die Interkombination und der Triplettzerfall (kx; >> k»3, ks31), gibt folgende Gleichung
die Besetzungswahrscheinlichkeit des Ti-Energieniveaus als Funktion der Zeit nach der Pho-
tonenfreisetzung wieder [_6__3_]

T(t)=T, -T, exp(-t/z;) (63)

Tq entspricht dem mittleren Anteil der Molekiile im Triplettzustand fiir den Gleichgewichts-

zustand (¢ — ), und 7, ist die Zeitkonstante fiir den Zerfall des Triplettzustands:

Uz, =k + ks (64)
klZ + kZl
T;q _ k23 k12 — kASqu (65)
k12(k23 +k31)+k31k21 k31
Die Aufenthaltswahrscheinlichkeiten im Sy- und S;-Energieniveau betragen:
SOeq = k21 k3l (66)
k12 (k23 + k3l) + k21k31
s ko g (67)

leq k Oeq
21

Die Autokorrelationsfunktion der Fluoreszenzfluktuationen nimmt unter Beriicksichtigung
des Triplettanteils folgende Form an {63]:

1-T_+T. e’
G(f)=1+( a4 ) 1 \/ 1 5 (68)
NQA-T.) 1+z/ty\1+(w,/z,) 7/,

2.3.4 Photozerstérung

Die Photozerstérung von Farbstoffmolekiilen ist eine irreversible photochemische Reaktion,
in der die Molekiile ihre Fluoreszenzeigenschaften verlieren. Geschieht die Photozerstérung,
wihrend das Molekiil durch das Anregungsvolumen diffundiert, so entstehen zusétzliche
Fluktuationen des Fluoreszenzsignals. Durch den Einstrom neuer Farbstoffmolekiile in das
Anregungsvolumen werden die zerstorten Farbstoffmolekiile z. T. ausgeglichen. Die Photo-
zerstorung kann daher als eine Pseudo-Gleichgewichtsreaktion erster Ordnung aufgefal3t
werden, die mit der effektiven Geschwindigkeitskonstanten der Photozerstérung &, beschrie-
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Die reale Geschwindigkeitskonstante der Photozerstorung k,(I(x, y, z)) ist abhéngig von der
eingestrahlten Laserleistung und somit eine Funktion des Ortes innerhalb des Anregungs-
volumens. Eine analytische Losung zur Berechnung dieser Autokorrelationsfunktion existiert
bisher nicht. Als vereinfachende Annahme wird deshalb ein rechteckiges Anregungsprofil mit
dem Radius wy und der Hohe zo(n/8)"* verwendet. Die reale ortsabhinigige Geschwindig-
keitskonstante der Photozerstérung k,(/(x, y, z)) wird so in eine rdumlich konstante Photozer-
storungs-Geschwindigkeitskonstante k,(/y/2) eines Anteiles A4 aller angeregten Molekiile
umgewandelt.

Die Autokorrelationsfunktion fiir diesen kombinierten ProzeB aus Diffusion und Photo-

G, (1) = Gy ()1 — A+ Aexp(—k,7)] (69)

Die Autokorrelationsfunktion wird also aus dem Produkt der Autokorrelationsfunktion fiir
translative Diffusion Gp(7) und einem zusitzlichem exponentiellen Term bestimmt, der insge-
samt zu einem schnelleren Abfall der Funktion fiihrt.

Findet die Photozerstorungsreaktion aus dem S;- und aus dem T;-Energieniveau statt, so ist
die Photozerstorungs-Geschwindigkeitskonstante k,(/y/2) liber folgende Beziehung definiert:

kz :kaS +kaTeq :kaqu :kIZSOeq¢b (70)

leq

mit k, :(kbs + ko ko /k31) und ¢, = (Zahl der photozerstdrten Molekiile)/(Zahl der absor-

bierten Molekiile): Quantenausbeute der Photozerstérungsreaktion.
Die mikroskopischen Photozerstorungs-Geschwindigkeitskonstanten kys und &yt sind den

___________

11).

Abbildung 11: Jablonski-Diagramm unter Beriicksichtigung der Photozerstérungsreaktionen aus dem
S:- und T;-Energieniveau.

Durch Analyse der Photozerstorung konnen also die Geschwindigkeitskonstanten der
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unerwiinscht. Wéhrend der Messung in lebenden Zellen sollte die Photozerstérung idealer-
weise vollig vermieden werden, damit die Messung in moglichst unverdnderter Umgebung
stattfindet und nicht zur Schiadigung der Zelle fiihrt. Manchmal ist aber trotz massiver Redu-
zierung der Intensitdt des Anregungslichtes immer noch Photozerstérung zu beobachten,
besonders wenn in lebenden Zellen gemessen wird, da sich die endogenen Zellbestandteile
nicht wie Farbstoffe verhalten, die mehrere tausend mal fluoreszieren konnen, bevor sie zer-
stort werden. In anderen Fillen kann eine weitere Reduzierung der Anregungslichtintensitit
zur Vermeidung von Photozerstérung wegen einer mdglichen MeBzeitverlingerung uner-
wiinscht sein. Fiir diese Fille soll im folgenden der Effekt der Photozerstérung auf die Auto-
korrelationsfunktion abgeschitzt werden

Zu diesem Zweck wurden Autokorrelationsfunktionen auf dem Computer simuliert, die
sich aus translativer Diffusion (mit der Diffusionszeitkonstanten 7 sm) und Photozerstérung
(mit der Photozerstorungs-Geschwindigkeitskonstanten &,) gemif3 GlI. :_6__9_: zusammensetzten
(Zeitauflosung: 10 us; Zahl der Punkte 1-105; zo/wo = 71,5, 4 = 0,8; 1/N = 0,01). Diese
Autokorrelationsfunktionen wurden dann durch ein Modell fiir reine translative Diffusion
angepaBt (Gl. 38), und der aus der Anpassung erhaltene Wert fiir die Diffusionszeitkonstante

7 fit mit der vorher simulierten Diffusionszeitkonstanten 7p ¢m verglichen. Die so erhaltenen

Die durch das reine Diffusionsmodell angepaf3ten Diffusionszeitkonstanten sind wie
erwartet alle kleiner als der vorher simulierte Wert, da die Photozerstdrung zu einem
schnelleren Abfall der Autokorrelationsfunktion fiihrt (cf. GL. 69).

Tabelle 2: Abweichung in der Diffusionszeitkonstanten bei Verwendung eines Modells reiner transla-
tiver Diffusion auf eine ACF, die sich aus translativer Diffusion (7 gm) und Photozerstdrung (k)
zusammensetzt (weitere Details im Text).

™ sim ™ fi/ T sim ™ i/ ™ sim ™ i/ ™ sim ™ i/ ™ sim ™ i/ ™ sim

/ ms mit k, = 30 s mit k,=10 s mit k,=1 s mit k,=03 st mit k,=0,1 gt
0,1 0,963 0,987 0,999 1,000 1,000

1 0,806 0,919 0,998 0,998 0,999

10 0,464 0,693 0,971 0,993 0,998

50 - 0,369 0,823 0,953 0,988

Reicht der Nachstrom neuer Molekiile aus dem Reservoir nicht aus, die zerstorten Molekiile
zu ersetzen, so fdllt die Fluoreszenz im Laufe der Zeit exponentiell mit der effektiven Ge-
schwindigkeitskonstanten der Photozerstorung pseudo-erster Ordnung (k) ab:

F(t)=F,_,exp(~k,t) (71)

Bei geringen Anregungsintensititen kann die in GI. :j_f)_: definierte Geschwindigkeitskonstante
der Photozerstdrung &, aus der beobachteten Geschwindigkeitskonstanten des exponentiellen
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Fluoreszenzabfalls £, bei bekanntem Detektionsvolumen (Vg4¢) und dem Volumen des Mole-
kiilreservoirs (Vges) berechnet werden [64]:

VGS
ko =—k (72)

z m
Vdct

Diese Gleichung gilt streng genommen fiir Photozerstérungsmessungen in geriihrten Lsun-
gen und geringer Anregungsintensitit (Annahme: Speq = 0).

Der Effekt, den der zusitzliche Trend des Fluoreszenzabfalls auf die Berechnung der
Autokorrelationsfunktion hat, wurde wie folgt abgeschitzt: Der Fluoreszenz-Zeit-Verlauf mit
seinem exponentiellen Abfall wurde als Summe aus einer Exponentialfunktion und den trend-
bereinigten MeBdaten betrachtet. Allgemein berechnet sich die Autokorrelationsfunktion der
Summe zweier Prozesse, aus der Summe der Autokorrelationsfunktionen der einzelnen
Prozesse plus der Kreuzkorrelation dieser zwei Prozesse; letztere wurde in diesem Beispiel als
vernachlédssigbar klein angenommen.

Die Autokorrelationsfunktion der trendbereinigten Mef3daten wurde durch Simulation aus
dem 3D-Diffusionsmodell gemiB Gl. 38:generiert. Die Autokorrelationsfunktion der Expo-
nentialfunktion wurde aus simulierten exponentiellen Zeitverlaufen unterschiedlicher Abfall-
raten berechnet, indem die Zeitverldufe zunidchst in gleich groBle, 50 % iiberlappende
Segmente unterteilt und darauthin autokorreliert wurden. Die Aufteilung in kleinere Segmente
bewirkte dabei einen geringeren Storeffekt der Exponentialfunktion auf die eigentlichen
MeBdaten. Die Autokorrelationsfunktion des gesamten Zeitverlaufes ergab sich dann als
arithmetisches Mittel der einzelnen Segment-Autokorrelogramme und wurde zur Autokorre-
lationsfunktion der trendbereinigten Mefdaten addiert. Die Summe aus den beiden Autokor-
relationsfunktionen wurde dann mit dem Modell der trendfreien MeBdaten angepaBt (Gl. 38).
deren Autokorrelationsfunktionen mit der Autokorrelationsfunktion fiir reine translative
Diffusion (letztere wurde simuliert mit den Parametern: 7 = 1 ms; 1/N = 0,01; zo/wo = 7,5;
Zeitauflosung: 10 ps; Zahl der Punkte: 4096). Bei einer Geschwindigkeitskonstanten des
Fluoreszenzabfalls von ky = 0,1 s ergibt sich kein Unterschied in der durch Anpassung
erhaltenen Diffusionszeitkonstanten im Vergleich zu einer trendlosen Autokorrelations-
funktion (griine Kurve), fiir kn = 0,5 s betréigt der Unterschied 3 % (blaue Kurve), wihrend
fiir kym = 1,0 s die Form der Autokorrelationsfunktion stark beeintrachtigt wird (rote Kurve).
In Abhéngigkeit von der effektiven Geschwindigkeitskonstanten der Photozerstérungs-
reaktion k., und der Anzahl der Teilchen N im Detektionsvolumen konnte auf diese Weise der
EinfluB auf die Diffusionskonstante 7 bestimmt werden und die Segmentgrofe bei der
Berechnung der Autokorrelationsfunktion entsprechend angeglichen werden.
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Abbildung 12: a: Simulierte, exponentielle Zeitverldufe mit den Abfallraten 1,0 s',0,5s" und 0,1 s
b: Die Summe aus einer nach Gl. r3_8_:simulierten Autokorrelationsfunktion (Parameter: o = 1 ms; 1/N
=0,01; zo/wo = 7,5) und den Autokorrelationsfunktionen der in Abbildung a dargestellten Funktionen
jeweils auf eine Amplitude von 0,01 normiert (Zeitauflésung: 10 ps; Segmentgrofle beim Autokorre-
lieren: 40,96 ms).

2.3.5 Hintergrundfluoreszenz
Besteht die gemessene Fluoreszenz zusétzlich zur Fluoreszenz der zu untersuchenden Spezies
F(?) noch aus Hintergrundfluoreszenz B(f), so setzt sich die normalisierte Autokorrelations-

funktion der gemessenen Fluoreszenz G(7),, folgendermallen zusammen:

s+b

60 = [Fo+BolFe+n+Be+D]) _ (FO) (FOF@+7)
" (F(6)+ B@)) (FO+B@)  (F@))

(73)

Diese Gleichung gilt unter der Annahme, daB die Hintergrundfluoreszenz nicht mit der Fluo-
reszenz des Signals und im betrachteten Zeitfenster auch nicht mit sich selbst korreliert {57,

66, 671.

Die Amplitude der Autokorrelationsfunktion bei Anwesenheit einer konstanten Hinter-
grundfluoreszenz ist also kleiner im Vergleich zur hintergrundfreien Korrelationsfunktion.
Dies tduscht eine Zunahme der Teilchenzahl im Beobachtungsvolumen vor um entsprechend
zusitzliche fluoreszierende Teilchen N, des Hintergrundes [68]:

N,

Gr=0)=1l+——" 4
SRS "

2.4 Fluoreszenzrickkehr nach Photozerstorung (FRAP)

Nach der Photozerstérung eines Stoffes an einem lokal begrenzten Ort entsteht eine Konzen-
trationssenke bzgl. dieses Stoffes, die durch die Umgebung ausgeglichen werden kann. Der
Stoff kann sich im einfachsten Falle durch translative Diffusion in Richtung der Konzentrati-
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onssenke bewegen, bis sich ein Gleichgewicht zwischen dem Ort der Photozerstérung und
seiner Umgebung eingestellt hat. Die Geschwindigkeit, mit der sich die Fluoreszenz erholt, ist
von dem Diffusionskoeffizienten des zerstorten Stoffes abhdngig. Der Zeitverlauf nach Been-
digung der Photozerstdrung wird durch folgende Gleichung beschrieben [69]:

o (_K)n
F.(t)=F,
K() maxnz(;n!(]+n(1+2f/TD)

(75)

2
Wo

4D
(Fmax: Fluoreszenzintensitdt fiir £ — oo ; D: Diffusionskoeffizient; K: Konstante, die von der

mit 7, =

Dauer der Photozerstdrung, der Laserintensitit und der Geschwindigkeitskonstanten der
Bleichreaktion abhéngt).

In der Praxis wurde eine Reihenentwicklung bis n = 95 ausgefiihrt, die zu Ergebnissen
fihrte, die durch das Einbeziehen zusitzlicher Summanden nicht weiter verbessert werden
konnte.

2.5 Experimenteller Aufbau

Die experimentelle Anordnung wurde so konzipiert, da3 FCS-Experimente an lebenden Zel-
len méglich wurden.

Ausgangspunkt war ein Standard-MeBsystem fiir FCS-Experimente in Losung
(ConfoCor®, Zeiss/Evotec). Dieses bestand aus einem epi-illuminierten konfokalen Mikro-
skop und wurde durch die folgenden Komponenten erweitert: Akusto-optischer Modulator,
CCD-Kamera, Laserstrahlaufweiter, Instrumente zur Durchfiihrung von Patch-Clamp-Mes-
sungen, Zihlkarte, Kontrollgeber fiir alle Gerédte (Master 8). Eine schematische Darstellung
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Abbildung 13: Experimenteller Aufbau.

Die Anregung der Probe bei den Wellenldngen 543 und 633 erfolgte jeweils mit einem HeNe-
Laser. Bei 488 und 514 nm diente der Strahl eines Argonionenlasers (LGK7812 ML, Zeiss)
zum Anregen der Proben. Hauptsédchlich emittiert der Argonionenlaser bei den zwei Wellen-
langen Aex = 488 und 514,5 nm, wobei auf die tiefere Wellenlédnge ein Energiegehalt von 70
% fillt und bei 514,5 nm von ca. 30 % bei einer Gesamtleistung von 20 mW. Mindestens 95
% der Emission erfolgen in der Mode TEMyo. Der linear polarisierte Laserstrahl hat am Aus-
gang des Lasers einen Durchmesser von d = 0,65 mm und ist senkrecht zur Grundplatte pola-
risiert mit einer Divergenz von weniger als 1,0 mrad. Nach dem Austritt aus dem Laser
passiert der Strahl einen AIMgF, beschichteten mechanischen Verschlu3 aus CuBe mit einer
Apertur von 6 mm (LS6ZM?2, Vincent Associates ) oder einen mit Teflon beschichteten Ver-
schluB aus Stahl mit einer Apertur von 14 mm (VS14S2T1, Vincent Associates). Die Off-
nungsdauer und —frequenz der Verschliisse wurde von einem Treiber (UniBlitz T132, Vincent
Associates) angesteuert. Die Verschliisse brauchten eine Zeit von 0,7 bzw. 1,5 ms bis sie
vollstindig gedffnet sind. Das vollstdndige SchlieBen der Verschliisse dauerte 0,8 bzw. 3 ms.
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Bei Verwendung der kleineren Blende und einer gewiinschten Belichtungsdauer von 10 ms
wird die Probe also insgesamt fiir 10,8 ms belichtet, wahrend man nur 9,3 ms dieser Zeit die
Probe voll beleuchtet hat. Ein weiterer Nachteil der mechanischen Verschliisse war ihre ge-
ringe Haltbarkeit bei wiederholtem Offnen und SchlieBen mit einer Frequenz von 10 Hz oder
schneller. Diese Nachteile wurden durch Verwendung eines akusto-optischen Modulators
(AOM) zur gezielten Belichtung der Probe umgangen. Eine ausfiihrliche Darlegung der Aku-
sto-Optik wird bei [71] und [72] gegeben und soll in Anlehnung daran im folgenden kurz
zusammengefalit werden.

Der AOM (AA.MTS.110/A3-VIS, A.A Opto-Electronique) besteht aus einem TeO,-Kri-
stall, in dem eine stehende Schallwelle der Schallwellenldnge (A,) erzeugt wird. Die Schall-
welle wird durch einen elektronischen Treiber (AA.MOD.110.1W, A.4 Opto-Electronique),
basierend auf einem Quartzoszillator, erzeugt. Die eingestrahlte Hochfrequenz £, = 110 MHz
fiihrt zu einem gleichmifigen Muster von Brechungsindexédnderungen in dem Kristall. Trifft
der Laserstrahl im Braggwinkel (@, ) auf den Kristall, so ist die Intensitdt beim Austritt aus

dem Kristall maximal und es gilt

sin(@,) = 2’}1/\ (76)

a

. v
mit A, =+

(n: Brechungsindex; v,: Schallgeschwindigkeit im Kristall (hier: v, = 650 m/s); f,: einge-
strahlte Schallfrequenz).

Das eingestrahlte Laserlicht wird bei anliegender Hochfrequenz in dem Kristall in zwei
Strahlen gebrochen: Die sogenannte 0. Ordnung tritt unmoduliert durch die Bragg-Zelle,
wiéhrend der austretende Strahl der 1. Ordnung in einem Winkel & von der eingestrahlten
Richtung aus dem Kristall austritt.

0, ~ AacSa (77)
nv,

Die Frequenz des austretenden Laserstrahls ist um den Betrag £, erniedrigt, und die Polarisati-
onsebene ist um 90° gegeniiber dem Ausgangsstrahl gedreht.

Der Anteil der Laserleistung, die man in der 1. Ordnung findet (/;), im Verhéltnis zur Lei-
stung in der 0. Ordnung ohne anliegende Hochfrequenz (/p) 148t sich mit der applizierten
Treiberleistung kontrollieren und wird durch folgende Formel beschrieben:

1 7’ L
= T M (EJPH o
0

€xc

(H: Akustische Wellenhohe; L: Interaktionsldnge; P,: Treiberleistung).
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Abbildung 14: Schematische Zeichnung des Strahlenganges durch den akusto-optischen Modulator.

Wird die maximale Treiberleistung von 1 W auf den AOM gegeben sind 91 % der einge-
strahlten Laserleistung (0,273 mW) in der 1. Ordnung zu finden, wéhrend man bei nahezu
0 W Treiberleistung nur 0,35 puW detektiert. Die Anstiegszeit ¢, (10-90%), innerhalb der
Laserstrahl in der 1. Ordnung von Null auf den Maximalwert ansteigt, berechnet sich nach
{73 zu

w
t, =
L5-v,

(79)

und betrdgt bei der hier verwendeten MeBkonfiguration ¢, = 0,7 us (w = 0,65 mm, v, = 650
m/s). Die Treiberleistung wurde mit Hilfe von TTL-Pulsen zwischen den beiden Extremen
variiert. Mit Hilfe des Laserstrahls der 1. Ordnung lie sich die Probe also innerhalb von
wenigen Mikrosekunden belichten.

Nach Verlassen des AOMs wurde die Polarisationsebene des Laserstrahls um 90° mit
Hilfe einer Rotationsplatte aus Quarz (Linos Photonics) gedreht.

AnschlieBend wurde der Laserstrahl in eine polarisationserhaltene Single-Mode-Faser
(Oz) mit Fokussierlinse in einem Kerndurchmesser von d = 3,5 pm eingekoppelt. Die Position
der Faser lieB3 sich sowohl entlang der drei Achsen verschieben als auch verkippen.

Uber die Faser wurde der Laserstrahl in ein Linsensystem zur Laserstrahlaufweitung

____________

strahls durch gleichzeitiges Verschieben der Linsen L, L4 und Ls variiert werden.

