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I. Abstract

In the recent years, a huge set of genetically-encoded fluorescence biosensors has been developed,
allowing the detection of signaling intermediates and metabolites in real time with subcellular spatial
resolution. Many of these biosensors are based on Foerster Resonance Energy Transfer (FRET). They
represent the basis for numerous non-invasive cell-based assays to monitor signal transduction in
living cells. The two FRET-based biosensors used in this work are composed of periplasmatic binding
proteins from E. coli (PBP) fused to two derivatives of the green fluorescent protein (GFP) at the C-
and N-terminus, respectively. Structural changes of the PBPs in such “venus-flytrap” sensors upon
metabolite binding alter the relative orientation and/or distance between both terminal fluorescent
proteins thereby changing the FRET signal.

Specifically two well established sugar sensors for maltose- (FLIPmal25u) and glucose detection
(FLII12Pglu-700uA6) were investigated (Fehr, Frommer et al. 2002; Deuschle, Okumoto et al. 2005),
which have already been used in several mammalian-, lower eukaryotic-, bacterial- and plant cells
(Bermejo, Haerizadeh et al. 2011; Hou, Takanaga et al. 2011).

In order to evaluate both biosensors as in vivo tools for quantitative metabolite analyses the effects
of varied environmental conditions of biochemically essential parameters on the signal intensity and
the K4-value of both biosensors and on the single fluorescence proteins were thoroughly studied in
this PhD-project. Specifically the influences of pH, buffer salts, ionic strength, temperature and
several intracellular metabolites were studied. Further, investigations with different molecular
crowding agents such as polyethyleneglycol and Ficoll demonstrated that the sensor specific
parameters are also influenced by the viscosity of the medium.

The results demonstrate that both biosensors are significantly affected by numerous of the tested
parameters. Almost all micro-environmental variations led to considerably different FRET-signals or
K4-values, because either the fluorescent proteins or the binding domain are affected by the tested
parameters.

As a consequence, the common practice to apply such sensors for quantitative in vivo measurements
based on an in vitro calibration in an arbitrarily chosen buffer system can easily result in false
concentration determination in vivo, because of the multiple influence factors in living cells, which
cannot be controlled.



Il. Kurzfassung

In den letzten 10 Jahren wurden zahlreiche genetisch kodierte Fluoreszenz-Biosensoren entwickelt,
mit dem Ziel nicht-invasiv die Prasenz verschiedenster Metabolite kontinuierlich und in Echtzeit mit
raumlicher Auflésung innerhalb lebender Zellen nachzuweisen. Das Messsignal vieler dieser
Biosensoren basiert auf einer Veranderung der Intensitat eines Forster Resonanz Energietransfers
(FRET). Die beiden FRET-basierten Biosensoren, die in diesem Promotionsprojekt verwendet wurden,
bestehen aus periplasmatischen Bindedoméanen von E. coli, an die C- und N-terminal Farbvarianten
des Griin-Fluoreszierenden Proteins (GFP) fusioniert wurden. Durch eine Konformationsanderung der
Proteinstruktur der Bindedomanen, die bei Ligandenbindung auftritt, verandert sich die raumliche
Distanz und Orientierung der Fluoreszenzproteine zueinander nach dem Prinzip einer Venus-
Fliegenfalle. Als Folge kommt es zu einer Verdanderung der FRET-Signalintensitat, die als direkter
Nachweis fiir die Anwesenheit des Liganden angesehen werden kann.

In dieser Arbeit wurden zwei Zuckersensoren fiir Glucose und Maltose untersucht (Fehr, Frommer et
al. 2002; Deuschle, Okumoto et al. 2005), die bereits in verschiedenen Organismen zur in vivo-
Quantifizierung eingesetzt wurden (Bermejo, Haerizadeh et al. 2011; Hou, Takanaga et al. 2011).

Um beide Sensorkonstrukte als Werkzeuge fir die quantitative Metabolitanalytik zu evaluieren,
wurde der Einfluss einer Vielzahl von Umgebungsbedingungen auf die FRET-Signalintensitat und den
Ky4-Wert der Sensoren und auf die einzelnen Fluoreszenzproteine getestet. Speziell untersucht
wurden folgende Parameter: pH, Puffersalze, lonenstirke, Temperature und verschiedene
essenzielle intrazellulare Metabolite. Untersuchungen mit molekularen crowdern, wie
Polyethylenglycol, Ficoll und BSA zeigten, dass auch die Viskositdt des Mediums Einfluss auf die
Sensor-spezifischen Parameter nehmen.