38



Zwischenbild-

Faser mit ebene
NA =0,1 A \—— dichroitischer
— | | —> Strahlteiler,
[/ (U | Objektiv
L4 Lo L3 Lq Ls Lg
L 1 | | | |
0 1,5 13,0 15,0 22,5 330 cm
' E U ijinui 1)
L 1 1 1 |
0 15 6,0 15,0 330 cm

Abbildung 15: Pankratisches Linsensystem zur variablen Laserstrahlaufweitung. Die Linsen L,, L4
und Ls sind miteinander verbunden lieBen sich iiber eine Wegstrecke von 75 mm verschieben: Li:
Achromat f“= 30, d = 12, di; = 10 (01LALOO1, Melles Griot); L,: Plankonvexlinse /* = 80, d = 22,4,
diei = 10 (01LPX 149, Melles Griot) Ls: Plankonkavlinse f* = -40, d = 22, dg; = 10 (01LDKO017, Melles
Griot) L4/Ls: je Achromat f*= 160, d = 31,5, dg; = 20 (01LAO155, Melles Griot) Lg: Achromat f* =
100, d = 27 (Melles Griot). Alle Angaben erfolgten in mm.

Nach Passieren des Linsensystems, wurde der Laserstrahl in ein konfokales Mikroskop
(Axiovert 135, Zeiss) eingekoppelt. Ein dichroitischer Spiegel reflektierte den Laserstrahl
Richtung Objektiv (C-Apochromat, 63x/1.2 w, Zeiss), von dem es in die zu untersuchende
Probe fokussiert wurde. Die emittierte Fluoreszenz wurde mit demselben Objektiv aufgefan-
gen, passierte den dichroitischen Spiegel sowie einen Emissionsfilter, dessen Wellencharakte-

[y
1

ristik |Abbildung 16} zu entnehmen ist. Das Emissionslicht wurde dann von einer Linse auf
eine Lochblende (Pinhole) fokussiert. Die Position der Lochblende lief3 sich entlang aller drei
Achsen verstellen und war im Durchmesser variabel. Die Lochblende diente dazu, aul3erhalb
der fokalen Ebene entstandene Fluoreszenz zu reduzieren.

Nach der Lochblende fokussiert eine weitere Linse das Licht auf eine Avalanche-Photo-
diode (APD) (SPCM-AQ-151-FS, EG&G) im Single Photon Counting Modus. Ein auftref-
fendes Photon erzeugt einen lawinenartigen Strom in der APD, der nach einer Totzeit von ¢4 =
29 ns abgeklungen ist. Wéhrend dieser Totzeit konnen keine weiteren Photonen detektiert
werden. Die Dauer der Totzeit der APD ist vom Hersteller als Kompromifl zwischen geringer
Totzeit und geringer Nachpulswahrscheinlichkeit gewihlt. Nachpulse entstehen durch aus
dem Lawinenstrom eingefangene Elektronen und kénnen einen weiteren Lawinenstrom auslo-
sen. Die Wahrscheinlichkeit betrégt bei einer Zdhlrate von unter 3 MHz etwa 0,1 % und ist
deshalb unter den verwendeten MefBbedingungen vernachléssigbar.

Unter der Annahme einer Poisson-verteilten Auftreffwahrscheinlichkeit der Photonen auf
die APD, kann man mit folgender Formel die Wahrscheinlichkeit berechnen, dafl wahrend der
Totzeit ein weiteres Photon auf die APD auftrifft:

k
P = %e“ (80)
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(px: Wahrscheinlichkeit fiir das Eintreffen von &£ Photonen; A: Totzeit-Zéhlrate).

Bei einer Zéhlrate von 2 MHz werden dementsprechend 12 % der ankommenden Photo-
nen nicht detektiert. Nach einer Eichmessung lassen sich die Zihlraten aber entsprechend
threr Hohe korrigieren.

Laserlicht unterschiedlicher Wellenlédnge wird von der APD mit unterschiedlichen Photo-
nendetektionseffizienzen detektiert. Fiir die verwendeten MeBkonfigurationen kann der Wert

teiler bei 488 nm durchgefiihrt, bei der die APD eine Photonendetektionseffizienz von 50-60
% besitzt.
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Abbildung 16: Photonen-Detektionseffizienz der APD als Funktion der Wellenldnge und Wellenldn-
gencharakteristik der verwendeten Emissionsfilter (nach ConfoCor-Handbuch (Zeiss), verandert) .

Jedes detektierte Photon generiert in der APD einen lawinenartigen Strom, der zu einer Aus-
gabe eines TTL-Pulses (Amplitude = 5 V, Liange = 9 ns) fiihrt. Die erzeugten TTL-Pulse
wurden einerseits in einen Hardware-Korrelator (ALV-5000, ALV) eingespeist, der aus den
ankommenden Pulsen die Autokorrelationsfunktion in Echtzeit berechnet. Andererseits wur-
den die TTL-Pulse in das Eingangsregister einer Zahlkarte eingespeist, nachdem die Linge
der TTL-Pulse auf eine Dauer von 50 ns verldngert wurde. Die Zahlkarte (CIO-CTROS5, Com-
puterBoards) zahlt die Anzahl der ankommenden TTL-Pulse von der APD in vorher festge-
legten Zeitintervallen und schreibt die Anzahl der TTL-Pulse fiir jedes Zeitintervall auf die
Festplatte eines Computers. Jeder Zahlenwert besitzt eine Gro3e von 1 Byte, d.h. die maxi-
male Anzahl an TTL-Pulsen pro Zeitintervall betrdgt 256.

Die maximale Zeitauflosung ist 6 ps. Die Anzahl der maximal moglichen Intervalle wird
durch den zur Verfiigung stehenden Speicher des Computers bestimmt.

Die Rohdaten wurden dann mit selbstgeschriebenen Programmen in der Software-Umge-
bung von PV-Wave® (V6.0, Visual Numerics) ausgewertet. Dazu wurden Programme ge-
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schrieben, die aus den Rohdaten die Autokorrelationsfunktion bzw. das Leistungsspektrum
berechneten.

Fiir die Experimente in lebenden Zellen wurden zur Bestimmung des MeBortes Fluores-
zenzbilder aufgezeichnet. Dazu wurde eine mattierte Glasplatte in den Laserstrahlengang
eingeschwenkt, die zu einem diffusen Laserstrahl und so zu einer gleichméfBigen Beleuchtung
der Objektivpupille flihrte. Das Fluoreszenzbild wurde von einer CCD-Kamera (VarioCam,
PCO Computeroptics) aufgenommen und an einen Framegrabber (PCI-1408, National In-
struments) weitergeleitet. Der Framegrabber wurde mit Hilfe der Software LabVIEW (V5.1,
National Instruments) kontrolliert, und die Bilder auf der Festplatte eines Computers gespei-
chert.

2.6 Mefzkonfiguration fur patch-clamp-M essungen

Ein Ag/AgCl-beschichteter Silberdraht innerhalb der Patch-Pipetten diente als Elektrode fiir
die Patch-Clamp-Messungen, ein weiterer fungierte als Bezugselektrode.

Die gemessenen Strome wurden in der ,,headstage™ in Spannungen umgewandelt und in
einem Verstirker (EPC-9, HEKA elektronik) weiter verarbeitet. Uber das Software-Programm
Pulse (V 8.12, HEKA elektronik) wurden die Funktionen des Verstarkers kontrolliert, und die
Daten aufgezeichnet.

Die Pipette wurde mit interner Losung Standard befiillt, in den Pipettenhalter eingespannt
und ein Uberdruck von 2 c¢cm Wassersiule mit Hilfe einer Multidruck-Kontrolleinheit
(MPCU) appliziert. Der Uberdruck sollte das Festsetzen von Verunreinigungen beim Durch-
tritt durch die Badlosung durch Staub oder Zellbestandteile verhindern. Nach Eintritt in die
Badlosung (Zusammensetzung laut Standard externe Losung) wurde ein Pipettenwiderstand
zwischen 2 und 3 MQ gemessen. Die Pipette wurde dann mit Hilfe von drei Grobtrieben in
die Néhe der zu untersuchenden Zelle mandvriert. Mit Hilfe eines piezoelektrischen Manipu-
lators wurde die Pipette dann leicht auf die Zelle aufgesetzt und der Uberdruck zuriickge-
nommen. Der Widerstandswert ist dabei um mehrere Megaohm angestiegen, da der Flufl von
Elektrolyten zwischen Pipettendffnung und Badelektrode verringert wurde. Durch Anlegen
eines Unterdrucks von ca. 20 cm Wassersdule wurde die Zelle an die Pipettenspitze ange-
saugt, und zeitgleich wurde das Zellmembranpotential in Richtung Ruhemembranpotential
schrittweise von 0 mV auf — 70 mV verringert. Nachdem der Widerstand im Gigaohm-Be-
reich lag (Gigaseal, on-cell-Konfiguration) wurde durch ein kurzes pulsartiges Saugen der
Membranbereich, der sich zwischen den Glaswinden befand, zerstort, so dal danach der
Pipetteninhalt mit dem Zellinneren in Kontakt kam (whole-cell-Konfiguration) und sich ein
Gleichgewicht zwischen der Pipettenlosung sowie der Zelle einstellen konnte. Die Ein-
waschzeit der verschiedenen Bestandteile der internen Pipettenldosung wurde anhand einer
Abschitzung von Pusch und Neher [74] bestimmt und betrug fiir den Farbstoff Oregon-
Green-BAPTA ca. 300 s.
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Verschiedene MeBorte innerhalb einer Zelle wurden durch Verschieben der Probe mit Hilfe
des Mikroskoptisches erreicht. Aufgrund der unterschiedlichen Brechungsindizes zwischen
Cytoplasma und Zellkern konnte klar zwischen diesen beiden Kompartimenten in der Zelle

unterschieden werden.

2.7 Zélpraparation

2.7.1 Neuronale Primarkulturen des Hippocampus

_______

leitungen in {75, 76] mit einigen Modifikationen kultiviert.

Eemd b

Schaffer-
Kollaterale

Moosfasern _
entorhinaler Cortex

Gyrus dentatus

Abbildung 17: Neuronenarten im Hippocampus. Aus dem entorhinalen Cortex entspringt der Tractus
perforans, der in den Kornerzellen des Gyrus dentatus endet. Die Axone der Kornerzellen sog. Moos-
fasern enden dann in den Pyramidenzellen der Region-CA3. Von diesen wird iiber die Schaffer-
Kollateralen eine Verbindung zu den CA1-Pyramidenzellen hergestellt (nachi[16]).

Dazu wurden die Hippocampi von drei Whistar-Ratten (ein bis zwei Tage alt) steril heraus-
priapariert und umgebendes Gewebe vorsichtig entfernt. AnschlieBend wurden die Hippo-
campi an der Nahtstelle von CA1-Region und Gyrus dentatus beginnend entfaltet und die
nicht benotigten Bereiche des Gyrus dentatus und das auf der gegeniiberliegenden Seite lie-
gende Subiculum mit einer Prédparierschere weggeschnitten. Die verbleibenden CAl- und
CA3-Regionen wurden in etwa 10 gleich groe Wiirfel geschnitten, in ein Zentrifugierrohr-
chen gegeben und dreimal mit Hanks + 20% FBS sowie anschlieBend dreimal mit serumfreier
Hanks-Losung gewaschen. Zum Verdauen wurden nach der letzten Aspiration des Uberstands
5 mg/ml Trypsin und 0,25 mg/ml DNase (verhindert die Polymerisation von DNA-Strangen)
in Losung I zugegeben und fiir 10 min bei 37°C inkubiert. Danach wurde aspiriert, mit
Hanks-Losung + 20% FBS rasch das verbleibende Trypsin neutralisiert, zweimal mit Hanks-
Losung + 20% FBS gewaschen sowie dreimal mit serumfreier Hanks-Losung gewaschen.
Nach dem letzten Aspirieren wurden die Hippocampi in 2 ml Losung II und 0,25 mg/ml
DNase resuspendiert und die Mischung zur mechanischen Dissoziation der Zellen durch zwei
bis drei Pasteurpitten mit kleiner werdenden Offnungsdurchmesser trituriert. Es wurde mit 3
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ml Hanks-Losung + 20 FBS auf ein Volumen von 5 ml aufgefiillt und fiir 10 min bei 1000
Upm (4 °C) zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 2 ml serumfreier
Hanks-Losung und 3 ml Hanks-Losung + 20 % FBS resuspendiert und erneut unter den glei-
chen Bedingungen zentrifugiert. Der Uberstand nach dem zweiten Zentrifugieren wurde
verworfen und die Zellen in etwa 2 ml Medium I aufgenommen. Die Zellen waren nun bereit
zum Ausplattieren auf 18 mm-Deckgldser der Stirke 1 (Assistant), die sich in 12-Well-Mi-
krotiterplatten befanden. Zum Anwachsen der Gliazellen und der Neurone wurde vor der
Préaparation auf die Deckglidser 60 ul Matrigel (1:50 in Medium I verdiinnt) unter sterilen
Bedingungen aufgetragen, fiir mindestens 2 h zur Polymerisation inkubiert, und anschlie3end
der Uberstand bis auf einen diinnen Film zur Adhision der Zellen aspiriert.

Auf die so vorbereiteten Deckgldser wurde jeweils 50-60 pl der Neuron-Suspension pi-
pettiert und anschlieBend fiir 45-90 Minuten zum Absetzen der Zellen inkubiert. Sodann
wurde zu den Zellen 1 ml Medium I + 2 mM L-Glutamin (zur Férderung der Proliferation der
Gliazellen) zugegeben. Nach zwei Tagen im Inkubator wurde das Kulturmedium fast voll-
standig gegen Medium II + 4 uM Cytosinarabinosid (Mitoseblocker) getauscht.

Wihrend der ersten beiden Wochen wurde die Hélfte des Kulturmediums zweimal wo-
chentlich und danach einmal wdchentlich gegen neues, vorher temperiertes Medium II ersetzt.
Die Konzentration des Mitoseblockers wurde ab dem vierten Tag auf 2 uM reduziert.

2.7.2 Chromaffinzellenpréparation aus Nebennieren vom Rind

Die Priparation der Chromaffinzellen vom Rind wurde in Anlehnung an {77] ausgefiihrt.
Nach der Entnahme der Nebennieren wurden diese sofort mit 1x-Lockes-Losung durch die
Nebennierenvene aufgepumpt und bis zur Préparation so autbewahrt.

Zu Beginn der Priparation wurde zundchst das umgebende Fettgewebe entfernt. Die Ne-
bennieren wurden dann mit 1x-Lockes aufgepumpt und 5 min bei 37 °C im Schiittelbad be-
wegt (bei blutigen Nebennieren wurde der Vorgang wiederholt). AnschlieBend wurde mit 5 1
Collagenase-Losung aufgepumpt, 15 min bei 37 °C geschiittelt und diese beiden Vorginge
wiederholt. Die Nebennieren wurden dann aufgeschnitten, der helle Kern wurde herausgelost
und in einer Petrischale, gefiillt mit 1x-Lockes, mit dem Skalpell in 3-4 Stiicke zerschnitten.
Die Stiicke wurden sodann durch einen 50 pm Netzfilter gerieben, wobei immer genug 1x-
Lockes-Losung das Gewebe benetzte. Die so erhaltene Suspension von 30-40 ml wurde bei
700 Upm und 20°C fiir 8 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde aspiriert, das Pellet mit 1x-
Lockes resuspendiert und die Mischung erneut bei 700 Upm und 20 °C 8 min zentrifugiert.
Nach Aspiration des Uberstands wurde das Pellet mit 14,7 ml 1x-Lockes resuspendiert und
auf die Gradienten-Losung (15,6 ml Percoll (Pharmacia LKB, Sweden) + 1,4 ml 10x-Lockes
+ 90 ul 1M HCI; pH-Wert: 7,4; Osmolaritdt: 320 mmol/kg) gegeben. Diese wurde bei 13000
Upm, 20 °C fiir 20 min zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Verunreinigungen vorsichtig
verworfen, jeweils 20 ml der Chromaffinzellfraktion mit 80 ml 1x-Lockes verdiinnt und die
verdlinnten Losungen bei 700 Upm, 20 °C 8 min lang zentrifugiert. Nach Aspiration des
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Uberstands wurde das Pellet mit 3-6 ml angereichertem DMEM-Medium resuspendiert. Die
Mischung wurde dann mit einer Dichte von etwa 4400 Zellen/mm? auf Deckglidsern (Durch-
messer: 25 mm) in Multiwellplatten ausgesit. Auf die Deckgldser wurde langsam 2 ml ange-
reichertes DMEM-Medium zugegeben und bei 37 °C, 8% CO, und 90 % Luftfeuchtigkeit im
Brutschrank inkubiert.

2.8 Verwendete L 6sungen und Substanzen

Préparation der Chromaffinzellen
10x-Lockes-Losung: 1,54 mM NaCl, 56 mM KCl, 8,5 mM NaH,POy, 21,5 mM Na,HPOy,,
100 mM D-Glukose; pH 7,0.
1x-Lockes-Losung: 10 ml 10x-Lockes + 90 ml H,O ; pH 7,4; Osmolaritdt: 300 mmol/kg.
Collagenase (Seromed): 220-250 Einheiten/ml (1 mg/ml).
Angereichertes DMEM Medium (Linaris): 2.2 g/l NaHCOs, 4,5 g/l D-Glukose, 1,028 g/l
L-Glutamin, 2 ml Penicillin + Streptomycin (Seromed). Zu 100 ml DMEM-Medium
wurde 1 ml Insulin-Transferrin-Selenium-X (ITS-X, Gibco BRL) gegeben und steril fil-
triert (keine Nitrozellulose-Filter, da sie Proteine absorbieren).

Praparation der Hippocampusneurone
Medium: Minimales Essentielles Medium (MEM 51200-020 ohne Phenolrot, Gibco):
Zusitze zu 500 ml: 2,5 g Glucose, 100 mg NaHCO;, 50 mg Transferrin (616420,
Calbiochem).
Medium I (zur Anzucht): 100 ml Medium enthielten 10 % FBS, hitzeinaktiviert bei 57°C
fiir 30 min, 1 ml 0,2 M L-Glutamin-Lésung, 2,5 mg Insulin.
Medium II (Langzeitmedium): 100 ml Medium enthielten 5 % FBS, hitzeinaktiviert bei
57°C fiir 30 min, 0,25 ml 0.2 M L-Glutamin-Losung, 2 ml B-27-Supplement (17504-010,
Gibco), 4 uM oder 2 uM Cytosinarabinosid (C6645, Sigma).
Hank-Salzlosung: Hanks Salzlosung ohne Calcium oder Magnesium (H2387, Sigma) und
zusitzlich 50mg/l NaHCOs;, 1 mM HEPES; pH-Wert 7,3-7,4 (Einstellung mit NaOH).
Hank’s Salzlosung mit 20 % FBS.
Losung II (zur Dissoziation der Zellen): Hanks Salzlosung + 12 mM MgSO4-7H20
Losung I (zum Gewebeverdau): 137 mM NaCl, 5 mM KCIl, 7 mM Na,HPO,, 25 mM
HEPES; pH-Wert 7,2 (Einstellung mit NaOH).
FBS, fotales bovines Serum (Biochrom KG).
Trypsin, Typ XI (T1005, Sigma).
DNase Typ IV (D5025, Sigma).
Matrigel (Beckton-Dickinson) 1:50 in Medium verdiinnt.

Intrazellulére Pipettenldsung
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140 mM CsCl; 8 mM NaCl; 20 mM NaOH-HEPES; 2 mM ATP; 0,3 mM GTP; pH 7,2.

Extrazellulare L 6sung fur Chromaffinzellen
140 mM NaCl; 2,8 mM KCI; 2 mM MgCl,; 10 mM NaoH-HEPES; 1 mM CaCly; pH 7,2.

Extrazelluldre L dsung fur hippocampale Neurone (modifizierte Tyrode L 6sung)
150 mM NaCl; 4 mM KCI; 2 mM MgCl,; 2 mM CaCl,; 10 mM Glukose; 10 mM HEPES; pH
7.4.

Alle anderen Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, bei Sigma, Deutschland,

gekautft.
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3 Ergebnisse

3.1 Autofluoreszenz in Chromaffinzellen und hippocampalen Neuro-
nen

Zur Untersuchung der Fluoreszenzeigenschaften der endogenen Zellbestandteile wurden
Chromaffinzellen aus dem Nebennierenmark von Rindern (2 Tage in Kultur) und hippocam-
pale Neurone der Ratte (9 Tage in Kultur) bei den Anregungswellenlidngen 488, 514, 543 und
633 nm untersucht. Die Fluoreszenz wurde 60 s lang mit einer Zeitauflosung von 10 us auf-
genommen, wobei fiir jede Messung eine neue Zelle verwendet wurde. Fiir jeden Zelltyp
erfolgte eine Unterscheidung zwischen Cytoplasma und Nucleus aufgrund ihrer unterschiedli-
chen Brechungsindizes. Die Laserstrahlintensitdt wurde durch Neutraldichtefilter auf anné-
hernd gleiche Leistung bei den unterschiedlichen Anregungswellenléingen eingestellt. Eine

Abbildung 18!dargestellt, die die initiale Fluoreszenz
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Zusammenfassung der Ergebnisse ist in
als Funktion der Anregungswellenldnge fiir Chromaffinzellen und hippocampale Neurone
zeigt. Als generellen Trend fiir beide Zelltypen ist eine Abnahme der Fluoreszenzintensitét
mit hoher werdender Anregungswellenlédnge festzustellen sowie eine signifikant erniedrigte
Autofluoreszenz des Nucleus im Vergleich zum Cytoplasma (mit einer Ausnahme bei Aexe =
543 nm in Chromaffinzellen).
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Abbildung 18: Initiale Autofluoreszenz in Abhéngigkeit von der Anregungswellenldange fiir Chromaf-
finzellen (links) und hippocampale Neurone (rechts), jeweils unterschieden fiir das Cytoplasma und
den Nucleus (jeweils n = 9; Leistung v.d. Objektiv: 57, 45, 44, 62 uW (488, 514, 543, 633 nm) Ay =
2,0-10"° m?)

In allen Fluoreszenz-Zeit-Verlaufen wurde nach Anschalten des Lasers ein durch Photozersto-
rungsreaktionen bedingter Abfall in der Fluoreszenzintensitét festgestellt. Dieser konnte mit
einem biexponentiellen Abfall gemif3

F(t)=a, +a, exp(—=kt)+a, exp(—k,t) (81)
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beschrieben werden.

Die Berechnung der Autokorrelationsfunktion erfolgte in 81,92 ms groflen Segmenten der
Fluoreszenzspur, die jeweils 50 % fliberlappten. Die Autokorrelationsfunktion der gesamten
Fluoreszenzspur wurde aus dem arithmetischen Mittel der einzelnen Segmentautokorrelo-
gramme gebildet. Die ersten 4 s des Fluoreszenz-Zeit-Verlaufs wurden aufgrund des hohen
nichtstationdren Anteils bei der Berechnung der Autokorrelationsfunktion vernachldssigt.

Bei der Betrachtung der individuellen Zeitverldufe der Autofluoreszenz und ihrer Auto-
korrelationsfunktionen wird ein grundsitzlicher Unterschied zwischen der Anregung bei 488
nm und den anderen Wellenldngen deutlich: bei 488 nm sind die Fluoreszenzfluktuationen

insgesamt kein genereller Unterschied festgestellt.
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Abbildung 19: Autofluoreszenz einer Chromaffinzelle (Aex. = 488 nm; Py = 57 pW; Ager = 2,0-10"
m’®) sowie zugehorige Autokorrelationsfunktion. Der Fluoreszenz-Zeit-Verlauf wurde mit einem
biexponentiellen Abfall angepal3t mit den Geschwindigkeitskonstanten u. Amplituden geméaf Gl. §__1_1
ao =5 keps; k1 = 0,86 ! (16 kcps) und &, = 0,073 s! (10 kcps).

Bei der Anregungswellenldnge von 488 nm wurden in 21 von 23 Experimenten maximal eine
Signalspitze innerhalb einer Experimentdauer von 60 s detektiert. In zwei Experimenten
wurden 2 bzw. 3 Signalspitzen gefunden. Das hiufige Auftreten der Signalspitzen, wie sie bei
den anderen Wellenldngen detektiert wurde, konnte bei 488 nm nicht beobachtet werden. Bei
der Anregungswellenlédnge von 514 nm wurde in 16 von 24 Experimenten und bei 543 nm in
allen 24 Experimenten zahlreich auftretende Signalspitzen beobachtet wie sie exemplarisch in

_____________

Experimenten detektiert.
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Abbildung 20: Autofluoreszenz in einem hippocampalen Neuron (Aex. = 488 nm; Py = 57 pW; Aget =
2,0-10"° m?) und zugehorige Autokorrelationsfunktion mit Anpassung an das 3D-Diffusionsmodell (7,
~ 1,2 ms; N = 68). Der biexponentielle Fluoreszenzabfall wird beschrieben durch (GI. Lé_l__b ap = 6 keps;
ki=1,7s" (11 keps); k» = 0,095 s (8 keps).

Die beobachteten Signalspitzen sind typisch fiir den Durchgang von einzelnen Molekiilen

____________________________

_____
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Fluoreszenz / kcps

0 10 20 30 40 50 60 0.1 1 10

Zeit/s T/ ms

Abbildung 21: Autofluoreszenz einer Chromaffinzelle (Aexe = 514 nm; Py = 45 pW; Agee = 2,0-10"
m’) und zugehorige Autokorrelationsfunktion mit Anpassung (Gl. '3:_7_) 1 = 3,9 ms (31 %), m, =
1851 ms; N = 2,8; Fluoreszenz-Zeit-Verlauf angepalit mit GI. Lg_l__t ap = 4 keps; ky = 1,8 s (13 keps)
und k, = 0,13 s (6 keps).

Eine Verringerung der Anregungsleistung reduzierte die Photozerstdrung, hatte aber keine
Auswirkungen auf das Auftreten der Signalspitzen (s. Abbildung 22 gemessen bei zehnfach
geringerer Anregungsleistung). Die Signalspitzen sind also nicht als Produkt von Photozersto-
rungsreaktionen anzusehen, sondern werden durch die Fluoreszenz endogener Zellbestand-
teile hervorgerufen. Aus der Analyse der Autokorrelationsfunktionen ergibt die Diffusion
weniger Molekiile N einen Diffusionskoeffizienten in der GroBenordnung von etwa 3 pm? /s.
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Die Fluoreszenzanregung bei Ac. = 488 nm fiihrte zu keiner nennenswerten Autokorrelation
des Fluoreszenzsignals. Eine Bestimmung des Diffusionskoeffizienten der fluoreszierenden,
endogenen Zellbestandteile bei dieser Wellenldnge wurde durch die Erholung der Fluoreszenz
nach starker initialer Photozerstorung ausgefiihrt (FRAP-Experiment). Ein aus neun Experi-

menten gemittelter Zeitverlauf nach Beendigung der Photozerstorung ist in Abbildung 22:
dargestellt. Die Anpassung aller FRAP-Experimente (n = 15) ergibt einen Diffusionskoeftizi-
enten von insgesamt Dyyon = (1,1 0,2)-10° um? / s (mittlerer Photozerstdrungsparameter: K

=48+0,83).
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Abbildung 22: Fluoreszenz-Zeit-Verlauf in einem hippocampalen Neuron (Ae. = 543 nm; Py, = 4.3
UW; Ay = 2,Oo10'13 51}2) und zugehdrige Autokorrelationsfunktion mit Anpassung an das 3D-Diffusi-
onsmodell nach Gl. 3_8_:(713 =5,0ms; N=1,0).

0.9

] ¢
0.8

87

7_

RERN S

T 0.6

0.5

0.4
|III|III|III|III|II
0 40 80 120 160

Zeit/s

Abbildung 23: Mittlerer Fluoreszenz-Zeit-Verlauf (n = 9) nach Beendigung der Photozerstérung in
einer Chromaffinzelle sowie Anpassung mit GI. [7__5_: (K=2,8; = 15,6 s). Mit der initialen Photozer-
storung wurde die urspriinglich vorhandene Fluoreszenz auf etwa 33 % ihres Anfangsniveaus verrin-
gert (Aexe = 488 nm; Pyieicn = 4,3 mW). Bei ¢ = 0 wurde die Photozerstérung beendet und das Erholen
der Fluoreszenz mit einer Leistung von Pi..o, = 10 W beobachtet.
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3.2 Diffusion und Kinetik von Calciumfarbstoffen in einfachen Elek-
trolyten und in Chromaffinzellen

3.2.1 Diffusion und Kinetik von Calciumfar bstoffen im Elektrolyten
Die Farbstoffe Oregon Green 488 BAPTA-1 (OGB1) bzw. -BAPTA-2 (OGB2) erhéhen ihre

Fluoreszenz nach Ca*"-Bindung und eignen sich deshalb zur Detektion von Calciumionen.
Zur Detektion moglichst vieler kinetischer Fluktuationen, die durch das An- und Abbinden
von Calciumionen an den Farbstoff hervorgerufen werden, wurde das Detektionsvolumen mit
Hilfe des pankratischen Linsensystems (cf. Kapitel Experimenteller Aufbau) zur Variation des
Laserstrahldurchmessers vergroBert, und damit die Aufenthaltsdauer des Molekiils im Detek-

_________

Anstieg der Diffusionszeitkonstanten 7p, die direkt mit dem Radius der fokalen Ebene des
Detektionsvolumens verkniipft ist (G1. 39), deutlich.

2.0 ] \\, N — Pankrat : 0,5 E °
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Abbildung 24: Normalisierte Autokorrelationskurven einer Losung von 50 nM Rhé6G fiir verschiedene
Stellungen des pankratischen Linsensystems zur Variation des Laserstrahldurchmessers (links) sowie

die entsprechenden aus der Zeitkonstante 7, berechneten Radien des Detektionsvolumens (w;) in der
fokalen Ebene (rechts).

Unter Verwendung des Calciumchelators BAPTA sowie unterschiedlicher Mengen an CaCl,
wurde das Reaktionsgleichgewicht zwischen Ca**-freiem und -gebundenem Farbstoff variiert.
Die Gleichgewichtskonzentration der Calciumionen [CaZ+]eq in Anwesenheit von 40 nM
OGBI1 bzw. OGB2 wurde mit Hilfe eines abteilungsinternen Makros von T. Xu berechnet.

Die Autokorrelationsfunktionen bei verschiedenen Ca®"-Konzentrationen wurden mit der

spiele bei verschiedenen Ca”*-Gleichgewichtskonzentrationen des Farbstoffs OGBI.

Die Autokorrelationsfunktionen wurden mit Gl. 52! angepalit. Die in GI. 52! enthaltene
Autokorrelationsfunktion Gp(7) wurde durch die vorher bestimmten Parameter der Diffusi-
onszeit 7p und dem Verhiltnis zo/wy beschrieben, die wiahrend der Anpassung konstant ge-
halten wurden. Aus der Anpassung wurden fiir jede eingestellte Ca’’-Konzentration die
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Parameter B (Anteil des Reaktionprozesses an der Autokorrelationsfunktionsamplitude), R
(effektive Geschwindigkeitskonstante des reaktionsbedingten Autokorrelationsabfalls) und
die Autokorrelationsamplitude bestimmt. Fiir den Farbstoff OGBI erfolgte eine Mittelung der
Ergebnisse aus sieben Experimenten.

1.005 —
] — 58nM Ca
2+
1 — 150 nM Ca
1.004 — 30nMmca’
i — 90nMca’

1.003

O ]
(@) i
1.002 -
1.001 -
1.000
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Abbildung 25: Autokorrelationskurven von 40 nM OGBI1 in Anwesenheit verschiedener Ca**-Gleich-
gewichtskonzentrationen.

Die Auftragung von B als Funktion der eingestellten Ca”"-Konzentration ist fiir die Farbstoffe
OGB1 und OGB?2 in A_Bl_)ﬂ_d_ﬁﬁgig: dargestellt. Durch nichtlineare Kurvenanpassung mit GlI.

1
1
[ e g = R

53iwurde die Dissoziationskonstante des calciumgebundenen Farbstoffs (Kp) sowie das Ver-
hiltnis des Produktes aus Fluoreszenzquantenausbeute und Absorptionsquerschnitt der beiden
Reaktionsprodukte des Farbstoffs (O = Op/QOx) erhalten.

_____________

dingten Autokorrelationsabfalls R von der eingestellten Ca**-Konzentration und die Anpas-
sung von Gl. [3_8_: an die Punkte; hieraus ergaben sich die Geschwindigkeitskonstanten der Hin-
und Riickreaktion (k,ss bzw. kqiss).

Die [Ca2+]eq-Abhﬁngigkeit der Autokorrelationsamplitude lieferte eine weitere Bestim-

stellt.
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Abbildung 26: Der aus der Anpassung der Autokorrelationskurven erhaltene Parameter B als Funktion
der Ca*"-Gleichgewichtskonzentration fiir OGB1 (®) und OGB2 (M). Die rot eingezeichneten Kurven
zeigen die beste Anpassung der Funktionswerte in Gl. 53 mit folgenden Ergebnissen fiir OGB1: Kp, =
(279+50) nM; Q =11£2; und OGB2: Kp = (462t 111) nM; O =28 £ 27.
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Abbildung 27: Auftragung des aus der Anpassung an die Autokorrelationskurven erhaltenen Parame-
ters R fiir verschiedene eingestellte Ca**-Konzentrationen. Die Anpassungen mit GI. §_§: ergeben fiir
OGBI1 (®): ks = (1,0£0,2)-10° I mol™ s7; kgiss = (89 £ 41) s™'; und fiir OGB2 (M): k,ys = (4,3 £ 0,3)-10°
1 mol™ s kg = (247 £ 153) s
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Abbildung 28: Auftragung der Autokorrelationsamplitude als Funktion der freien Calciumionenkon-
zentration fir OGB1 (®) und OGB2 (M). Anpassung mit Gl. 61 lieferte folgende Ergebnisse fiir
OGBI1: Kp = (155 56) nM,; O = 18+ 4 und OGB2: Kp = (545 £ 96) nM; Q = 44+ 28. Die eingesetzte
Konzentration an OGB1 bzw. OGB2 (jeweils cgs = 40 nM) sowie die Grofle des Detektionsvolumens
Vegr = 1,86:10" 1 bzw. Vs = 1,76-107 1) wurden als mit 20 % fehlerbehaftet angenommen und in
diesen Grenzen mitvariiert.

Die Diffusionskoeffizienten der Farbstoffe OGB1 und OGB2 jeweils im Ca®'-gebundenen
und -freien Zustand wurden in Anwesenheit von 1 mM CaCl, (n = 7) bzw. 5 mM BAPTA (n
= 7) und Vergleich mit dem bekannten Diffusionskoeffizienten von Rhodamin 6G bestimmit.

Insgesamt ergeben sich fiir den Farbstoff OGB1 die folgenden aus sieben Experimenten
gemittelten Ergebnisse (Mittelwert plus/minus Standardabweichung):

Kp = (241+46) nM
kass = (9,9 1,5)-10° I mol ™ s™!

kaiss = (143 £37) 57!

0=11,9+27

Dogsi = (188+9) um? / s (5 mM BAPTA)
Dogsi = (202+ 10) um? / s (1 mM CaCly)

Der Farbstoff OGB2 besitzt eine geringere Calciumaftinitit und wird mit folgenden Parame-
tern beschrieben:

Kp = (461 + 143) nM
kass = (3,0+ 1,3)-10° I mol ™ s™!
kaiss = (420 135) s™!

0=28+24
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Dogrz = (225+ 12) um® /s (5 mM BAPTA)

Dogsz = (239+9) pm?* / s (1 mM CaCl,)

3.2.2 Farbstoffdiffusion in Chromaffinzellen

Die Charakterisierung der Diffusionseigenschaften des calciumgebundenen und des calcium-
freien Farbstoffs OGB1 in Chromaffinzellen wurde mit Hilfe der FCS-Technik untersucht. Im
Unterschied zu den Experimenten in einer Losung ohne Zellen war die optimale Position der
Lochblende im Detektionsstrahlengang in einer Losung mit Zellen eine leicht andere und
wurde deshalb vor den Experimenten in der extrazelluliren Losung iiber den Zellen neu
kalibriert. Die Ausmalle des Detektionsvolumens wurden ebenfalls in der extrazelluldren
Losung iiber den Chromaffinzellen ermittelt durch ein FCS-Experiment des Diffusionsprozes-
ses von Rhodamin 6G. Unter Annahme des Diffusionskoeffizienten von Rhodamin 6G von
Drusi = 280 pm*/s [70] wurde der Radius des Detektionsvolumens in der fokalen Ebene wy
und in der axialen Richtung zo berechnet (Gl. 38;u. 39). Ohne die Nachjustierung der Loch-
blendenposition wiren wy und z, ungefahr einen Faktor zwei groBer gewesen.

Die Chromaffinzellen wurden mittels einer Patchpipette entweder mit dem calciumgesét-
tigten Farbstoff (in Anwesenheit von 100 uM CacCl, in der Pipettenldsung) oder dem calcium-
freien Farbstoff (mit 1-3 mM BAPTA in der Pipettenlosung) beladen. Dazu wurden der
Pipettenlosung 100 nM OGBI1 zugesetzt, und in der whole-cell-Konfiguration (ndhere Details
im Methodenteil) die Zelle auf ein Potential von -70 mV geklemmt.

Durch die Pufferung der freien Calciumionenkonzentration wurden kinetische Fluktuatio-
nen, die durch das Reaktionsgleichgewicht zwischen calciumfreiem und calciumgebundenem
Farbstoff hervorgerufen werden, verringert. Die Autokorrelationsfunktion reaktionsbedingter
Fluktuationen (Gl. 52) wird durch die Geschwindigkeitskonstante des reaktionsbedingten
Abfalls der Autokorrelationsfunktion R (GI. 58) und der Amplitude B (Gl. i53) beschrieben.
Mit den im vorherigen Kapitel bestimmten Geschwindigkeitskonstanten kugs = 9,9-10% 1 mol™
s und kaiss = 143 st betrdgt die Zeitkonstante 1/R im Falle des calciumfreien Farbstoff (3
mM BAPTA; [CaZ+]eq = 0,05 nM) 1/Rg.i = 7 ms und die Amplitude B = 0,04. In Anwesenheit
von [Ca®"] = 100 uM betragen die Werte 1/Rgep, = 10 ps und B = 0,001. Im Falle der Puffe-
rung der freien Calciumionenkonzentration sind die Autokorrelationsamplituden der Reaktion
mit 4 bzw. 0,1 % gegeniiber denen der Diffusion vernachlissigbar klein und spielen daher fiir
die folgenden Diffusionsexperimente keine Rolle.

Ein Beispiel fiir das Einwaschen von 100 nM Ca*'-freiem OGBI (3 mM BAPTA) in den
Nucleus einer Chromaffinzelle vom Beginn der on-cell- (¢t = 0) tiber die whole-cell-Konfigu-

54



Fluoreszenz-Zeit-Verlauf wurde nach Beendigung des Experiments autokorreliert und die
theoretische Autokorrelationsfunktion fiir translative Diffusion (Gl i38) angepaBt (cf.

_________
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Abbildung 29 a: Einwaschkurve von 100 nM OGB1 (3 mM BAPTA) in den Nucleus einer Chromaf-
finzelle. Beginnend mit der on-cell-Konfiguration bei ¢ = 0 tiber die whole-cell-Konfiguration bei ¢ =
20 s wurde schlieSlich das Einwaschen des Farbstoffs in die Zelle erreicht. b: Der Strom 7 und Seri-
enleitfahigkeit Gs vom Beginn der Ganzzellableitung bis zum Ende des FCS-Experiments. C: Fluores-
zenz-Zeit-Verlauf (Aee = 488 nm; Py, = 50 pW) zur Berechnung der Autokorrelationsfunktion und
Anpassung mit monoexponentiellem Fluoreszenzabfall (ay = 324 keps; a; = 166 keps; ky = 0,168 s7).
d: Autokorrelationsfunktion und Anpassung mit dem 3D-Diffusionsmodell nach G1.138: 7 = 0,64 ms.
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Abbildung 30: a: Einwaschkurve von 100 nM OGB1 (100 pM CaCl,) in den Nucleus einer Chromaf-
finzelle. On-cell-Konfiguration bei ¢ = 0; whole-cell-Konfiguration bei ¢ = 15 s. b: Der Strom 7/ und
Serienleitfdhigkeit Gs vom Beginn der Ganzzellableitung bis zum Ende des FCS-Experimentes. C:
Fluoreszenz-Zeit-Verlauf (Ae. = 488 nm; Py, = 50 pW) zur Berechnung der Autokorrelationsfunktion
und Anpassung mit monoexponentiellem Fluoreszenzabfall (ap = 91 kcps; a; = 1762 keps; &k =
0,180 s™). d: Autokorrelationsfunktion und Anpassung mit dem 3D-Diffusionsmodell nach GI. 58:: 053]
=0,71 ms.

FEine weitere Abschwichung der Anregungsintensitidt von P, = 50 auf 12 pW fiihrte zur
Verringerung der Photozerstorungsreaktionen. Der kontinuierliche Fluoreszenzabfall wihrend
der Messungen wurde dadurch vermieden. Allerdings mufite aufgrund der geringeren Photo-

_____________

eine Messung im Nucleus einer Chromaffinzelle in Anwesenheit von 2 uM OGBI.