Die Resultate zeigen, dass die Signalantwort beider Biosensoren durch die Umgebungsbedingungen
in unterschiedlichem MaRe beeinflusst wird, was haufig zu signifikant unterschiedlichen FRET-
Signalen und Ky-Werten fiihrt, da sowohl die als Fluorophore der verwendeten GFP-Varianten als
auch die Bindedomanen beeinflusst wurden.

Aus den Ergebnissen ist abzuleiten, dass die gangige Praxis der in vitro Kalibrierung dieser Sensoren
in willktrlich gewahlten Puffersystemen fir die quantitative in vivo Analytik aufgrund der
zahlreichen, sich addierenden Einflussfaktoren mit hoher Wahrscheinlichkeit in falschen
Konzentrationsbestimmungen in vivo resultiert.
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1 Einleitung

1.1 Grundlagen der Fluoreszenz

Lumineszenz (lat. lumen = Licht) ist ein Sammelbegriff fir samtliche Photoprozesse, bei denen eine
Aussendung von Licht infolge der Abgabe von Energie eines angeregten Zustandes beim Ubergang in
den Grundzustand resultiert. Da dieses Leuchten nicht durch eine Erhohung der Temperatur bewirkt
wird, spricht man von ,kalten Lichtphdnomenen”. Zu den bekanntesten Lumineszenz-Effekten gehort
die Fluoreszenz, die eine der zentralen Techniken der vorliegenden Arbeit ist.

Das Phianomen der Fluoreszenz beschrieb der irische Physiker Sir Gabriel Stokes bereits im 19.
Jahrhundert (Stokes 1853). Er zeigte, dass Substanzen, wie das Mineral Fluorit, nach Absorption von
Licht einer bestimmten Wellenldnge eine Lichtemission bei hoheren Wellenldngen (Rotverschiebung)
zeigen. Fluoreszenz ist folglich das durch energiereiche Strahlung angeregte Leuchten eines Stoffes.
Der Effekt der Wellenlangenverschiebung wird als Stokessches Gesetz oder Stokes-Verschiebung
bezeichnet (Abbildung 1-1). Sie ist die Grundlage fir Fluoreszenz, deren Name sich vom Mineral
Fluorit ableitet. Fluoreszierende Verbindungen werden auch als Fluorophore bezeichnet.

Kennzeichnend fiir diese Art der Lumineszenz ist, dass das Leuchten unmittelbar bei Beginn der
Anregung beginnt und sofort nach Beendigung der Bestrahlung endet. Diese Eigenschaften grenzen
die Fluoreszenz klar gegeniiber anderen Photolumineszenz-Effekten wie der Phosphoreszenz ab, bei
der der Anregungszustand Uber die Dauer der Anregungszeit hinaus besteht.

Stokes-Verschiebung

Intensitét

Absorption Emission

Wellenlange [nm]
Abbildung 1-1: Die Stokes Verschiebung bezeichnet die Differenz der Wellenldngen zwischen ein- und ausgehenden

Photonen bei Lumineszenz-Effekten. Infolgedessen ist das Emissionsspektrum (griin) gegeniiber dem Absorptionsspektrum
(schwarz) zu hoheren Wellenldngen verschoben (rot).
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Der polnische Physiker Aleksander Jablonski stellte 1935 das nach ihm benannte Jablonski-Schema
(Abbildung 1-2) zur Erlauterung von Energiezustanden bei photochemischen Effekten vor (Jablonski
1935). Die Fluoreszenz setzt sich demnach aus drei grundlegenden Prozessen unterschiedlicher
Dauer zusammen:

1. Anregung — Femtosekundenbereich: 10™° s
2. Lebensdauer — Picosekundenbereich: 10% s
3. Fluoreszenzemission — Nanosekundenbereich: 107 s

Experimentell kann die Anregung Uber eine externe Energiequelle mit einer fokussierten Wellenlange
erfolgen; beispielsweise durch einen Laser, der Photonen auf das Fluorophor sendet. Dieses
absorbiert die Photonen und wird somit in einen angeregten Singulett-Zustand (S;, S,) Uberfihrt. In
diesem Zustand finden zahlreiche Interaktionen zwischen dem Fluorophor und dessen molekularer
Umgebung statt (z.B. Schwingungsrelaxation). Durch strahlungslose Prozesse wie dem intersystem
crossing (T;>Phosphoreszenz) kann die Population des angeregten Zustands ebenfalls reduziert
werden. Kehrt das Fluorophor durch Emission des Photons wieder in den So-Grundzustand zuriick,
wird wegen dieser Energieabnahme die Fluoreszenzemission moglich. Aufgrund der beschriebenen
Relaxationsprozesse ist die Energie des emittierten Photons nun aber geringer als bei der Anregung
(s. Stokes Verschiebung, Abbildung 1-1).
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Abbildung  1-2: Jablonski-Termschema fir die |lllustration der Energiezustinde eines Fluorophors.