Im Cytoplasma erfolgte nach Einschalten des Lasers regelméfig zunichst ein schneller
nach wenigen Sekunden abgeschlossener Fluoreszenzabfall, der bei der Berechnung Autokor-
relationsfunktion aufgrund des hohen nichtstationdren Fluoreszenzsignals vernachlissigt
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Abbildung 31: Fluoreszenz-Zeit-Verlauf im Nucleus einer Chromaffinzelle (Aex. = 488 nm; Py = 50
uW) in Anwesenheit von 2 uM OGBI1 (5§ mM BAPTA) und die zugehdrige Autokorrelationsfunktion
(m1=0,98 ms (91 %), 1, = 5,6 ms (9%); N =1226)

1.0007 3.*
1400 1.0006
2 1350 1.0005
X
S 1800 _1.0004
S 1250 =
g @ 1.0003
§ 1200
S 1150 1.0002
“ 100 1.0001
1050 1.0000
T 1T 1T T " 1T * 1 T T T
0 10 20 30 40 50 60 0.1 1 10
Zeit/s 1/ ms

Abbildung 32: Fluoreszenz-Zeit-Verlauf im Cytoplasma einer Chromaffinzelle (A = 488 nm; Py =
50 uW) in Anwesenheit von 2 pM OGBI1 (5 mM BAPTA) und die zugehorige Autokorrelationsfunk-
tion (7p; = 0,60 ms (51 %); 7, = 13,6 ms (49 %); N=511).

ZusammengefaBt wurden folgende Ergebnisse fiir die Diffusionskoeffizienten des Ca®’-ge-
bundenen (D) und Ca’'-freien Farbstoffs (Dgei) OGB1 in Chromaftinzellen erhalten:

Nucleus:
Dy = (99 % 14) um* /s (n = 12)

D = (92 10) pm?* /s (n = 12)
Cytoplasma:
Dy = (51+12) um* /s (n = 5)

Dpei = (33 5) um? / s (n = 8)
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3.3 Benzodiazepin-Rezeptor-Wechselwirkung in der Membran hippo-
campaler Neurone

Zur Untersuchung der Wechselwirkung des Benzodiazepin-Derivates Ro 07-1986/602 mit
seinem Rezeptor in der Zellmembran von hippocampalen Neuronen muflte das Benzodiazepin
zunichst mit einem Farbstoft gekoppelt werden. Insgesamt wurden hierzu die vier Farbstoffe
Tetramethylrhodamin (TMR), Fluorescein, Oregon-Green 488 und Alexa 532 verwendet und
die Eigenschaften der einzelnen farbstoffmarkierten Liganden untersucht.

Zur Synthese der farbstoffmarkierten Benzodiazepine (im Partnerlabor) wurde der Farb-
stoff in aktivierter Form als Succinimidylester eingesetzt und mit der primidren Amingruppe

Zwischen dem Benzodiazepin und dem Farbstoff wurde soweit moglich ein Spacer eingefligt,
um einen denkbaren Einflul des Farbstoffs auf das Bindungsverhalten des Benzodiazepins zu
minimieren. Das entstehende Reaktionsprodukt wurde mittels HPLC unter Verfolgung des
UV-Spektrums abgetrennt. Ndhere Details zur Synthese und Reinheitsbestimmung sind in
[78] aufgefiihrt.

(0] (0]

1Y i
Rl—NH2 + RZ—C—O—N — Rl—NH—C—R2 + HO—N
U o) (@)

Abbildung 33: Reaktionsmechanismus zur Kopplung der primdren Amingruppe des Benzodiazepins
Ro 07-1986/602 (R;) mit dem aktivierten Farbstoffmolekiils (R).

Die Strukturformeln der (im Partnerlabor) synthetisierten farbstoffmarkierten Liganden sind

diazepin-Rezeptor-Bindung nicht auszuschlieBen war, wurde zunédchst die Funktionalitit der
farbstoffmarkierten Liganden iiberpriift. Dazu wurde die Bindung des farbstoffmarkierten
Liganden an einen polyklonalen Benzodiazepin-Antikorper (Nr. 11005004, Biotrend) und an
den Benzodiazepin-Rezeptoren in der Zellmembran hippocampaler Neurone untersucht. Die
Experimente mit dem Benzodiazepin-Antikorper hatten den Vorteil, daB3 sie einfach und
schnell in wiBriger Losung auszufithren waren. Zu dem in Losung vorliegenden Antikorper
wurden verschiedene Konzentrationen von Ro-TMR gegeben und der Anteil des am Antikor-
per gebundenen sowie des ungebundenen Liganden bestimmt. Beide konnten durch ihre
unterschiedlichen Diffusionszeiten deutlich voneinander unterschieden werden. Eine Ver-
dringung des am Antikdrper gebundenen Liganden wurde durch einen Uberschuf3 an unmar-
kiertem Benzodiazepin vorgenommen. Dieses im Vergleich zu den Ligand-Rezeptoren-
Messungen in der Zellmembran einfachere System konnte somit einen ersten Hinweis auf
einen mdglichen Funktionalitéts-Verlust des Ro 07-1986/602 durch die Kopplung mit dem

Farbstoff geben [78,179].
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Der zuerst synthetisierte Ligand mit Tetramethylrhodamin als Farbstoff (Ro-TMR) zeigte eine
Bindung zum Benzodiazepin-Antikérper. Mit ansteigenden Ro-TMR-Konzentrationen lie3
sich die Antigen-Antikorper Bindung séttigen. Durch eine Vorinkubation mit einem unmar-
kierten Benzodiazepin konnte die Bindung des farbstoffmarkierten Liganden verhindert

Die spezifische Bindung an den Benzodiazepin-Rezeptoren in der Zellmembran hippo-
campaler Neurone konnte allerdings nicht nachgewiesen werden, da sich das Ro-TMR unspe-
zifisch in hohen Konzentrationen in der Zellmembran angereichert hat. Am Benzodiazepin-
Rezeptor gebundenes TMR-Ro konnte deshalb nicht vom vielfach héheren nichtspezifischen
Bindungsanteils unterschieden werden.

Zur Vermeidung der unspezifischen Einlagerung des farbstoffmarkierten Liganden in die
Zellmembran der Neurone, wurde das Ro 07-1986/602 deshalb mit dem hydrophilen Farb-

Ligand wies keine oder nur eine sehr geringe unspezifische Membranbindung auf, zeigte
allerdings sowohl zum polyklonalen Benzodiazepin-Antikorper als auch zu den Benzodiaze-
pin-Rezeptoren in der Zellmembran keine Bindung. Das gleiche Verhalten wurde mit Ro 07-

Ein Vergleich der dhnlichen Strukturformeln des funktionellen Ro-TMR mit den nicht-
funktionellen des Ro-Fluorescein und Ro-Oregon-Green lieBen einen moglichen Einflufl der
stark elektronegativen Gruppen an den Kohlenstoffatomen C-3 und C-6 des Farbstoffrestes
auf das Bindungsverhalten des Benzodiazepins vermuten (Vergleich der Strukturformeln in

membran hippocampaler Neurone soll im folgenden niher dargelegt werden.

Fiir die FCS-Experimente wurden 8 bis 15 Tage alte hippocampale Neurone verwendet.
Ein einzelnes Neuron wurde durch Verschieben des Mikroskoptisches zum Ort des Laser-
strahls bewegt und durch das Soma des Neurons ein Fokusscan entlang der optischen Achse

———————————————

Laserstrahls an der Grenzfliche Deckglas/extrazellulire Losung zur einer Dispersion des
Laserlichts, die zu einer erhohten Fluoreszenz fiihrt (6,206 mm). Nach dem Durchtritt durch
die Grenzflache fillt die Fluoreszenz wieder ab, und es wird die Zellautofluoreszenz des
Cytoplasmas detektiert. Wird der Fokus weiter nach oben bewegt, so wird die Zelle schritt-
weise wieder verlassen (6,212-6,214 mm), und es folgt schlieBlich die Fluoreszenz der extra-
zelluldren Losung (> 6,215 mm). Nach Beendigung des Fokusscans wurde die fokale Ebene
des Laserstrahls auf den halben Wert des Fluoreszenzabfalls der oberen Zellmembran positio-
niert (6,213 mm). Dies entspricht einer MeBkonfiguration, in der sich die fokale Ebene in der
Zellmembran des Neurons befindet. Die untere Hélfte des Detektionsvolumens liegt innerhalb
der Zelle und die obere Hilfte des Detektionsvolumens ragt in die extrazelluldre Losung
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hinein. In dieser MeBkonfiguration erfolgte die Fluoreszenzdetektion fiir 120 Sekunden mit
zeitgleicher Berechnung der Autokorrelationsfunktion durch den Hardwarekorrelator.
Ein typischer Fluoreszenz-Zeit-Verlauf mit dazugehoriger Autokorrelationskurve eines

ergibt eine stark verrauschte Autokorrelationskurve, die durch ein zweidimensionales Diffusi-
onsmodell beschrieben werden kann (GI. 'él__d_n) Sowohl die Diffusionszeit 7 als auch die Parti-
kelanzahl im effektiven Detektionsvolumen N waren fiir verschiedene Neurone sehr
unterschiedlich und wurden vor der Zugabe des farbstoffmarkierten Liganden fiir die zu
untersuchende Zelle individuell bestimmt. In diesem Beispiel ergibt sich eine Diffusionszeit
fiir die endogenen autofluoreszierenden Zellbestandteile von 7 = 6,5 ms und eine Partikel-
zahl von N = 35 bei einer mittleren Zéhlrate von 2,63 kcps. Die Zahlrate pro Molekiil betragt
damit 0,075 kcps fiir die Hintergrundfluoreszenz. Im Vergleich dazu wurde fiir Ro-Alexa eine
Zahlrate von 2,7 kcps / Molekiil gemessen. In Anwesenheit von 5 nM Ro-Alexa (N = 0,14)
berechnet sich nach Gl. 47;hieraus ein Anteil des Hintergrunds an der Amplitude der Autokor-
relationsfunktion von 17 %. Dieser Hintergrundanteil verringert sich fiir ansteigende Konzen-
trationen von Ro-Alexa auf 9, 4, 2 und < 1 % (fiir [Ro-Alexa], = 10, 25, 50 und > 100 nM)
und wurde dementsprechend beriicksichtigt.

Nach Zugabe von Ro-Alexa wurde die fokale Ebene wie oben beschrieben in der oberen
Zellmembran des selben Neurons positioniert sowie die Fluoreszenz aufgezeichnet und auto-

ganden durch das Detektionsvolumen erklédrt werden konnen. Die dazugehdrige Autokorrela-
tionsfunktion wird gut durch ein Modell mit drei diffundierenden Komponenten beschrieben

ronen (7p; = 48 us) wurden in unabhidngigen Experimenten vorher bestimmt und wéhrend
Anpassung der theoretischen Autokorrelationsfunktion (Gl. #0) an die MeBdaten konstant
gehalten. Die freien Parameter der Anpassung waren zwei Diffusionszeitkonstanten 7, und
3 sowie die einzelnen Anteile der drei Diffusionskomponenten am Autokorrelationsabfall
als auch die Anzahl der Teilchen N im effektiven Detektionsvolumen.

Eine weitere Erhohung der eingesetzten Ro-Alexa-Konzentration am selben Neuron

fiihrte zu hiufiger auftretenden Fluoreszenzspitzen (s. Abbildung 36! ¢; [Ro-Alexa], = 240

1
[ TR,

nM). Weiterhin wurde im Fokusscan durch die Zelle eine starke Anreicherung des fluoreszie-

=120 nM).
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Abbildung 34: Fokusscan entlang der optischen Achse durch ein Neuron ohne Ligand (schwarz) und
in Anwesenheit von 120 nM Ro-Alexa (blau).

Die aus der Autokorrelationsanalyse erhaltenen mittleren Diffusionszeitkonstanten wurden
nach Gl. '3__9_: in mittlere Diffusionskoeffizienten umgerechnet. Dabei wurden folgende Ergeb-
nisse fiir den freien und den gebundenen Liganden Ro-Alexa erhalten:

Dpei= (220+ 3) pm?/s (n = 25)
Dygeni= (1,324 0,26) um?/s (n = 20)
Digeno= (2,63 0,63)-10° um?/s (n = 22)

Die absolute Anzahl an gebundenem Ligand in der Zellmembran lie8 sich nicht beliebig
erhohen, sondern erreichte einen konstanten Wert, der von der Anzahl aller zur Verfligung
stehenden Bindungsstellen in der gesamten Probe abhidngig war. Die maximale Anzahl aller
Membranbindungsstellen in der gesamten Probe ist dquivalent zur maximal erreichbaren
Konzentration an séttigbar gebundenem Liganden (Bn.x). Bei Sittigung aller Bindungsstellen
in der Zellmembran entspricht die Anzahl an gebundenem Liganden im Detektionsvolumen
der Rezeptorendichte in der Zellmembran. Bei einer im Detektionsvolumen liegenden
Membranfliche von etwa 0,134 pm” wurde eine mittlere Rezeptorendichte in hippocampalen
Neuronen von p = (14,9 + 2,7) Rezeptoren/um? (n = 7) erhalten.

Ein Reaktionsmechanismus bei dem der farbstoffmarkierte Ligand (L") und die Bin-
dungsstellen in der Zellmembran (R) im Gleichgewicht mit dem gebundenen Ligand (L"-R)
stehen, geméil

kass
——

L* + R L*-R

kdiss
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fiihrt zu folgender Abhingigkeit der gebundenen Ligandkonzentration [L'] ., (umgerechnet in

Teilchen/Volumen) von der insgesamt eingesetzten Ligandkonzentration [L ]o:

Uy + By + Ky~ ([L], + By + K, | —4[L'], B

L] = 5 = (82)
mit [L'] gb = [L*-R]: Konzentration an gebundenem Ro-Alexa und
KD — kdiss — ([L* ]0 - [L* ]geb )(Bmax - [L* ]geb ) (83)

kass [L;k ] geb

Die eingesetzte Menge an Ligand [L*]O kann als konstant angesehen werden, da in unabhén-
gigen Experimenten keine wesentliche Adsorption des Liganden mit den GefaBwandungen
festgestellt wurde.

Aus der Auftragung der gebundenen Ligandkonzentration [L'] wn» Destimmt durch die
Analyse der Autokorrelationskurven, gegen die eingesetzte Ligandkonzentration [L*]o liel3
sich durch nichtlineare Kurvenpassung mit Gl. E_E%__Z_: fiir jede Zelle jeweils die Dissoziationskon-

stante (Kp) und die maximale Anzahl der Bindungsstellen (Bpax) bestimmen. Eine zusammen-
fassende Auftragung, die sich aus dem arithmetischen Mittel von sieben Bindungskurven

unterschiedlicher Neurone ergibt, zeigt :Abbildung 37: Die einzelnen Konzentrationen an

e 1

gebundenem Ligand [L'] geb wurden vor dem Zusammenfassen durch das individuelle Bpax

des einzelnen Experimentes dividiert, so dal3 eine Vergleichbarkeit der verschiedenen Kon-
zentrationen in den unterschiedlichen Zellexperimenten erreicht wurde. Die gemittelten rela-

tiven Werte [L'] geb /Bmax Wurden dann mit dem arithmetischen Mittel von By.x = (37,8 £ 7,7)
nM multipliziert und die erhaltene Auftragung [L'],,, vs. [L'], mit Gl 82! angepalit, wobei

Biax konstant gesetzt wurde.
Aus der Anpassung ergibt sich eine mittlere Dissoziationskonstante von

Kp=(9,9+1,9)nM (n=7)

Die mittlere Anzahl an maximalen Bindungsstellen betrug B.x = (37,8 7,7) nM (n = 7).
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Abbildung 36: Fluoreszenz-Zeit-Verlauf mit zugehoriger Autokorrelationsfunktion der Autofluores-

zenz, in Anwesenheit von 10 nM Ro-Alexa bzw. 240 nM Ro-Alexa (Pyj = 5 uW, Ao = 488 nm,
nihere Details zur Anpassung im Text).

a: Autofluoreszenz: m = 6,5 ms, N = 35.
b: 10 nM Ro-Alexa: m; =48 us (41 %), m =4,9 ms (30 %), m; =250 ms (29 %), N=3,1.
C: 240 nM Ro-Alexa: ;=48 us (71 %), m, = 4,1 ms (14 %), 3 =220 ms (15 %), N=15,1.
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Abbildung 37: Auftragung der mittleren gebundenen Ro-Alexa-Konzenzentration (umgerechnet in
Teilchen/Volumen) (n = 7) gegen die eingesetzte Konzentration sowie die Anpassung mit Gl."Lg_Q_.'.

Bei einer spezifischen Interaktion zwischen dem farbstoffmarkierten Benzodiazepin und
seinem Rezeptor in der Zellmembran, sollte sich der gebundene Agonist Ro-Alexa durch
einen UberschuB an unmarkiertem Agonist wieder freisetzen lassen. Die Verdringung des
gebundenen farbstoffmarkierten Liganden Ro-Alexa ([L"lo = 10 nM) erfolgte mit 8 bzw.
10 uM Midazolam. Midazolam wurde dem Agonisten Ro 07-1986/602 vorgezogen, da
Midazolam in dem benétigten Konzentrationsbereich deutlich besser wasserldslich ist und
zudem eine geringere Eigenfluoreszenz besitzt. Der Zeitverlauf der kompetitiven

und 148t sich durch einen monoexponentiellen Abfall gemél der Gleichung
[L Jeen () = [L], exp(—kyt) (34)

beschreiben. In vier von sieben Experimenten erfolgte die kompetitive Verdrangung erst nach
einer Zeitverzogerung von ca. 10 Minuten.

Der unspezifische Bindungsanteil, der sich nicht durch einen Agonistiiberschul3 verdrin-
gen lieB, betrug im Mittel zwischen 7 und 10 %. Dieser Wert war unabhédngig davon, ob der
Zeitverlauf der Verdringung durch wiederholte Messungen beobachtet wurde, oder nur eine
einzige Messung 60 Minuten nach Applikation des Midazolamiiberschusses ausgefiihrt
wurde. Eine mogliche irreversible Anderung des Bindungsanteils durch Photozerstérung

konnte deshalb ausgeschlossen werden.
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Abbildung 38: Auftragung des gebundenen Ro-Alexa-Anteils als Funktion der Zeit nach Zugabe von
10 uM Midazolam bei ¢ = 0 sowie die Anpassung des Zeitverlaufs mit Gl. 'Lg_4_: ([Ro-Alexa]y = 10 nM;
Taiss = 14,1 min).

Aus den einzelnen Verdrangungskurven ergibt sich eine mittlere Geschwindigkeitskonstante
fiir die Dissoziation des gebundenen Komplexes von

kaiss = (1,28 +0,08)-107 s™! (n = 5)

Aus der Dissoziationskonstanten (Kp) und aus der Geschwindigkeitskonstanten der Komplex-
dissoziation berechnet sich eine Assoziations-Geschwindigkeitskonstante von

kass = (1,30 £ 0,26)-10° 1 mol™ s (n = 5).

3.4 Dynamik synaptischer Vesikel in hippocampalen Boutons
Vor den FCS-Experimenten zur Untersuchung der Dynamik synaptischer Vesikel in hippo-

campalen Neuronen wurde die GroBle des Detektionsvolumens in der extrazelluldren Losung
iiber den Neuronen bestimmt. Dazu wurden 10 nM des Farbstoffs Rhodamin 6G (Rh6G) in
die extrazellulire Losung gegeben und 30 Sekunden lang aus den Fluoreszenzfluktuationen
die zugehorige Autokorrelationskurve mit Hilfe des Hardwarekorrelators berechnet. Aus der
Autokorrelationskurve wurde durch Anpassung mit GI. :_3__2_3_: T bzw. zo/wp erhalten und aus
diesen Werten sowie unter der Annahme eines Diffusionskoeffizienten fiir Rh6G von Drugg =
280 pmz/s [_Z_(_SE] mit Hilfe von GI. B__9_: die GroBe des Detektionsvolumens berechnet.
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Diffusionsprozel3 betrdgt in diesem Beispiel 7p = 26 ps und das Verhiltnis zo/wy = 6,0. Aus
der Diffusionszeitkonstanten folgte ein Radius in der fokalen Ebene der konsistent zwischen
170 und 180 nm lag (in diesem Beispiel: wo = 171 nm; zo = 1,03 um). Nach GI. @__3_: ist die
Grofle des Detektionsvolumen also etwa Ve ~ 0,06 fl. Die relative Grofle des Detektionsvo-
lumens zum Synapsenvolumen soll im folgenden abgeschitzt werden:

Eine typisches priasynaptisches Bouton hat einen Durchmesser von etwa 1 um. Bei na-
hezu sphérischer Gestalt ergibt das ein Volumen von etwa V, = 0,5 fl. Das Verhiltnis der
beiden Volumina zueinander betrigt also etwa Vi, / Vegr # 9. Hierbet ist zu berticksichtigen,
dal die Ausdehnung des Detektionsvolumens in der z-Achse insgesamt einen Durchmesser
von 2zy ~ 2 um besitzt, die Synapse aber nur einen Durchmesser von etwa 1 um, d.h. ein Teil
des Detektionsvolumens befindet sich aullerhalb der Synapse. Je nach MeBSkonfiguration kann
der Anteil des Detektionsvolumens, der sich auBlerhalb der Synapse befindet, unterschiedlich
sein. Das Verhiltnis Vi, / Vegr von ungefahr 9 ist deshalb eher als untere Grenze anzusehen.
2.4
2.2
2.0
1.8
1.6
1.4
1.2
1.0

G(t)

| T T T LR T T T T T
0.01 0.1 1 10 100

T/ ms

Abbildung 39: Autokorrelationsfunktion zur Bestimmung der Gréfle des Detektionsvolumen ausge-
fiihrt mit 10 nM Rh6G in der extrazelluldren Losung iiber hippocampalen Neuronen sowie Anpassung
mit dem 3D-Diffusionsmodell (N = 0,25, m =26 us, zo/wo= 6,0; = wy =171 nm, zo = 1,28 um).