Nach Lichtanregung (1=Anregung) erfolgt die Absorption von Photonen durch das Fluorophor. Dabei werden Elektronen in
einen hoheren Energiezustand angehoben (S;, S2). Nach energetisch verlustreichen Relaxationsprozessen (2) erfolgt die
Ruckkehr von Sy in den Grundzustand (Sy) unter Emission von Licht (3a = Fluoreszenz). Intersystem Crossing bezeichnet
einen strahlungslosen Ubergang in einen schwingungsangeregten Triplett-Zustand (T,). Der Riickfall auf S, erfolgt im
Vergleich zu 3a deutlich langsamer, so dass Phosphoreszenz moglich wird (3b). Strahlungsiibergange sind mit
durchgezogenen Pfeillinien dargestellt, strahlungslose mit gestrichelten.
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Eine weitere Méglichkeit des strahlungslosen Ubergangs eines angeregten Zustands ist die
Ubertragung der Emissionsenergie auf ein benachbartes Molekiil, das diese Wellenldnge als
Anregungswellenldange absorbieren kann. Abbildung 1-3 zeigt ein hierflir modifiziertes Jablonski-
Termschema. Der physikalische Prozess einer solchen strahlungslosen Energielibertragung wird als
Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) bezeichnet und wurde erstmals von Theodor Foérster
beschrieben (Forster 1948).

1.1.1 Forster-Resonanzenergietransfer (FRET)

Findet ein FRET statt, wird die Emissionsenergie des angeregten Farbstoffs (Donor) nicht in Form von
Fluoreszenz  abgegeben, vielmehr erfolgt die Energielibertragung (ber Dipol-Dipol-
Wechselwirkungen vom Donor- auf ein Akzeptor-Fluorophor, das dann seinerseits Licht in Form einer
spezifischen Wellenlange emittiert.
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emission emission
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Abbildung 1-3: Jablonski-Termschema fiir die schematische Darstellung der Energieiiberginge bei FRET. Nach
Lichtanregung erfolgt die Absorption von Photonen durch das Donor-Fluorophor. Dessen Elektronen werden in einen
héheren Energiezustand angehoben (S;,S,). Nach energetisch verlustreichen Relaxationsprozessen erfolgt hierbei nicht die
Ruckkehr von S; in den Grundzustand (Sy) unter Emission von Licht (Donoremission). Stattdessen wird strahlungslos
Energie auf den Akzeptor Ubertragen (FRET). Der Abfall von S; in den Grundzustand (S,) erfolgt dann unter Emission von
Licht durch den Akzeptor. Strahlungsiibergdnge sind mit durchgezogenen Pfeillinien dargestellt, strahlungslose mit
gestrichelten.

Die Effizienz einer solchen Energielibertragung wird durch verschiedene EinflussgroRen bestimmt.
Zum einen durch die rdumliche Distanz der beteiligten Molekiile, die weniger als 10 nm betragen
sollte (Forster 1948). GleichermaBen wichtig ist eine ausreichende Uberlappung des Donor-
Emissions- und des Akzeptor-Absorptionsspektrums (Forster 1959; Patterson, Piston et al. 2000).
Abbildung 1-4 zeigt Beispielspektren fiir die erforderliche spektrale Uberlappung. Dariiber hinaus ist
die relative Orientierung der Dipole zueinander essenziell fiir die Effizienz des Ubertrags (Forster
1948; Dale, Eisinger et al. 1979).
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Abbildung 1-4: Beispielspektren fiir die erforderliche spektrale Uberlappung bei FRETSs. Die gestrichelten Linien zeigen das
jeweilige Absorptionsspektrum der FRET-Partnermolekiile. Die durchgezogenen Linien stehen fur die Emissionsspektren.
Die spektrale Uberlappung des Donor-Emissionsspektrums und des Akzeptor-Anregungsspektrums ist griin hervorgehoben.

1.1.2 Fluoreszenzlebensdauer Messungen

Durch Fluoreszenzlebensdauer Messungen lassen sich molekulare Systeme in ihren grundlegenden
Fluoreszenzeigenschaften beschreiben. Wie oben beschrieben, relaxieren die angeregten Molekiile
nach der Anregung durch einen Lichtimpuls (Laser), indem sie die Anregungsenergie teilweise in
Schwingung, Fluoreszenz und intersystem crossing wieder abgeben. Jeder dieser Prozesse erfolgt mit
einer bestimmten Wabhrscheinlichkeit. Fluoreszenzlebensdauer Messungen ermoglichen die
Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten dieser Fluoreszenzzerfalls-Prozesse. Die resultierenden
Abklingzeiten der Photolumineszenz werden hierbei durch Zeit-korrelierte Einzelphoton-Zahlung
(time-correlated single photon counting = TCSPC) bestimmt.

Da es sich bei TCSPC um eine zeitaufgeloste Messung handelt und Zeit eine absolute GroRe ist, sind
die Messungen unabhéangig von Parametern wie der Fluorophorkonzentration oder Fluktuationen in
des Anregungslichts (O'Connor, Phillips 1984). Fluoreszenzlebensdauer Messungen finden haufig
Anwendung bei der Untersuchung von Umwelteinflissen auf Fluoreszenzproteine, da die
Lebensdauer hingegen von Parametern, wie dem pH-Wert oder der lonenstadrke beeinflusst wird
(Lakowicz 2006).
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1.2 Fluoreszierende Proteine

1.2.1 Das Griin fluoreszierende Protein (GFP) aus Aequorea victoria

Die Quallenart Aequorea victoria weist an den Randern ihres glockenformigen Korpers hell
fluoreszierende Punkte auf. Diese Form der Biolumineszenz zog bereits friih das Interesse von
Wissenschaftlern auf sich. 1962 isolierte Osamu Shimomura die fir dieses Phanomen erforderlichen
Komponenten aus dieser pazifischen Quallenart (Shimomura, Johnson et al. 1962). Hierbei handelte
es sich um das Photoprotein Aequorin, das nach Bindung von Calciumionen Licht im blauen
Wellenlangenbereich emittiert. Begleitend wurde auch das Griin Fluoreszierende Protein (GFP) aus
der Qualle gewonnen.

Uber FRET (Kapitel 1.1) iibertrdgt Aequorin in Gegenwart von Calciumionen Energie auf das GFP-
Molekiil und regt dieses durch die spektrale Uberlappung von Aequorin Emissions- und GFP-
Anregungsspektrum an (Abbildung 1-5). Das Resultat ist eine griine — anstelle einer blauen
Fluoreszenz. GFP wurde erstmals 1994 in Escherichia coli und Caenorhabditis elegans durch Martin
Chalfie exprimiert (Chalfie, Tu et al. 1994). Diese Arbeiten bildeten die Grundlage fir die
Konstruktion diverser Fusionsproteine mit GFP z.B. zur Visualisierung der Genexpression und
Proteinbewegungen in lebenden Zellen. Den dritten zentralen Beitrag der GFP-Grundlagenarbeiten
leistete Roger Tsien. Er modifizierte die Sequenz des GFP und erreichte dadurch eine hohere
Quantenausbeute (S65T). Ebenso erzeugte er durch Zufallsmutationen des Chromophors blaue
(Y66H), gelbe (T203Y) und cyane (Y66W) Farbvarianten. AnschlieBend gelangen ihm erstmals FRET-
Messungen mit diesen GFP-Varianten. Zu seinen Arbeiten zdhlten zudem die ersten genetisch
kodierten FRET-basierten Biosensoren, die fir den Nachweis von intrazelluldren Calciumionen
entwickelt wurden (Miyawaki, Llopis et al. 1997).

Shimomura, Chalfie und Tsien erhielten 2008 den Nobelpreis fiir Chemie fiir diese wegweisenden
Arbeiten (Chalfie 2009; Shimomura 2009; Tsien 2009).

FRET

Abbildung 1-5: 3D-Strukturen von Aequorin (blau: 1EJ3) und GFP (griin: 1GFL). Schematisch wird hier ein FRET in
Anwesenheit von Ca”* dargestellt.
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Das von Osamu Shimomura isolierte Wildtyp-GFP hat eine Kettenldnge von 238 Aminosduren und ein
Molekulargewicht von 26,9 kDa. Seine auflergewohnliche Form wird haufig mit der eines Fasses
(barrel) oder einer Getrankedose (can) beschrieben. Yang und Kollegen veroffentlichten 1996 die
Kristallstruktur des Wildtyp-GFPs und bezeichneten es selber als beta can (Yang, Moss et al. 1996).
Abbildung 1-6 zeigt die 11 antiparallel angeordneten Beta-Faltblatter, die flr diese sehr kompakte
Proteinform verantwortlich sind. Das Chromophor ist zentral in dieser Fassstruktur verankert, was es
vor Interaktionen mit Makromolekiilen schiitzt. Enzyme kénnen daher beispielsweise nicht die
Bildung des Chromophors katalysieren, was die Hypothese der autokatalytischen Chromophor-
bildung bedingte.