Zur Farbung der synaptischen Vesikel wurde der Styrylfarbstoffs FM 1-43 verwendet. FM 1-
43 ist ein amphiphiles Molekiil mit einem lipophilen Dibutylaminophenyl-Rest (,,Schwanz*)

Farbstoff 146t sich iiber einen groBen Wellenldngenbereich anregen mit einem Absorptions-
maximum bei ca. 480 nm (Absorptions- und Emissionsspektrum im Anhang). Das Absorpti-
ons- und Emissionsverhalten ist dabei stark umgebungsabhidngig. In Wasser wird die
Fluoreszenz durch die Wassermolekiile iiberwiegend geldscht. In Membranen lagert sich das
Molekiil mit seinem hydrophoben Schwanz in die dullere Membrandoppelschicht ein, wih-
rend der hydrophile Kopfteil des Molekiils in der Losung verbleibt. Aufgrund des amphipilen
Charakters ist die Wahrscheinlichkeit des Molekiils, sich innerhalb der Membran zu drehen,
sehr gering. Mit der Einlagerung in die Membran erhoht sich die Fluoreszenz gegeniiber dem
Loschverhalten im Wasser um 2-3 GréBenordnungen {80]. Je nach Membranzusammenset-
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zung kann es zu spektralen Verschiebungen im Emissionsverhalten des Farbstoffs kommen,
wobei diese wahrscheinlich auf die mikroskopische Umgebung des Farbstoffs zuriickzufiihren
sind. Der Farbstoff &dndert seine Fluoreszenz auch in Abhéngigkeit vom Zellmembranpoten-
tial. Bei einer Hyperpolarisation von 100 mV vergrofert sich die Fluoreszenz um ca. 3 %, fiir
eine gleich grofe Depolarisation der Zellmembran verringert sich die Fluoreszenz entspre-
chend [80].

P e

Abbildung 40: Strukturformel des amphiphilen Styrylfarbstoffs FM 1-43.

Zur Anfarbung der synaptischen Vesikel wurde zundchst der Farbstoff FM 1-43 in einer
Konzentration von [FM 1-43]. = 15 puM in die extrazelluldre Losung gegeben. Die hohe
Farbstoffkonzentration sollte spéter zu einer moglichst hohen Dichte an Farbstoffmolekiilen
pro Vesikel fiihren.

Nachdem sich ein Gleichgewicht zwischen gelostem und in die duBere Zellmembran-
schicht eingelagertem Farbstoff eingestellt hat, wurden Aktionspotentiale in den Neuronen
generiert. Die Aktionspotentiale wurden durch Depolarisation der Plasmamembran hervorge-
rufen, entweder durch eine erhdhte extrazellulire Kaliumionenkonzentration ([K '], = 40 mM)
oder durch elektrische Feldstimulation. Bei der letzten Methode wurde mit Hilfe von zwei
Platindrdhten, die sich auf dem Boden des Deckglases in der extrazelluldren Losung in einem
Abstand von ca. 1,0 cm voneinander befanden, ein elektrisches Feld mit einer Feldstirke von
ca. 15 V/cm erzeugt, indem durch die Platindrdhte kurze Strompulse mit einer Amplitude von
I =40 mA, einer Lange von ¢ = 1 ms und einer Frequenz von f, = 10 Hz appliziert wurden.
Die Anzahl der Strompulse wurde den experimentellen Bedingungen angepalit und betrug
zwischen 80 und 240. Die Depolarisation der Zellmembran wurde in Anwesenheit von 10 uM
NBQX (Blocker der postsynaptischen AMPA-Rezeptoren) zur Vermeidung von periodisch
wiederkehrenden Aktionspotentialen ausgefiihrt und erfolgte, soweit nicht anders angegeben,
mit Hilfe der externen Feldstimulation.

Die generierten Aktionspotentiale fiihrten zur Verschmelzung unmarkierter Vesikel mit
der Plasmamembran (Exozytose). Aufgrund der Kopplung von Exozytose und Endozytose
wurde ebenfalls die Abschniirung von Vesikeln aus der Membran (Endozytose) hervorgeru-
fen. Durch diesen Prozef3 der Endozytose lagerten die Vesikel mehrere hundert Farbstoffmo-
lekiile in ihre innere Lipidschicht ein.

50 s nach Ende der Strompulsapplikation wurde der Farbstoff aus der Neuronenmembran

41 faBt den Mechanismus zur Vesikelanfirbung schematisch zusammen.
Nach dem Auswaschen des Farbstoffs aus der Plasmamembran der Neurone wurde durch
gleichméBige Beleuchtung des Mikroskopobjektivs ein Fluoreszenzbild (Laserleistung vor
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dem Objektiv Pyp; = 1 pW) aufgenommen. Synapsen mit farbstoffmarkierten Vesikeln sind

als einzelne punktformige Anfirbungen zu erkennen (sieche Abbildung 42).

| R L

Freisetzbare Vesikel Freisetzbare Vesikel
ungefarbt geféarbt

HHHHHHHH —_—
AN oo N2
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| . \ 1
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YA i N , Auswaschen | ﬂ :
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I 1 )
| 1
| 1
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1 1
1 1
1 1
| 1

Abbildung 41: Schematische Darstellung der Anfarbung synaptischer Vesikel mit FM 1-43. Die
ungefarbten Vesikel fusionieren mit der farbstoffmarkierten Plasmamembran, aus der durch den
Prozefl der Endozytose gefarbte Vesikel entstehen. Diese lassen sich durch Exozytose wieder entfar-
ben (nach [82], veréndert).

Ein einzelner Fluoreszenzspot wurde herausgesucht und in das Zentrum des Laserstrahls
durch Verschieben des Mikroskoptisches positioniert. AnschlieBend wurde das Fluoreszenz-
profil der Synapse durch Scannen des Mikroskopobjektivs entlang der optischen Achse auf-

____________

43).

Im Maximum des Fluoreszenzspots wurde der Fluoreszenz-Zeit-Verlauf der mit farb-

stoffmarkierten Vesikeln beladenen Synapse mit einer Zeitauflosung von 200 us pro Zeitin-
tervall mit Hilfe der Zahlkarte aufgezeichnet. Die Intensitit des Anregungslichtes wurde mit
Neutraldichtefiltern auf Py, = 50 nW abgeschwicht. Trotz der geringen Leistung des Laser-
strahls kam es aber bei kontinuierlicher Beleuchtung der Probe zu einer Photozerstérung.
Ein weiteres Abschwiéchen des Laserstrahls zur Verhinderung der Photozerstérung wurde
nicht vorgenommen, da die durchschnittliche Zahlrate bei vielen Experimenten nur ungefahr
10 kcps betrug und ein weiteres Abschwéchen um einen Faktor 5-10 die Zéhlrate zu nah an
die Dunkelzdhlrate der APD von etwa 0,2 kcps gebracht hitte.
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Abbildung 42: Hippocampale Nervenzelle in einer Durchlichtaufnahme (DIC, links) und nach Anfar-
bung synaptischer Vesikel mit 15 uM FM 1-43 (rechts).

Zur Vermeidung phototoxischer Effekte und Photozerstorung wurde die Probe vielmehr nur
10 ms lang pro 100 ms Zeitintervall mit einer Anregungsleistung von P, = 50 nW beleuchtet
(10 Hz Abtastfrequenz). Dem gesamten 100 ms Zeitintervall wurde spéter das arithmetische
Mittel der gesammelten Photonen aus dem 10 ms Belichtungs-Zeitintervall zugeordnet. Im
Vergleich zur kontinuierlichen Beleuchtung der Probe konnte somit das gleiche Si-

gnal/Hintergrund-Verhéltnis erreicht werden.

Fl. / cps -10°
S STV
o O O O O
L i 1 1 1

70.0 72.5
Fokuspos. /um

1 pum

/

1pum
Abbildung 43: 2-D Bild einer einzelnen Synapse mit farbstoffmarkierten Vesikeln (links) mit dazuge-
horiger Fluoreszenz-Intensitatsverteilung (mitte) und Fokusscan entlang der optischen Achse durch
das Bouton (rechts).

Ein typischer Fluoreszenz-Zeit-Verlauf einer unstimulierten Synapse ist in :Abbildung 44

_____________

dargestellt.
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Abbildung 44: Fluoreszenz-Zeit-Verlauf einer unstimulierten Synapse mit farbstoffmarkierten Vesi-
keln.

Es sind schnelle Fluoreszenzfluktuationen als auch langsame im Zeitbereich von 20-100 s zu
erkennen. Mogliche Ursachen fiir die Fluktuationen kdnnen sowohl biologisch, wie z.B.
Bewegung von Vesikeln bzw. der gesamten Synapse, als auch nicht-biologisch sein, z.B.
Fluktuationen der Laserstrahlintensitit, Bewegung der MeBBkammer bzw. des Mikroskops.
Zur Abgrenzung dieser Moglichkeiten wurden die Boutons nach Vesikelfarbung mit FM 1-43
mit 4 % Paraformaldehyd-Losung fixiert. Fluktuationen, die durch einen nichtidealen Mef3-

zenz-Zeit-Verlauf fiir ein fixiertes Bouton einige zehn Sekunden nach der Fixierung
dargestellt und im Vergleich dazu im entsprechenden Mafistab fiir ein unbehandeltes Bouton
verschwunden. Nur eine leichte Drift in der Fluoreszenz mit einer Zeitkonstanten von etwa
10% Sekunden ist erkennbar. Nichtbiologische Fluktuationsursachen kénnen im betrachteten
Zeitbereich also weitgehend ausgeschlossen werden.

Zur weiteren Analyse der Fluoreszenzfluktuationen wurden die Autokorrelationsfunk-

____________

die Fluoreszenz-Autokorrelationsfunktion des fixierten Boutons sich nahezu wie weilles
Rauschen verhilt, ist fiir eine unbehandelte Synapse eine abfallende Autokorrelationskurve
erkennbar. Unterstellt man frei diffundierende, nicht interagierende Teilchen, so kann die
berechnete Autokorrelationsfunktion mit Gl. 38; angepaBt werden. Aus der Amplitude wird
die Anzahl der Teilchen im effektiven Detektionsvolumen N erhalten, aus der Zeitkonstanten
des Korrelationskurvenabfalls 7p und mit Hilfe von Gl. B_E)_l der Diffusionskoeffizient D. Somit
ergaben sich die folgenden Werte: N=17; o= 11's, = D =0,75-10~ um?/s
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Abbildung 45: Fluoreszenz-Zeit-Verlauf einer Synapse mit farbstoffmarkierten Vesikeln nach Fixie-
rung mit 4 % Paraformaldehyd.
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Abbildung 46: Fluoreszenz-Zeit-Verlauf einer unstimulierten Synapse mit farbstoffmarkierten Vesi-
keln.

Die Anpassung mit dem theoretischen Modell frei diffundierender Teilchen ist allerdings
nicht adéiquat. Synaptische Vesikel haben einen Durchmesser von etwa 40 nm [18] und kon-
nen durch eine Vielzahl von Proteinen mit ihrer Umgebung interagieren.
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Abbildung 47: Autokorrelationsfunktionen fiir das fixierte und das unbehandelte Neuron aus den
beiden vorherigen Abbildungen. Die Anpassung der Autokorrelationskurve mit einem dreidimensio-
nalen Diffusionsmodell (GI.38) ist in rot eingezeichnet (N=31; m=11s, = D =0,75-10" um?/s).

Aus Untersuchungen ist bekannt, dafl dendritische Dornen in lebenden Zellkulturen betracht-
lich mobil sind und reorganisiert werden {81]. Dies wird besonders wihrend der Zeit der
Synaptogenese (Tag 0-10 nach Préparation) beobachtet, wobei nach 10 Tagen die Beweglich-
keit geringer wird [81]. Im Rahmen dieser Arbeit wurden deshalb Neurone zwischen dem 13.
und 22. Tag nach der Priparation verwendet.

Langsame Anderungen in den beobachteten Fluoreszenzverliufen miissen dennoch nicht
ausschlieBlich von der Bewegung synaptischer Vesikel herrithren, sondern konnen durch eine
langsame Bewegung der gesamten Synapse durch den Laserstrahl iiberlagert sein. Eine Posi-
tionsverdnderung der Probe wurde aber selbst innerhalb der ldngsten Messungen von 20
Minuten Dauer nicht beobachtet, wobei mit dem Auge eine Positionsverschiebung des Mel3-
ortes um 0,5 pm erkennbar gewesen wire. Die Positionsdnderung des MeBortes betrug also
maximal 0,4 nm/s. Bei einem durchschnittlichen Radius in der fokalen Ebene des Detektions-
volumens von 175 nm betrigt der Effekt max. 4,5 % in 20 s.

Um eine mogliche Uberlagerung der Vesikelbewegung durch die Bewegung des gesam-
ten MeBortes zu minimieren, wurde der mittelwertsubtrahierte Fluoreszenzdatensatz vor der
Analyse mit 0,05 Hz hochpassgefiltert, und zur Analyse der Fluoreszenzfluktuationen im
weiteren das Leistungsspektrum der gefilterten Fluoreszenzdaten verwendet (cf. Kap. ;’:2:2:5

Im folgenden soll iiberpriift werden, ob und ggf. in welchem Maf3e die Vesikelmobilitit
modulierbar ist. Durch systematische Applikation verschiedener Pharmaka, die regulierend in
der Synapse eingreifen, sollen zunichst die Grundlagen der Vesikelbeweglichkeit in der
unstimulierten Synapse verstanden werden. Die verwendeten Pharmaka wirken sowohl auf
Kinasen und Phosphatasen als auch auf das Cytoskelett in der Synapse.

73



3.4.1 Kinasen-Inhibitoren

Der zellpermeable Wirkstoff ML-7 ist ein potenter Inhibitor der Myosin-Leichtketten-Kinase
(K; = 300 nM), blockt aber in hoheren Konzentrationen auch die Proteinkinase A (K; = 21
uM) und die Proteinkinase C (K; = 42 uM). Die Myosin-Leichtketten-Kinase (myosin light
chain kinase, MLCK) benétigt zur Aktivierung die Bindung eines Komplexes aus Ca>" und
Calmodulin und phosphoryliert im aktivierten Zutand die leichte Kette des Motorproteins

ment in Wechselwirkung treten und sich entlang des Actinfilamentes fortbewegen. Im de-
phosphorylierten Zustand ist das Motorprotein jedoch inaktiv [21]).

Myosin- Myosin mit nicht
Calmodulin Leichtketten- phosphorylierter
Kinase leichter Kette

ATP
Caz:; / Ml
%o
) AKTIVIERTE
g PROTEINE

Abbildung 48: Schematische Darstellung der Aktivierungskaskade von Ca”**/Calmodulin/Myosin-
Leichtketten-Kinase und Myosin (nach {2 l-:], verdndert).

INAKTIVE
PROTEINE

Zur Untersuchung eines Effektes der MLCK auf die Vesikelmobilitdt wurde nach Anfarbung
der Vesikel und Auswaschen des Farbstoffs aus der Membran 15 uM ML-7 der extrazellula-
ren Losung zugegeben, und der Fluoreszenz-Zeit-Verlauf nach einer Einwirkzeit von 10-20
Minuten gemessen. Zu Kontrollzwecken wurden die Fluoreszenzmessungen ohne die Einwir-
kung von ML-7 mit Neuronen der gleichen Zellpréparation wiederholt. Bei der Auswahl der
Boutons fiir die Kontrollmessungen und unter Pharmakoneinwirkung wurde darauf geachtet,
daB die Fluoreszenz-Zéhlraten der einzelnen Boutons vergleichbar sind, d.h. dafl die Anzahl
der farbstoffmarkierten Vesikel pro Bouton ungefdhr gleich ist. Ein typisches Beispiel des
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Abbildung 49: Typischer ungefilterter Fluoreszenz-Zeit-Verlauf in einem unstimulierten Bouton ohne
Wirkstoffeinflul (Kontrollbedingung).
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Abbildung 50: Beispiel eines ungefilterten Fluoreszenz-Zeit-Verlaufs in einem unstimulierten Bouton
in Anwesenheit von 15 uM ML-7.

Die Fluktuationen in Anwesenheit von 15 uM ML-7 sind im Vergleich zur Kontrolle deutlich
reduziert. Zur Analyse der Fluoreszenzdaten wurde von diesen zundchst der Mittelwert sub-

filterte Fluoreszenzbeispiel ohne ML-7 Einwirkung.
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Abbildung 51: Fluoreszenz-Zeit-Verlauf aus A

Aus den gefilterten absoluten Fluoreszenzfluktuationen wurde dann das Leistungsspektrum
des einzelnen Datensatzes berechnet. Das Ergebnis aller Fluoreszenzmessungen unter glei-
chen Bedingungen ist das arithmetische Mittel der einzelnen Leistungsspektren. Fiir die Ein-
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Abbildung 52: Mittleres Leistungsspektrum vor dem Zusammenfassen der Punkte: 15 uM ML-7 (blau,
n = 13); Kontrolle (schwarz, n = 13);

Zur besseren Ubersicht wird im folgenden die Anzahl der dargestellten Datenpunkte im Lei-
stungsspektrum reduziert, indem nur das arithmetische Mittel in dquidistanten Zeitintervallen
abgebildet wird. Die so erhaltenen Leistungsspektren der Fluoreszenzfluktuationen fiir ML-7

76



Leistungsspektrum

IIIIII""I 1 I LI I
5678 2 3 4 5678
0.1 1

Frequenz / Hz

Abbildung 53: Mittleres Leistungsspektrum: 15 pM ML-7 (blau, » = 13); Kontrolle (schwarz, n = 13);
weilles Rauschen (grau).

Im Vergleich zu Kontrollbedingungen sind in Anwesenheit von ML-7 die Fluktuationen im
Frequenzband zwischen 0,05 und 0,6 Hz signifikant erniedrigt. Die Verringerung im Lei-
stungsspektrum kann zwei mogliche Ursachen haben. Zum einen konnte sich die Anzahl der
fluktuierenden Vesikel verringert haben, zum anderen ist eine geringere Mobilitdt der Vesikel
bei unverdnderter Vesikelanzahl moglich oder es konnte eine Mischung aus beiden Prozessen
sein. Die Anzahl der Vesikel im Detektionsvolumen wurde iiber die Varianz des gefilterten
Datensatzes berechnet (cf. Gl. #4). Dabei wurde sowohl fiir die Zufilligkeit der
Fluoreszenzemission (Gl. 46) als auch fiir die Hintergrundfluoreszenz korrigiert (Gl. i73).
Weiterhin wurde bei der Berechnung der Vesikelzahl berticksichtigt, dal das Detektionsvo-
lumen entlang der optischen Achse in beiden Richtungen ab einem Radius von zy = 0,5 pm
aus dem Bouton herausragt (Boutondurchmesser: etwa 1 um). Hieraus berechnet sich ein
etwa 1,8 fach kleineres Detektionsvolumen im Vergleich zu einem dreidimensionalem Gaul3-

zusammengestellt.

Tabelle 3: Ergebnisse der Varianzanalyse unter ML-7-Einwirkung und Kontrollbedingungen.

<F(t)> / kaS <6F(t)2> / ka52 Niotal ]\]im/(Mm+Nm)
Kontrolle 79+27 1,91+£0,78 21,899 0,83+0,10
15 uM ML-7 7,137 1,23+0,43 27,0+ 18,7 0,87+0,07
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Die berechnete Vesikelanzahl im Detektionsvolumen Ny, 1st aufféllig hoch. Aus den Stimu-
lations-Experimenten zur Bestimmung der mittleren Zéhlrate pro Vesikel wurde ein Wert von
Qves = 2 keps/Vesikel erhalten (s.u.). Bei vergleichbaren mittleren Zéhlraten <F(#)> von etwa
7,5 keps in Anwesenheit von ML-7 oder unter Kontrollbedingungen wiirde man deshalb eine
Vesikelanzahl von ca. 3 erwarten. Die aus der Varianzanalyse berechnete mittlere Vesikelzahl
liegt aber zwischen 22 und 27. Die scheinbar zu hohe Vesikelanzahl kann aber mit einem
Anteil immobiler Vesikel erklidrt werden, die unter den experimentellen Bedingungen nicht
zur Varianz der Fluoreszenz <8F(f)*>, aber zur mittleren Fluoreszenz <F(z)> beitragen. Dies
fiihrt zu kleineren normierten Fluoreszenzfluktuationen <6F(t)2>/<F (t)>2 und somit zu einer
grofleren Teilchenzahl N (cf. Gl. El_zl_b

Die immobilen Vesikel verhalten sich formal also wie Hintergrundfluoreszenz. Die aus der
Varianzanalyse erhaltene Teilchenzahl Ny, kann also in Anlehnung an Gl. .*_7__4: auch wie folgt
geschrieben werden:

1 N,

G(r=0)=1+——=1+ m (85)
Ntotal (N m +N im )2

(Nm = mobile Vesikelanzahl; N;, = immobile Vesikelanzahl).
Die mittlere Fluoreszenz setzt sich dementsprechend aus mobilen und immobilen Vesikeln

zusammen:
<F(t)> = (Nm + Nim )qves (86)

(g, = 2 keps; mittlere Zéhlrate pro Vesikel bestimmt aus den Stimulations-Experimenten).

Aus den vorherigen beiden Gleichungen berechnet sich die Anzahl der mobilen Vesikel N,
wie folgt:

N - «F(’])J#) (87)

total

und somit ergibt sich der immobile Anteil der Vesikel Niy/(Nim + Ny aus:

Nim — 1 _ <F(t)>
N, +N_ Gues N

(88)

total

Der nur geringfiigig hohere immobile Vesikelanteil unter ML-7 Einwirkung verglichen mit
den Kontrollbedingungen legt den Schluf3 nahe, dafl der deutliche Unterschied in den beiden
Leistungsspektren tiberwiegend durch eine Verlangsamung der Vesikelbewegung verursacht
wird. Da im Stimulationsexperiment Ereignisse geringer Intensitdt aufgrund des Rauschlevels
nicht detektiert werden konnten, ist die mittleren Zéahlrate pro Vesikel moglicherweise iiber-
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schitzt. Es wiirde sich bei einem kleinerem Wert von ¢, eine entsprechend geringerer

immobiler Anteil ergeben.

Den EinfluB von Proteinkinase-A-abhingigen Prozessen wurde durch 100 uM Rp-8-Br-
cAMPS, einem Blocker der Proteinkinase A mit Priferenz fiir den Subtyp I, untersucht [84].
Die Proteinkinase A ist ein Enzym, das in Antwort auf eine Erh6hung an intrazellulirem
zyklischem Adenosin-5 -monophosphat (¢cAMP) hin Zielmolekiile phosphoryliert.

Die Proteinkinase besteht in der inaktiven Form aus einem Komplex von zwei regulatorischen
und zwei katalytischen Untereinheiten. An jede regulatorische Untereinheit konnen zwei
cAMP-Molekiile binden, wobei die Bindung von zwei cAMP-Molekiilen ausreicht, um aus
dem tetrameren Komplex die beiden katalytischen Untereinheiten freizusetzen. Der Typ I der
Proteinkinase A befindet sich iiberwiegend im Cytoplasma, wéahrend der Typ II iiber seine
regulatorische Untereinheit an die Plasma- bzw. Kernmembran und Mikrotubuli gebunden ist
[21].

Die mittleren Leistungsspektren unter Kontrollbedingungen und unter Wirkstoffeinfluf3

_____________

Leistungsspektrum
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Abbildung 54: Mittleres Leistungsspektrum: 100 pM Rp-8-Br-cAMPS (blau, n = 14); Kontrolle (n =
15).
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Bisindolylmaleimid I ist ein selektiver zellpermeabler Inhibitor der Proteinkinase C (K; = 10
nM) und zeigt hohe Selektivitit fiir die Isoenzyme PKCa, BI, BIL vy, 6 und €. Bisindolyl-
maleimid I agiert als kompetitiver Inhibitor fiir die ATP-Bindungsstelle der Proteinkinase C
(PKC) und blockt in héheren Konzentrationen auch die Proteinkinase A (K; =2 uM) [8_5] Die
Funktion der Proteinkinase C, besteht in der Phosphorylierung von spezifischen Zielproteinen
an Serin- und Threonin-Resten.

Es gibt mindestens 9 Isoformen der PKC, die alle im Nervengewebe vorkommen [1:@
Man unterscheidet die sogenannten Hauptformen (o, BI, BII und vy), die durch Ca®" aktiviert
werden konnen und alle eine Ca2+-Bindungsstelle besitzen, von den Nebenformen (z. B. 9, €
und &), die Ca” -unabhingig arbeiten. Alle Isoformen kénnen durch Diacylglycerol oder
Phorbolester aktiviert werden [21].

Inhibition der PKC durch 1 pM Bisindolylmaleimid I zeigt keinen signifikanten Unter-
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Abbildung 55: Mittleres Leistungsspektrum: 1 uM Bisindolylmaleimid I (» = 7); Kontrolle (n = 13).

Ca2+/Calmodulin-abhénigige Proteinkinasen (CaM-Kinasen) katalysieren die Phosphorylie-
rungsreaktion an Serin- oder Threonin-Reste in Proteinen. Zur Aktivierung dieser Kinasen
muB zunichst Ca’" an das Protein Calmodulin binden. Calmodulin besitzt vier hochaffine
Bindungsstellen fiir Ca>” und unterliegt einer Konformationsinderung, wenn es Ca”" gebun-
den hat. Im Ca’’-gebundenen Zustand kann Calmodulin dann unter erneuter Konformati-
onsidnderung an andere Proteine binden und so z.B. die CaM-Kinasen aktivieren. Zur Familie
der CaM-Kinasen gehoren z.B. die MLCK und die CaM-Kinase II ILé_i_]
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Die CaM-Kinase II ist besonders in den Synapsen von Nervenzellen angereichert und wird
wie bereits erwihnt durch Ca”*/Calmodulin aktiviert. Die CaM-Kinase II phosphoryliert aber
nicht nur andere Proteine, sondern auch sich selbst (Autophosphorylierung). Dadurch bleibt
das Enzym selbst dann noch aktiv, wenn Ca>*/Calmodulin entfernt ist. Erst wenn Phosphata-
sen die durch Autophosphorylierung initiierte Enzymaktivitét libertreffen, wird das Enzym
inaktiv [21].

Zum Blocken der CaM-Kinase II wurde 4 uM KN-62, ein selektiver Inhibitor der CaM-
Kinase II in Rattenhirnen (K; = 900 nM) {86], zu den Neuronen gegeben und die Fluoreszenz-
Zeit-Funktion aufgenommen. Die mittleren Leistungsspektren der Fluoreszenzfluktuationen
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Abbildung 56: Mittleres Leistungsspektrum: 4 uM KN62 (blau, z = 8); Kontrolle (n = 7).

Die Inhibition einer einzelnen Kinasenklasse (wie z. B. der Proteinkinase A) konnte unter
Umstidnden durch die vermehrte Aktivierung anderer Kinasenklassen kompensiert werden.
Aus diesem Grunde wurden die Inhibitoren, die keinen Unterschied in der Vesikelmobilitét
unter Einsatz des Inhibitors und Kontrolle erkennen lieen (Rp-8-Br-cAMPS, Bisindolyl-
maleimid I und KN-62), gleichzeitig angewendet. Das mittlere Leistungsspektrum des Inhi-
bitorenmixes aus 100 uM Rp-8-Br-cAMPS, 1 uM Bisindolylmaleimid I und 4 uM KN-62 im

______________

spektren {iberlappen nahezu, wobei sich bei Anwendung aller drei Inhibitoren eine leichte
Erhohung der Fluoreszenzfluktuationen zeigt. Der Effekt ist aber nicht sehr ausgepragt.
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Abbildung 57: Mittleres Leistungsspektrum: 100 uM Rp-8-Br-cAMPS + 1 uM Bisindolylmaleimid I +
4 uM KN-62 (n = 13); Kontrolle (n = 13).

3.4.2 Cytoskelett

Zur Untersuchung einer Abhingigkeit der beobachteten Fluoreszenzfluktuationen vom Mi-
krotubulus, wurden die Mikrotubuli durch Inhibition der Tubulinpolymerisation mit 10 uM
Colchicin zerstort.

Das Bewegungsverhalten der Vesikel wurde durch diesen ProzeB nicht verdndert, wie der

Vergleich der Leistungsspektren mit und ohne Colchicin in Abbildung 58izeigt.

Die starke Mobilitdtsverringerung der synaptischen Vesikel durch Inhibition der MLCK a6t
die Beteiligung von Actinfilamenten vermuten, da Actin ein Bindungspartner der Myosine ist.

Das Pilzgift Cytochalasin D oder das Toxin Latrunculin B verkiirzen die Actinfilamente,
indem sie die weitere Addition von Action-Monomeren an das plus-Ende des Polymers
bloc??ken [21].

Der Einflu8 von Actinfilamenten auf die Beweglichkeit von synaptischen Vesikeln wurde
untersucht, indem entweder Cytochalasin D oder Latrunculin B in die extrazellulire Losung
gegeben wurde. Die Leistungsspektren in Anwesenheit von 10 uM Cytochalasin D

schied zu Kontrollbedingungen.

Um die Effektivitdt der Actinpolymerisations-Inhibition zu erhdhen, wurde die Konzentration
von Latrunculin B auf 25 uM erhoht und die Einwirkzeit verldngert, indem das Toxin fiir 70
Minuten in die extrazelluldre Losung im Inkubator gegeben wurde. Nach dieser Zeit wurden
die Neuronen mit Farbstoff beladen und nachfolgend wieder mit 25 uM Latrunculin B ver-
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setzt. Auch unter diesen Bedingungen wurde keine Anderung der Vesikelmobilitit beobachtet

Leistungsspektrum

Frequenz / Hz
Abbildung 58: Mittleres Leistungsspektrum: 10 uM Colchicin (blau, n = 10); Kontrolle (n = 12).

Leistungsspektrum
N

Frequenz / Hz
Abbildung 59: Mittleres Leistungsspektrum: 10 uM Cytochalasin D (blau, n = 9); Kontrolle (n = 12).
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Abbildung 60: Mittleres Leistungsspektrum: 1 uM Latrunculin B (blau, n = 14); Kontrolle (n = 17).
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Abbildung 61: Mittleres Leistungsspektrum: 25 uM Latrunculin B mind. 70 min vorinkubiert (rn = 13);
Kontrolle (n = 10).
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3.4.3 Kinasen-Aktivatoren

Eine Phosphoprotein-Phosphatase (oder kurz nur Phosphatase) ist ein Enzym, das eine Phos-
phatgruppe aus einem Protein durch Hydrolyse entfernt. Die Phosphatasen werden nach der
Spezifitdt gegeniiber ihren Zielmolekiilen in zwei Hauptgruppen unterteilt: Die Serin-
/Threonin-Phosphatasen sowie die Tyrosin-Phosphatasen. Die Serin-/Threonin-Phosphatasen
werden weiter unterteilt in die Typen 1 und 2. Wéhrend die Phosphatasen des Typs 1 durch
Hitze und sédurestabile Proteininhibitoren deaktiviert werden kénnen, sind die Typ 2 Phos-
phatasen unempfindlich gegeniiber diesen Inhibitoren. Bei den Phosphatasen des Typs 2
findet eine weitere Unterscheidung durch das Verhalten gegeniiber divalenten Kationen statt:
Die Phosphatase 2B benédtigt Ca®" und wird durch Ca**/Calmodulin reguliert; die Phosphatase
2C benétigt Mg®*; und die Phosphatase 2A benétigt keine der beiden Kationen [87].
Okadaséure ist ein potenter Inhibitor der Phosphatase 1 und der Phosphatase 2A [88]

wesenheit von 5 uM Okadaséure ist eine deutliche Aktivitdtssteigerung der Vesikel im Ver-
gleich zu unbehandelten Neuronen zu beobachten.
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Abbildung 62: Beispiel eines ungefilterten Fluoreszenz-Zeit-Verlaufs in einem unstimulierten Bouton
in Anwesenheit von SuM Okadaséure.

Ein weiterer Unterschied im Vergleich zu den vorher gezeigten Leistungsspektren wird bei
hohen Frequenzen deutlich. Wéhrend die oben gezeigten Leistungsspektren im schnellen
Frequenzbereich iiberlappen, so ist dies unter Okadasdure im Vergleich zu unbehandelten
Neuronen nicht der Fall. Eine Verschiebung des Leistungsspektrums nach oben ist bei ver-
gleichbaren Zahlraten unter beiden Bedingungen ein Indiz fiir eine héhere Anzahl an fluktuie-
renden Vesikeln. Erhoht man die Abtastrate von 10 Hz auf 20 Hz (5 ms Belichtung pro 50 ms
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_________

auch zu einer leicht erhdhten Vesikelmobilisierung.

Tabelle 4: Varianzanalyse in Anwesenheit bzw. ohne 5 uM Okadaséure (OA).

<F(1)> / keps <8F(1)*>> / keps®  Notl Nin/(Nim+Nin)
Kontrolle 11,8+3,0 3,79+ 0,64 23,8+8.5 0,76+ 0,07
5 uM OA 10,9+ 3.4 6,13+ 2,54 14,2+8.5 0,60+ 0,15
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Abbildung 63: Mittleres Leistungsspektrum bei 10 Hz Abtastrate: SuM Okadasdure (blau, n = 10,
Einwirkzeit: mind. 28 min); Kontrolle (n = 14).
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Abbildung 64: Mittleres Leistungsspektrum bei 20 Hz Abtastrate: 5 pM Okadasédure (blau, n = §;
mind. 25 Einwirkzeit); Kontrolle (n = 7).

Die Aktivierung der Proteinkinase A durch 10 uM Forskolin ergab uneinheitliche Ergebnisse.
In reinen hippocampalen CA3/CA1-Kulturen (d. h. solche ohne die Kornerzellen des Gyrus
beobachteter Effekt (Daten nicht gezeigt) konnte auf einen erhohten Kornerzellen-Anteil
zuriickzufiihren sein (cf. unten, LTP-Kapitel).

In Anwesenheit von 200 nM PMA, einem Aktivator der Proteinkinase C, werden die farb-
stoffmarkierten Boutons innerhalb von 30 Minuten fast vollstindig entfarbt. Die Leistungs-

zusammengestellt. Unter PMA-Einwirkung ist die Kurve des Leistungsspektrums leicht nach
oben verschoben.

Besitzt ein Protein Phosphorylierungsstellen fiir unterschiedliche Kinasen, so konnte die
Aktivierung einer einzelnen Klasse von Proteinkinasen durch die Inhibition anderer Kinasen-
klassen zum Teil wieder kompensiert werden. Ein Effekt auf die Proteinaktivitit konnte
dadurch maskiert werden. Durch die gleichzeitige Aktivierung der Proteinkinasen A und C
durch 10 uM Forskolin und 200 nM PMA sollte diesem Effekt vorgebeugt werden. Einen

zeigte sich eine starke Entfarbung der Probe, wie unter der Einwirkung von PMA allein.
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Abbildung 65: Mittleres Leistungsspektrum: 10 pM Forskolin (blau, » = 12); Kontrolle (n = 15).
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Abbildung 66: Mittleres Leistungsspektrum: 200 nM PMA (n = 14); Kontrolle (n = 24).
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Abbildung 67: Mittleres Leistungsspektrum: 10 uM Forskolin + 200 nM PMA (n = 12); Kontrolle (n =
16).

Ein deutlicher Effekt der Actinbeteiligung auf die Vesikelbewegung ist unter Umsténden erst
nach einer Aktivierung der Vesikel zu beobachten. Trotz der klaren Verringerung der Vesi-
kelbewegung durch die Inhibition der MLCK blieben die Actinpolymerisations-Inhibitoren
Cytochalasin D und Latrunculin B ohne Wirkung (s. oben). Deshalb wurde mit 1, 10 und 25
uM Latrunculin B fiir 60 Minuten vorinkubiert, um eine weitestgehende Depolymerisation
von F-Actin sicherzustellen, und sodann in Anwesenheit von 5 pM Okadasdure gemessen.

Vesikelmobilisierung und Mobilitdtserhohung (blaue Kurve). Die Ergebnisse wurden durch
die zusitzliche Anwesenheit von 1 uM Latrunculin B nicht signifikant verdndert (griine
Kurve). Erst eine Konzentration von 10 bzw. 25 uM Latrunculin B (beide Datensitze sind
zusammengefalit als rote Kurve) fiihrte zu einer deutlichen Erhhung der Fluoreszenzfluktua-
tionen. Der immobile Vesikelanteil im Vergleich zu 5 uM Okadaséure ist nahezu unveréandert.
Die zusitzlichen Fluktuationen sind also auf eine erh6hte Beweglichkeit der Vesikel zuriick-

zufiihren.
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Tabelle 5: Ergebnisse der Varianzanalyse in Anwesenheit von 5 uM Okadasdure (OA), 1/10/25 uM
Latrunculin B (LB) sowie ohne Wirkstoffeinfluf3.

<F (t)> / kaS <OF (t)2> / kaS2 Niotal ]vlm/ (Mm+N m)
Kontrolle 11,5+3,7 2411084 35,6133 0,85+£0,06
5 uM OA 12,3+£2,3 3,78+ 1,35 18,5+3.,6 0,74+0,15
SuM OA +1uM LB 10,9+2.,6 3,69+ 1,38 21,669 0,77+0,17
SuM OA +1025uM LB 12,4+44 5,41+2,85 19,3£5,8 0,78+ 0,34
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Abbildung 68: Mittleres Leistungsspektrum: 5 uM Okadasdure (blau, n= 9, Einwirkzeit OA: 12 min);
Kontrolle (n = 11); SuM Okadasdure + 1 uM Latrunculin B (griin, » = 11, LB 60-70 min vorinku-
biert); 5 uM Okadasdure + 10/25 uM Latrunculin B (rot, n = 12, LB 60-70 min vorinkubiert,).

344 EGTA-AM

Der EinfluB einer verringerten internen Ca’’-Konzentration auf die Vesikelmobilitit wurde
durch Applikation von 10 uM EGTA-AM untersucht. Zunichst wurden die Vesikel mit FM
1-43 angefarbt und der Farbstoff aus der Neuronenmembran ausgewaschen. Dann wirkte 30
Minuten lang 10 uM EGTA-AM-haltige Tyrode-Losung auf die Neuronen ein. Durch die
Spaltung des Esters in der Zelle sollte sich die Konzentration an EGTA auf einige Millimolar
anreichern. AnschlieBend wurde die EGTA-AM-haltige Losung durch 10miniitiges Auswa-
schen gegen normale Tyrode-Losung ausgetauscht. Die Leistungsspektren fiir behandelte und
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Abbildung 69: Mittleres Leistungsspektrum: 10 uM EGTA-AM (Einwirkzeit: 25 min; Auswaschen
mit 0,1 mM Ca®") (blau, n = 11); Kontrolle (n = 12).

345 LTP

Wihrend alle zuvorigen Experimenten mit einer gemischten Zellkultur aus CA3- und CAl-
Neuronen ausgefithrt wurden, sind fiir die folgenden Experimente Zellkulturen aus den Kor-
nerzellen des Gyrus dentatus verwendet worden. Kornerzellen synapsieren die
Pyramidalzellen der CA3-Region und bilden Synapsen mit sehr unterschiedlichen Eigen-
schaften. Insbesondere Forskolin fiihrt hier zu einer Langzeitpotenzierung der synaptischen
Ubertragung. Inwieweit in DG/CA3-Cokulturen Forskolin auf die Vesikelmobilitit wirkt,
bleibt zu kléren.

In diesen Kulturen fiihrt eine starke Stimulation mit Aktionspotentialen iiber einen Zeit-
raum von 30 Sekunden (Tetanus-Stimulation) zu erhdhten postsynaptischen Stromantworten,

die liber Stunden hinweg noch detektiert werden konnen [89; 94]. Diese erhohte synaptische
Aktivitit (long term potentiation, LTP) wird als ein Mechanismus zur Gedichtnisbildung
diskutiert.

Eine mogliche Beteiligung einer erhdhten Vesikelbeweglichkeit unter LTP-Bedingungen

ndchst wurden die Neurone 30 Sekunden lang mit Aktionspotentialen (fap = 50 Hz) stimuliert.
Sodann wurden die Vesikel wie oben beschrieben mit FM 1-43 angeférbt, und der Farbstoff
aus der Neuronenmembran 10 Minuten lang durch Perfusion herausgewasschen. Nach einem
variablem Zeitintervall von 15-90 Minuten wurde die Fluoreszenz mit einer Zeitauflosung

von 10 Hz aufgenommen.
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Varianzanalyse in i[abelle 6:zusammengestellt.

Das Leistungsspektrum nach Tetanus-Stimulation liegt {iber dem unter Kontrollbedin-

gungen. Aus der Varianzanalyse ergibt sich ein fast unverdnderter immobiler Vesikelanteil.

15 uM

FM 1-43

Tetanus Farbung

apsim. J—J— 4/

30s@ 8s@
50 Hz 10 Hz
Messung
Fluoreszenz-
Detektion /7
“— 120 s @
15-90 min 10 Hz

Abbildung 70: Schematische Darstellung des Protokolls zur Untersuchung der Vesikelmobilitdt unter
LTP-Bedingungen.

Tabelle 6: Ergebnisse der Varianzanalyse ohne/mit Tetanus-Stimulation.

<F' (t)> / kaS <OF (t)2> / ka52 Niotal ]vlm/ (Mm+N m)
Kontrolle 12,7£3,2 2,02+043 52,7+21,4 0,89+ 0,06
Tetanus 13,740 2,83%+1,13 432+11,5 0,86 0,06
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Abbildung 71: Mittleres Leistungsspektrum: LTP-Bedingungen (n = 9); Kontrolle (n = 13).

3.4.6 AP-Stimulation

Durch Stimulation mit einzelnen Aktionspotentialen wéhrend der Fluoreszenzdetektion in
einem Bouton wurde versucht, den Fluoreszenzbeitrag eines einzelnen Vesikels zu bestim-
men.

Die Vesikel wurden mit Hilfe elektrischer Feldstimulation mit Farbstoff beladen und der
Farbstoff anschlieBend aus der Neuronenmembran 10 Minuten lang ausgewaschen. Daraufhin
wurde 120 Sekunden lang die Fluoreszenz in einem einzelnen Bouton mit einer Zeitauflosung
von 10 Hz detektiert, wahrend mit einer Frequenz von 0,1 Hz jeweils ein einzelnes Akti-
onspotential durch elektrische Feldstimulation erzeugt wurde. Das erste Aktionspotential
erfolgte 10 Sekunden nach Beginn der Fluoreszenzdetektion. Synchron mit der Stimulation
werden einzelne Vesikel zur Fusion gebracht. In Folge sollte man sprunghafte Fluoreszenzin-
derungen beobachten entweder durch Fusion einzelner Vesikel mit der Plasmamembran oder
aber durch Relokalisation eines Vesikels als Folge der Fusion eines ungefarbten oder auf3er-
halb des Detektionsvolumens befindlichen Vesikels.

Ein Beispiel eines sehr aktiven Boutons (hohe Freisetzungswahrscheinlichkeit, d. h.

starke FM-Entfarbung) ist in :Abbildung 72! dargestellt. An den durch Pfeile markierten
Punkten der Kurve ist ein starker Abfall der Fluoreszenz zu erkennen. Die Amplitude und der
Zeitverlauf dieser nach Applikation einzelner Aktionspotentiale auftretender Fluoreszenz-

schritte soll im folgenden néher analysiert werden.
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Abbildung 72: Fluoreszenz-Zeit-Verlauf wéhrend einer 0,1 Hz Stimulation mit einzelnen Aktionspo-
tentialen (/ = 40 pA, ¢ = 1 ms) . Die Pfeile markieren Fluoreszenzschritte kurz nach der AP-Stimula-
tion, hervorgerufen durch die Fusion einzelner synaptischer Vesikel mit der Plasmamembran oder
durch Relokalisation eines Vesikels als Folge der Fusion eines ungefarbten oder auflerhalb des Detek-
tionsvolumens befindlichen Vesikels.

_____________

sierten Fluoreszschritte. Je nach Position des Vesikels im gauB3formigen Detektionsvolumen
wurden Fluoreszenzschritte unterschiedlicher Amplitude detektiert. Die am hdufigsten gefun-
denen Schrittgréen liegen zwischen 1,5 und 2,5 kcps. Fluoreszenzschritte, die eine kleinere
Amplitude als 1 kcps hatten, konnten nicht vom Rauschlevel unterschieden werden. Insge-
samt lag ein mittlerer Fluoreszenzbeitrag eines Vesikels bei etwa 2 kcps.

Der detektierte Fluoreszenzabfall kann durch unterschiedliche Prozesse hervorgerufen
werden, die sowohl von der Position des Vesikels innerhalb des Boutons als auch von der
Position des Detektionsvolumens im Bouton abhidngen. Befindet sich die aktive Zone des
Boutons auflerhalb des Detektionsvolumens, so entspricht der detektierte Fluoreszenzabfall
nach Ankunft eines Aktionspotentials im Bouton einer Positionsverdnderung des farbstoff-
markierten Vesikel zu einem Ort geringerer Anregungsleistung. Das farbstoffmarkierte Vesi-
kel kann dabei entweder das Detektionsvolumen verlassen oder nur innerhalb des
Detektionsvolumens seinen Aufenthaltsort dndern. Der beobachtete Fluoreszenzabfall ent-
sprache einem Prozef3 der Vesikelreorganisation, der beispielsweise neue Vesikel in Richtung
aktiver Zone transportiert. Schlie3t das Detektionsvolumen die aktive Zone mit ein, so kann
der Fluoreszenzabfall zusitzlich durch das Auswaschen des Farbstoffs nach Fusion des Vesi-
kels mit der aktiven Zone hervorgerufen werden. Der zugrundeliegende ProzeB3 wére in die-
sem Fall die Exozytose des farbstoffmarkierten Vesikels.
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Im Falle der Vesikelreorganisation sollten nach Erreichen eines Aktionspotentials im Bouton
neben abfallenden sprunghaften Fluoreszenzdnderungen auch ansteigende zu beobachten sein,
die durch neu in das Detektionsvolumen kommende farbstoffmarkierte Vesikel hervorgerufen
werden. Es wurden aber keine sprungshaften Fluoreszenzanstiege, sondern nur langsam an-

steigende, iiber mehrere Sekunden andauernde Fluoreszenzverinderungen beobachtet, wie z.

reszenzabfall und -anstieg deuten also verschiedenartige Mechanismen fiir diese Fluoreszenz-
anderungen an.
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Abbildung 73: a: Einzelne Fluoreszenzbeispiele um den Zeitpunkt der AP-Stimulation (die gestri-
chelte Linie markiert den Zeitpunkt der Applikation eines einzelnen Aktionspotentials). b: Amplitu-
denhistogramm der Fluoreszenzidnderung nach Stimulation mit einem Aktionspotential im Vergleich
zur Fluoreszenz vorher.

Der Zeitverlauf, mit dem die Fluoreszenz nach der Applikation eines Aktionspotentials abfiel,

wurde in !Abbildung 75; ndher analysiert. Die einzelnen Fluoreszenzabschnitte zu jedem AP
aufgenommen bei einem Radius des Detektionsvolumens in der fokalen Ebene von wy = 175
nm wurden gemittelt und danach auf eins normiert (Abb. 1_7__5_1 a). Das gemittelte Endergebnis
zeigt einen Abfall der Fluoreszenz, der nach ca. 1 s fast vollstindig auf das Endniveau Null
abgefallen ist. Abbildung [_7__5_: d zeigt das Ergebnis des Fluoreszenzverlaufs, wenn die Fluores-
zenzabschnitte zwischen zwei Aktionspotentialen (10 s Intervall von -5 bis +5 s; 0 s ist der
Zeitpunkt des AP; Fehler (At): maximal 25 ms) gemittelt wurden. Der Wert fiir £ = 0 ent-
spricht also der Zeit genau zwischen zwei Aktionspotentialen. Diese Mittelung zeigt keinen
Fluoreszenzsprung und ist im Unterschied zum Ergebnis oben somit nur die Summe zufalliger
Ereignisse.
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Da aus den Experimenten mit kleinem fokalen Radius (wy = 175 nm) nicht eindeutig hervor-
geht, ob die aktive Zone des Boutons innerhalb des Detektionsvolumens liegt, wurde das De-
tektionsvolumen vergroBert, indem die hintere Objektivpupille durch einen Laserstrahl mit
einen geringerem Durchmesser nicht voll ausgeleuchtet wurde. Die verwendete MeBkonfigu-
ration mit einem Lochblendenradius von ryp = 60 um fiihrte zu einem Radius in der fokalen

Ebene von wy = 700 nm. Ein typisches Bouton mit einer Durchmesser von etwa 1 pm ist nun

Abb. 775, ¢ dem Zeitverlauf mit kleinem Detektionsvolumen gegeniibergestellt. Auch bei
Verwendung des aufgeweiteten Detektionsvolumens erfolgte der Fluoreszenzabfall vielfach
mit einer Zeitverzogerung von etwa 0,5 s.

3.4.7 Injektion von Polystryrolkugeln

Zur Simulation der Beweglichkeit eines synaptischen Vesikels in einem Neuron wurden mit
farbstoffmarkierte Polystyrolkugeln mit einem Durchmesser von 50 nm in das Cytoplasma
von Neuronen injiziert und die Fluoreszenzfluktuationen autokorreliert. Wahrend in einfachen

Elektrolyten eine durch translative Diffusion beschreibbare Autokorrelationsfunktion erhalten

____________

unkorreliert (cf. Abbildung 76). Vor der Messung wurde sichergestellt, daB sich Polystyrol-
kugeln im Cytoplasma des Neurons befanden, indem die Fluoreszenzintensitdt des Cytoplas-
mas mit der im Nucleus verglichen wurde.

Wihrend sich die Polystyrolkugeln im Cytoplasma nicht bewegten, waren die Polystyrol-
kugeln in der Plasmamembran bzw. in ihrer unmittelbaren Ndhe mobil. Dies wird in

Abbildung 77 verdeutlicht, in der die Fluoreszenzspur einer einzelnen Polystyrolkugel in

unmittelbarer Néhe der Plasmamembran gezeigt wird. Die Autokorrelationsfunktion ergibt
eine Diffusionszeit, die etwa 40 mal langsamer ist als im Elektrolyten.

110+
1.08
1.06
1.044
1.024
1.004

G(v)

I o rorrTTT
0.1 1 10

T/ ms

Abbildung 74: Autokorrelationsfunktion von Polystyrolkugeln im einfachen Elektrolyten sowie An-
passung mit dem 3D-Diffusionsmodell (7o = 1,5 ms; N =3,7).
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Abbildung 76: Oben links: Fluoreszenz-Zeit-
Verlauf injizierter Polystyrolkugeln im Cyto-
plasma eines Neurons.

Oben rechts: Dazugehdrige Autokorrelations-
funktion mit Anpassung an 3D-Diffusions-
modell.

Unten links: Fokusscan entlang der optischen
Achse durch das Neuron. Der Pfeil markiert den
MeBort im Cytoplasma.
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Abbildung 77: Fluoreszenz-Zeit-Verlauf einer Polystyrolkugel in der Néhe der Membran (links) sowie
dazugehoriger Autokorrelationsfunktion (rechts) und Anpassung mit dem 3D-Diffusionsmodell (7 =

58,5ms; N=1,1).
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4 Diskussion

4.1 Autofluoreszenz in Chromaffinzellen und hippocampalen Neuro-
nen

Die Autofluoreszenz in Chromaffinzellen und in hippocampalen Neuronen war sowohl ab-
héngig von der Anregungswellenldnge als auch vom MeBort innerhalb der Zelle. Im Nucleus
wurde fast ausnahmslos eine geringere Autofluoreszenz detektiert als im Cytoplasma. Mit
hoher werdender Anregungswellenldnge hat die Fluoreszenzintensitit abgenommen. Im
Unterschied dazu war die Autokorrelation nur bei Ae. = 488 nm vernachléssigbar klein,
wihrend bei den hoheren Anregungswellenlédngen 514, 543 und 633 nm eine deutliche Auto-
korrelation erkennbar war, hervorgerufen vom Durchgang einzelner Molekiile durch das
Detektionsvolumen. Der Diffusionskoeffizient dieser Komponente lag in der Groenordnung
von etwa 3 pm?/s.

Verursacht wird die Autofluoreszenz im sichtbaren Bereich hochstwahrscheinlich durch
Flavine, wie z. B. Benson et. al. bei der Untersuchung der Autofluoreszenz verschiedener
Zelltypen, u.a. auch Neurone, durch vergleichende Analyse von Emissionsspektren erhalten
haben. Die Autofluoreszenz war auch vom metabolischen Zustand der Zelle abhéngig. Ein
Anstieg an Molekiilen in ihrer oxidierten Form erhohte die Autofluoreszenz Li_@]

Ahnliche Ergebnisse werden von Aubin berichtet {11]. Intrazellulires Nicotinamid-
Adenindinukleotid (NAD"; mit Fluoreszenz vor allem im UV) sowie Riboflavin und Favinco-
enzyme sind wichtige Komponenten der Autofluoreszenz, wie bei der Untersuchung der
Autofluoreszenz durch Aufnahme von Absorptions- und Emissionsspekten in CHO-Zellen
(chinese hamster ovary) festgestellt wurde. Die Fluoreszenz hatte dabei ihren Ursprung vor
allem in vesikeldhnlichen Regionen des Cytoplasmas, die vermutlich die Mitochondrien in
der Zelle waren. Die Autofluoreszenz war abhiingig von der Zellart und stieg mit der Aufent-
haltsdauer der Zellen im Inkubator an [_1_1]

Unabhingig vom genauen Ursprung der Autofluoreszenz, der im Rahmen dieser Arbeit
nicht untersucht werden sollte, ergeben sich fiir FCS-Experimente in lebenden Zellen fol-
gende SchluBfolgerungen.

Das Hintergrundsignal bei einer Anregungswellen von A, = 488 nm in hippocampalen
Neuronen oder Chromaftinzellen wird hauptsidchlich durch die Fluoreszenzsignal-Intensitit
bestimmt. Der mittlere Diffusionskoeffizient des Hintergrundsignals D,yon = (1,1 £ 0,2)-10'3
um? / s ist bei dieser Wellenlinge fiir FCS-Messungen praktisch ohne Bedeutung. Messungen
im Nucleus kénnen mit geringeren Konzentrationen an fluoreszierendem Indikator ausgefiihrt
werden als im Cytoplasma. Bei Messungen in der Zellmembran ist auch eine Autokorrelation
des Hintergrundsignals zu beachten, wie in den Experimenten zur Untersuchung der Benzo-

diazepin-Rezeptor Wechselwirkung gezeigt wurde.
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FCS-Experimente bei den Anregungswellenldngen 514, 543 und 633 nm verlangen sowohl
die Kenntnis der Hintergrundsignalintensitét als auch der mittleren Zahlrate pro Molekiil unter
den jeweils gewdhlten experimentellen Bedingungen. Eine mogliche Interferenz mit dem
Diffusionskoeffizienten der endogenen Zellbestandteile ist zu beachten.

4.2 Diffusion und Kinetik von Calciumfarbstoffen in einfachen Elek-
trolyten und in Chromaffinzellen

Die Diffusionseigenschaften des Calciumfarbstoffs OGB1 im einfachen Elektrolyten als auch
in Chromaffinzellen wurden mit Hilfe der FCS-Technik untersucht. Auch die Gewinnung von
kinetischen Informationen iiber das Reaktionsgleichgewicht der calciumgebundenen und
calciumfreien Form des Farbstoffs war im einfachen Elektrolyten bei MeBzeiten von 1-2
Minuten moglich, konnte aber in der lebenden Zelle nicht reproduziert werden, da der Auto-
korrelationszeitverlauf der kinetischen Fluktuationen (k4iss = 143 bzw. 420 s'l) durch Kompo-
nenten langsamer diffundierender Spezies bzw. mit dem durch Photozerstérungsreaktionen
bedingten Funktionsabfall iiberlagert wurde, und von diesen nicht klar differenziert werden
konnte.

Im einfachen Elektrolyten wurden fiir den Farbstoff OGB1 folgende Diffusionskoeffizi-
enten erhalten

Dogsi = (188+9) um? / s (5 mM BAPTA)

Dogg1 = (202+ 10) pm?* /s (1 mM CaCl,)
und fiir OGB2

Dogez = (225 + 12) um* / s (5 mM BAPTA)

Doggz = (239+9) pm? / s (1 mM CaCl).

Die calciumfreie Form (5 mM BAPTA) ist bei beiden Farbstoffen signifikant langsamer als
die calciumgebundene Form (1 mM CaCl,), wie der zweiseitige Zweistichproben-t-Test mit
der Nullhypothese p; = pa gegen p; # o mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von oo = 5 % als
Ergebnis ergab. Der Unterschied betrdagt nur etwa 7 % und wird durch die Gegenwart des
Molekiils BAPTA beeinflufit. Eine Reduktion der BAPTA-Konzentration von 5 mM auf
1 mM beschleunigte die Diffusion von OGB1 um etwa 20 %, so daf die Unterschiede in den
Diffusionskoeffizienten zwischen der calciumgebundenen und calciumfreien Form der Farb-
stoffe vorwiegend auf das BAPTA-Molekiil zuriickzufiihren sind.

Im Nucleus der Chromaffinzellen war die Diffusion etwa um einen Faktor 2 langsamer
als im einfachen Elektrolyten, wahrend im Cytoplasma die Diffusion 4-5 mal langsamer war.
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Dabei zeigten die Messungen an verschiedenen Orte innerhalb einer Zelle als auch zwischen
unterschiedlichen Zellen z. T. eine grof3e Streuung.

Die Diffusionskoeffizienten des calciumgebundenen (Dye,) und calciumfreien Farbstoffs
(Dswi) weisen in der Zelle keine signifikante Abweichung auf. Der zweiseitige Zweistichpro-
ben-t-Test mit der Nullhypothese p; = p, gegen p# p, liefert mit einer Irrtumswahrschein-
lichkeit von a = 5 % das Ergebnis, dal die Ho-Hypothese nicht abgelehnt wird.

Der Effekt der Photozerstorung auf die erhaltenen Diffusionskoeffizienten wurde wie
folgt abgeschitzt. Das Fluoreszenzsignal konnte mit einer monoexponentiell abfallenden
Funktion im Nucleus und einer biexponentiellen im Cytoplasma beschrieben werden. Der
Fluoreszenzabfall im Nucleus sowie die langsame Komponente im Cytoplasma besallen
maximal eine mittlere Geschwindigkeitskonstante von 4, = 0,28 sl Unter Verwendung von
Gl. 7_7__2_: mit einem typischen Detektionsvolumen von Vg =~ 6 fl und einem Molekiil-Reservoir
in der Chromaffinzelle mit dem Volumen Vs ~ 524 fl (sphérisch mit einem Radius von ca. 5
um) berechnet sich hieraus eine Geschwindigkeitskonstante der Photozerstorung von k, ~ 24
s, Hierbei ist aber zu beriicksichtigen, daB GI. :L7__2_: streng nur fiir geriihrte Losungen gilt. In
der Chromaffinzelle findet aber wihrend der Photozerstorung keine vollkommene Durch-
mischung mit der gesamten intrazelluldren Losung statt, womit der beobachtete Fluoreszenz-
abfall in der Zelle im Vergleich zur geriihrten Losung scheinbar schneller stattfindet. Bei
einem langsameren Fluoreszenzabfall erniedrigt sich die Geschwindigkeitskonstante der
Photozerstérung, und somit ist der Wert &, ~ 24 s eher als obere Grenze anzusehen. Mit der

Geschwindigkeitskonstanten £, ~ 24 s und der Diffusionszeitkonstanten des Farbstoffs in der

stanten von der photozerstdrungsfreien Diffusionszeitkonstanten von ca. 20 % entnommen.
Die beobachteten Diffusionszeiten konnten also um ca. 20 % unterschitzt worden sein, d.h.
die photozerstorungsfreie Diffusion wire dann maximal ca. 20 % langsamer.

Die im Rahmen dieser Arbeit beobachtete langsamere Diffusion des Farbstoffs im
Cytoplasma verglichen zum Nucleoplasma konnte durch eine mehr gehinderte Diffusion im
Cytoplasma, verursacht durch dessen besondere Mikroarchitektur, erklart werden. Die Anwe-
senheit von Zellorganellen, etwa den zahlreichen Sekretionsgranula in der Chromaffinzelle,
oder von Filamenten des Cytoskeletts konnen die mittlere freie Wegliange des Farbstoffs
einschranken und somit den Diffusionskoeffizienten erniedrigen.

Der Diffusionskoeffizient von OGB1 (molekulare Masse 1114 g/mol) in Chromaftinzel-
len wurde bisher noch nicht untersucht, so da3 kein direkter Vergleich mit Literaturergebnis-
sen erfolgen kann. Ein Vergleich mit den Diffusionseigenschaften des hdufig verwendeten
Calciumfarbstoffs Fura-2 (molekulare Masse 642 g/mol) ist aber moglich.

Timmerman et. al. untersuchten die Diffusion von Fura-2 sowohl in Salzlosung (D = 500
um?/s) als auch nach Mikroinjektion des Farbstoffs in Muskelfasern der Seepocke (D = 75
um?/s) {903.
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Durch die Mikroinjektion von Fura-2 in die Riickenmarksneurone des Neunauges und durch
fluoreszenzmikroskopische Vermessung der Ausbreitung gelangten Strautman et. al. zu einem
Wert von 211 umz/s fiir den Diffusionskoeffizienten [_9__1]

Von Gabso et. al. wird ein Diffusionskoeffizient von 103 pm?s in den Axonen der Kie-
menschnecke Aplysia californica angegeben [92].

Auch fiir andere Farbstoffe wird eine vergleichbare Diffusion im Zellcytoplasma gefun-
den.

Connor et. al. untersuchten die Diffusion der Farbstoffe Phenol-Rot und Arsenazo III im
Cytoplasma von Weichtierneuronen von Archidoris monterynensis und fanden von eine we-
nigstens fiinfmal langsamere Diffusion im Cytoplasma verglichen zu Salzlosung {93].

Insgesamt wird also von 2-7 mal langsamerer Diffusion von Farbstoffen in Zellen, vergli-
chen mit der in einfachen Elektrolyten, berichtet. Die Werte liegen damit im gleichen Bereich
wie die im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse und zeigen die Eignung der FCS-
Methode zur Bestimmung von Diffusionseigenschaften auch in den kleinen Zellen der Verte-
braten.

4.3 Benzodiazepin-Rezeptor-Wechselwirkung in der Membran hippo-
campaler Neurone

Die FCS-Technik wurde erfolgreich zur Untersuchung der molekularen Interaktion eines
farbstoffmarkierten Benzodiazepins mit dem Rezeptor in der Zellmembran einzelner hippo-
campaler Neurone angewandt. Dazu wurde zundchst der EinfluB unterschiedlicher Farb-
stoffreste auf das Bindungsverhalten des Benzodiazepins sowie deren Eignung fiir
Bindungsstudien in der Zellmembran von lebenden Zellen untersucht. Der schlieBlich ver-
wendete Ligand, bestehend aus Ro 07-1986/602 gekoppelt an Alexa 532, zeigte geringe
unspezifische Bindung an die Membran bei gleichzeitig voll erhaltener Funktionalitét.

Das Spektrum der verwendbaren Liganden zur Ausfiihrung von Bindungsstudien an le-
benden Zellen mit Hilfe der FCS-Technik konnte somit auf ,kleine‘ Molekiile (molare Masse
332 g/mol) ausgedehnt werden, in Ergdnzung zu den bisher veroffentlichten Bindungsstudien

_________

GrofBe der verwendeten Proteine eine Einlagerung in die Zellen nicht erwarten lassen, und bei
denen der Einflu} des Farbstoffrestes auf das Bindungsverhalten eher klein sein sollte.

Nach Applikation von Ro-Alexa wurden vorher nicht vorhandene Fluoreszenzspitzen, die
bei geringen Konzentrationen an Alexa-Ro von wenigen Partikeln im Fokus stammten, de-
tektiert und eine Anreicherung des Liganden in der Zellmembran beobachtet. Neben der
freien Komponente des Liganden (Dgei= (220+3) pm?®/s ) wurde eine schnelle (Dgeb1=
(1,32+0,26) um*/s) und eine langsam diffundierende Komponente (Dgevr= (2,63 + 0,63)-107
um?/s) in der Zellmembran nachgewiesen mit Diffusionskoeffizienten, wie sie in vielen
Membranen beobachtet wurden und z. B. in {97] zusammenfassend dargestellt sind. Ein
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geringer Anteil der schneller diffundierenden gebundenen Komponente wird durch unspezifi-
sche Bindung des farbstoffmarkierten Liganden verursacht. Wie nach der kompetitiven Ver-
dringung des spezifisch gebundenen farbstoffmarkierten Liganden durch einen Uberschuf
des unmarkierten Agonisten Midazolam festgestellt wurde, verblieb ein gebundener Anteil
von 7-10 %. Die Autokorrelationsanalyse ergab, daf} die langsam diffundierende Komponente
vollstdndig verschwunden war, wéhrend von der schnellen Komponente dieser Restanteil
iibrig blieb.

Die zwei beobachteten Diffusionskoeffizienten in der Zellmembran werden mdglicherweise
durch verschiedene Formen des Ligand-Rezeptor-Komplexes hervorgerufen. Eine mogliche

e ————

Clusterbildung der GABA s-Rezeptoren, die z. B. in {984100;i104] beschrieben wurde, konnte

eine langsamere Diffusionszeit erkldren. Weiterhin wurde von Internalisierung der GABAA-
Rezeptoren berichtet, die ebenfalls zu Heterogenititen in der Diffusionszeit fithren konnten

_________

Clusterbildung von GABA/Benzodiazepin-Rezeptoren wurde auch von Velazquez et. al.
beschrieben, die in Riickenmarksneuronen der Ratte die Verteilung und Mobilitdt von
GABA/Benzodiazepin-Rezeptoren mit NBD-markierten Benzodiazepinen durch Fluores-
zenzmikroskopie bzw. FRAP-Experimente untersucht haben [103]. Sie finden eine hohe
Dichte von Rezeptor-Clustern am Zellkorper der Neurone mit einen Diffusionskoeffizienten
von 1,9-10? pm%s und einer geschitzten Rezeptordichte von 800-1000 Rezeptoren/um?. Der
Unterschied in der Rezeptorendichte zu dem in dieser Arbeit bestimmten Wert von p =
(14,9+ 2,7) Rezeptoren/ umz ist wahrscheinlich auf die unterschiedlichen Zelltypen zuriickzu-
fithren. Der Diffusionskoeffizient der langsamen Komponente in dieser Arbeit stimmt gut mit
dem Wert aus den FRAP-Experimenten iiberein.

Die bisher veroffentlichten FCS-Bindungsstudien an lebenden Zellen von Rigler et. al.
[95] und Pramanik ez. al. {96] zeigen, genauso wie diese Arbeit, die Anwesenheit von minde-
stens zwei unterschiedlich schnell diffundierenden Komponenten in der Zellmembran auf,
wobei Widengren et. al. von nur einer Komponente berichten [5__2_]

Rigler et. al. untersuchten die Bindung des Proinsulin C-Peptides in menschlichen Zell-
membranen [95]. Die Autoren ermittelten Diffusionszeitkonstanten fiir einen schnellen und
einen langsam diffundierenden Komplex, deren Werte sich um knapp zwei GroBenordnungen
unterscheiden. Ein dhnliche Beobachtung wird von Pramanik et. al. berichtet, die mit Hilfe
von FCS die Interaktion von TMR markiertem Galanin mit seinem Rezeptor in Rinm5F-
Zellen untersuchten {96]. Widengren ez. al. untersuchten die Wechselwirkung von TMR-
markierten EGF-Molekiilen mit EGF-Rezeptoren in der Zellmembran einer Blasenkrebs-
Zellinie der Ratte, aus denen sich ein Diffusionskoeffizient der Rezeptoren von etwa 0,7 pm? /
s ergab [62].

Aus der Abhingigkeit der gebundenen Ligandkonzentration zur total eingesetzten Kon-
zentration konnte die bisher unbekannte Dissoziationskonstante fiir den Ligand-Rezeptor-
Komplex von Kp = (9,9+ 1,9) nM bestimmt werden, wobei eine Ligand-Bindungsstelle pro
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Rezeptor angenommen wurde. Die Spezifitit der Bindung wurde durch eine kompetitive
Verdringung des farbstoffmarkierten Liganden mit einem etwa tausendfachen Uberschu3 des
unmarkierten Agonisten Midazolam nachgewiesen mit einem Restanteil von 7-10 % der
gebundenen Komponente, der nicht verdringt werden konnte. Aus dem Zeitverlauf der Ver-
dringung folgte eine Geschwindigkeitskonstante fiir den Dissoziationsproze3 des Ligand-
Rezeptor-Komplexes von kgigs = (1,28 +0,08)-107 s™'. Der DissoziationsprozeB erfolgte dabei
mehrere Male mit einer Zeitverzogerung von mehreren Minuten, die durch eine gehinderte
Dissoziation des gebundenen Liganden vom Rezeptor erkldrt werden kann und deren genauer
Mechanismus noch gekliart werden mu. Aus dem Verhiltnis kqiss/Kp wurde die Geschwin-
digkeitskonstante flir die Komplexassoziation berechnet &, = (1,30 + 0,26)-105 Imol's™.

Diese Ergebnisse sind in Ubereinstimmung mit den Bindungseigenschaften anderer Ben-
zodiazepine an ihrem Rezeptor.

Die von Mackerer et. al. untersuchte Bindung des Benzodiazepins ["H]Diazepam an ho-
mogenisierte Zellfraktionen des Rattenhirns ergab eine Bindungsstelle pro Rezeptor mit einer
Dissoziationskonstanten von Kp = 3,2 nM und den Geschwindigkeitskonstanten ks =

Einen dhnlichen Wert fiir die Dissoziationskonstante wird von Walker et. al. berichtet, die
fir die Bindung von [*H]Diazepam an kultivierte Hippocampusneurone der fetalen Maus eine
Dissoziationskonstanten Kp = 5 nM erhalten [I@_ﬁj

Die Bindung von [*H]Flunitrazepam an hippocampale synaptische Membrane, beschrie-
ben von Fung et. al. [107], erfolgte mit einer Dissoziationskonstanten von Kp = 1,24 nM und
war in Ubereinstimmung mit der Ausbildung eines einfachen Ligand-Rezeptor-Komplexes.
Die Dissoziation des Komplexes wurde mit zwei Geschwindigkeitskonstanten mit den Werten
2,0-10"3 s und 4,1-10"4 s beschrieben.

Chiu et. al. untersuchten die Bindung von [*H]Flunitrazepam an Synaptosomenmembra-
nen vom Cortex der Ratte und fanden zwei Geschwindigkeitskonstanten mit den Werten
1,5-10° s und 4,2-10* s {60].

Insgesamt flihren die FCS-Experimente also zu vergleichbaren Ergebnissen und zeigen
das Potential der FCS-Technik zur Untersuchung von Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen in
lebenden Zellen. Zusétzliche Untersuchungsmethoden konnen die durch die FCS-Technik
erhaltenen Ergebnisse ergénzen und damit helfen, den genauen Mechanismus der Benzodia-

zepin-Rezeptor-Bindung aufzukldren.

4.4 Dynamik synaptischer Vesike in hippocampalen Boutons

Die Dynamik synaptischer Vesikel in unstimulierten als auch in stimulierten hippocampalen
Boutons wurde mit Hilfe der FCS-Technik untersucht. Hierbei konnte die Dynamik einzelner
synaptischer Vesikel aufgelost werden.
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In einem Volumenelement, das etwa 1/9 des prasynaptischen Boutonvolumens ausmachte,
wurde die Fluoreszenz aufgezeichnet und analysiert. Durch systematische Applikation
verschiedener Pharmaka wurde regulierend auf die Kinasen und Phosphatasen als auch das
Cytoskelett in der Synapse eingewirkt.

Einen hoheren Anteil mobiler Vesikel wurde durch Block der Phosphatasen 1 und 2A mit
5 uM Okadasdure erreicht. Durch die Inhibition der genannten Phosphatasen scheinen also
Vesikel aus dem Vesikelcluster befreit zu werden.

Dies wird unterstiitzt durch die in unstimulierten als auch in stimulierten motorischen
Endplatten des Froschmuskels von Henkel ez. al. gemachten Beobachtungen, dall nach Photo-
zerstorung angefdarbter Vesikel im Kontrollversuch keine Erholung der Fluoreszenz erfolgte,
wihrend sich dies in Anwesenheit von Okadaséure énderte [108].

Hosaka et. al. stellten nach Behandlung von Synpaptosomen mit Okadasdure eine erhohte
Phosphorylierung der A-Doméne der Synapsine fest, die eine Phosphorylierungsstelle fiir die
Proteinkinase A und die CaM-Kinase I enthélt und in allen Synapsin-Isoformen enthalten ist.
Die Phosphorylierung der A-Démane fiihrte zur Dissoziation der Synapsine vom synaptischen
Vesikel ['g};] Die Befreiung der synaptischen Vesikel aus dem Cluster konnte also durch
Dissoziation der Vesikel von den Synpasinen erfolgen.

Eine spezifische Aktivierung der Proteinkinase A, die ebenfalls zur Dissoziation der
Synapsine von ihren Vesikeln fiihrte [8__8:7], hatte im Rahmen dieser Arbeit jedoch keinen Ef-
fekt auf das Fluktuationsverhalten der Vesikel. Weiterhin zeigten auch die zeitgleiche Akti-
vierung der Proteinkinasen A und C, als auch die Inhibition der Proteinkinasen A und C sowie
der CaM-Kinase II einzeln als auch in Kombination keinen detektierbaren Effekt auf die
Beweglichkeit der Vesikel.

Eine starke Verringerung der Mobilitdt synaptischer Vesikel wurde durch die Inhibition
der Myosin-Leichtketten-Kinase (MLCK) mit 15 uM ML-7 erreicht, wobei die Anzahl der
mobilen Vesikel nur geringfiigig abnahm. Die MLCK aktiviert in der glatten Muskulatur die
Motorproteinfamilie der Myosine, die auch in prasynaptischen Boutons nachgewiesen wur-
den. Die Anwesenheit von Myosinen wurde beispielsweise durch eine Kolokalisation von
Myosin II mit Synpatophysin gezeigt Hf)_@_:] Besonders haufig ist in Nervenzellen die Isoform
des Myosin V, das sowohl Bindungen zu Actinfilamenten als auch zu synaptischen Vesikeln
eingehen kann {22].

Die Abnahme in der Mobilitdt synaptischer Vesikel ist wahrscheinlich der Grund fiir die
Verringerung der Neurotransmitterausschiittung in Neuronen, die nach Inhibition der MLCK
von Ryan und von Mochida et. al. beobachtet wurde. Ryan berichtet in hippocampalen Neu-
ronen von einer Verringerung der Transmitterfreisetzung bei kontinuierlicher Stimulation
sowie einer Reduzierung der Recycling-PoolgroBe [110]. Eine aktivititsabhingige Inhibition
der Transmitterfreisetzung nach Blockierung der MLCK wurde von Mochida et. al. in choli-

nergen Synapsen beobachtet {109]. Weiterhin fiihrten Antikorper gegen Myosin II zur Inhi-
bition der Transmitterfreisetzung {109].
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Da sich die Myosine entlang von Actinfilamenten bewegen, sollten Verdnderungen im
Actinnetzwerk auch die Mobilitét der Vesikel beeinflussen.

Eine Beteiligung der Actinfilamente auf die Vesikelmobilitit wurde aber in unbehandel-
ten Boutons nicht festgestellt. Sowohl der Block der Actinpolymerisation mit Cytochalasin D
als auch mit Latrunculin B hatten selbst nach Vorinkubation von 70 min keinen Effekt auf die
Vesikelmobilitit. Diese Beobachtungen untermauern, daf} die analysierten Fluoreszenzfluk-
tuationen auf der Bewegung synaptischer Vesikel und nicht des gesamten Boutons basieren,
da durch Cytochalasin D in Purkinjezellen und in Neuronen des Cortex die Mobilitdt der
dendritischen Dornen inhibiert werden kann [81]. Ein Block der Tubulinpolymerisation mit
Cholchicin zeigte ebenfalls keine Auswirkung.

Erst nach Applikation von 5 uM Okadasdure wurde ein dosisabhéngiger Effekt von
Latrunculin B festgestellt. Der Block der Actinpolymerisation durch 25 uM Latrunculin B
fithrte zu einer erhohten Mobilitdt der synaptischen Vesikel. Der dosisabhédngige Effekt zeigt,
daB die Actinfilamente fiir das Toxin in geringen Konzentrationen schlecht zugénglich sind,
weil moglicherweise eine starke Abschirmung der Actinfilamente durch Proteine stattfindet.
Weiterhin ist denkbar, dal3 der aktive Transport der synaptischen Vesikel nur sekundéir von
den Actinfilamente abhingt, indem die Actinfilamente als Barriere oder als
Verankerungssubstrat dienen.

Eine leichte Mobilititserhohung der synaptischen Vesikel in den Kornerzellen des Gyrus
dentatus wurde nach einem Stimulationsprotokoll, das zur Ausbildung von Langzeitpotenzie-

Nach der Stimulation mit einzelnen Aktionspotentialen wurden synchron fast schrittweise
abfallende Fluoreszenzsignale beobachtet, die entweder durch eine Relokalisation eines farb-
stoffmarkierten Vesikels innerhalb des Boutons infolge des Aktionspotentials oder durch die
Fusion eines farbstoffmarkierten Vesikels mit der aktiven Zone erkldrt werden konnen.
Sprunghafte Fluoreszenzanstiege wurden auch nach Erweiterung des Detektionsvolumens auf
das gesamte Bouton nicht detektiert, die aber im Falle der Vesikelreorganisation zu erwarten
wiren, so dall davon ausgegangen werden kann, daf3 in vielen Féllen die Fusion eines Vesi-
kels mit der Membran beobachtet wurde. Aus der mittleren Fluoreszenzdifferenz vor und
nach dem Aktionspotential wurde der Fluoreszenzbeitrag eines Vesikels bestimmt, der unter
den in dieser Arbeit gewihlten Bedingungen etwa 2 kcps betrug. Der Fluoreszenzabfall wurde
vielfach mit einer Zeitverzogerung von 0,5-0,7 s beobachtet, die auch nach Erweiterung des
Detektionsvolumens auf das gesamte Bouton noch vorhanden war. Weitere Experimente
durch Zweiphotonenmikroskopie, die die gleichzeitige Auswertung mehrerer Pixel in der Zeit
erlauben, werden im Moment zur Kldrung durchgefiihrt. Da die Fusion eines Vesikels im
Mikrosekundenbereich stattfindet, ist eine Barriere vorstellbar, die das unmittelbare
Auswaschen des Farbstoffs aus der Membran der aktiven Zone verzégert und beispielsweise
durch eine mit Proteinen dichtgepackte Membran oder eine Fusionspore erkldrbar wiren. Das
verzogerte Auswaschen war nach etwa 2 s beendet und ist damit vergleichbar mit der von
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Klingauf et. al. erhaltenen Zeitkonstante fiir das Auswaschen des Farbstoffs FM1-43 aus der

Zellmembran {111].
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5 Zusammenfassung

Die FCS wurde erfolgreich zur Bestimmung von Diffusionkoeffizienten im Cytoplasma und
im Nucleus von Chromaffinzellen angewandt. Im Cytoplasma war der Diffusionskoeffizient
des Farbstoffs OGB1 4-5 mal kleiner als im Elektrolyten im Nucleus etwa 2 mal. Zwischen
der calciumgebundenen Form und der calciumfreien Form des Farbstoffs wurde kein
Unterschied festgestellt.

An der Grenzflache zwischen hippocampaler Zellmembran und extrazelluldrer Losung wurde
die molekulare Interaktion des farbstoffmarkierten Benzodiazepins Ro-Alexa durch FCS
direkt am Wirkort des Liganden untersucht. Verschiedene Farbstoffe wurden auf ihre Eignung
fiir FCS-Messungen in der Zellmembran tberpriift und der Effekt des Farbstoffs auf das
spezifische Bindungsverhalten des Benzodiazepins charakterisiert. Der rezeptorgebundene
Anteil von Ro-Alexa konnte aufgrund seiner langsameren Diffusionszeiten in der Zellmem-
bran (Dgev1 = (1,324 0,26) um* s™'; Dyery = (2,63 £ 0,63)-10 um® s™') vom schneller diffundie-

2 s) unterschieden werden. Die FCS-

renden ungebundenen Anteil (Dge; = (220+3) pum
Methode war geeignet, die spezifische Bindung eines farbstoffmarkierten Benzodiazepins
nachzuweisen. Die Affinitdt des Ligand-Rezeptor-Komplexes (Kp = (9,9 £ 1,9) nM) sowie die
Geschwindigkeitskonstanten der Komplex-Assoziation (kass = (1,30 £ 0,26)-10° 1 mol™ s™) und

-Dissoziation (kaiss = (1,28 £ 0,08)-107 s™) wurden bestimmt.

Synaptische Vesikel wurden durch FCS sowohl in unstimulierten als auch in stimulierten
einzelnen hippocampalen Boutons untersucht. Hierbei konnte die Dynamik einzelner synapti-
scher Vesikel aufgelost werden. Durch systematische Applikation verschiedener Pharmaka
wurde die Wirkung von Kinasen, Phosphatasen und des Cytoskeletts auf die Vesikelmobilitit
untersucht. Ein Grofteil der Bewegung ist auf aktiven Transport zurlickzufiihren, der durch
die Myosin-Leichtketten-Kinase kontrolliert wird. Neben den beweglichen Vesikeln wurde
ein immobiler Anteil detektiert, der durch Inhibition der Phosphatasen 1 und 2A in dem
Bouton teilweise mobilisiert werden konnte. Nach der Mobilisierung der Vesikel fiihrte eine
Zerstorung des Actinnetzwerks zu einer erhohten Beweglichkeit der Vesikel in dem Bouton.
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Anhang

Absorption
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Abbildung 78: Absorptions- und Emissionsspektrum von FM 1-43 (nach Farbstoffinformation
(Molecular Probes), verandert).
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