Abbildung 1-6: Fassstruktur des Grin Fluoreszierenden Proteins. Rechts: Darstellung des Chromophors, das aus
Aminosaureseitenketten durch Oxidation gebildet wird (Tsien 1998). pdb-code: 1EMA. Dargestellt mit dem Programm
PyMol.

Vorschlage fur diese autokatalytische Chromophorreifung wurden kontrovers diskutiert, bis sich der
in Abbildung 1-7 dargestellte Mechanismus als wissenschaftlicher Konsens durchgesetzt hatte.
Daraus geht hervor, dass die Reifung des Chromophors nicht in Abwesenheit von Sauerstoff
vollendet werden kann, da der letzte Oxidationsschritt nicht ohne atmosphérischen Sauerstoff
funktionieren kann (Inouye and Tsuji 1994; Heim, Cubitt et al. 1995).
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Abbildung 1-7: Vorschlag der autokatalytischen Chromophor-Reifung des GFP (Shimomura 1979; Heim, Prasher et al.
1994; Cubitt, Heim et al. 1995). Bildquelle nach: (Newman, Fosbrink et al. 2011).
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Insbesondere die Arbeiten von Roger Tsien ermoglichten die heute so geschatzte Farbvielfalt dieser
Proteinfamilie. Seit dem wurde diese kontinuierlich erweitert und Modifikationen bestehender
Varianten in Hinblick auf weitere biophysikalischen Eigenschaften, wie der pH-Stabilitat,
durchgefiihrt (Zhang, Campbell et al. 2002; Rizzo, Springer et al. 2004). In Abbildung 1-8 sind
verschiedene Farbvarianten des GFP-Chromophors beispielhaft dargestellt.
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Abbildung 1-8: Einige Chromophor-Varianten als Beispiel fiir die Farbvielfalt, die durch die Mutation des GFP erreicht
werden konnten. Bildquelle nach: (Newman, Fosbrink et al. 2011).

1.2.2  Flavin-mononucleotid-basiertes Fluoreszenzprotein (FbFP)

Ein Nachteil von GFP und seinen Varianten ist die Abhangigkeit der Chromophorreifung von
Sauerstoff (vgl. Kapitel 1.2.1). Abgesehen davon sind viele Einflussfaktoren bekannt, die die
Fluoreszenzeigenschaften von GFP-Derivaten signifikant beeinflussen (Miyawaki, Llopis et al. 1997;
Garrett, Wu et al. 2008; Borst, Willemse et al. 2010). Dies kann insbesondere fiir die Entwicklung
genetisch kodierter Biosensoren problematisch sein, da die Signalantwort fiir eine quantitative
Auswertung robust gegenliber intrazellularen Umweltschwankungen sein sollte.

Ein alternatives Fluoreszenzprotein ist das erst vor einigen Jahren beschriebene Flavin-
mononucleotid (FMN)-basierte Fluoreszenzprotein (FbFP) (Drepper, Huber et al. 2010). Diese
Blaulichtrezeptoren der LOV (light-oxygen-voltage)-Familie sind in Pflanzen und Bakterien weit
verbreitet. Ein groRer Vorteil dieses Proteins ist die Sauerstoff-unabhéngige Reifung (Drepper, Eggert
et al. 2007). In Abbildung 1-9-a l3sst sich gut das als Chromophor fungierende FMN-Molekil im
Zentrum des Proteins erkennen. Aufgrund seiner 3-Ring Struktur sind im Anregungsspektrum die fir
FMN-typischen Absorbtionsmaxima zu erkennen (Abbildung 1-9-b). FbFP aus E. coli (EcFbFP) wird im
Rahmen dieser Arbeit als potentielle Alternative zu GFP in verschiedenen Experimenten parallel zu
den GFP-Varianten untersucht.
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Abbildung 1-9: a) 3D-Struktur des YtvA LOV-Wildtypproteins von Bacillus subtilis; hier dargestellt als Monomer (2PR5). Im
globularen Teil des Proteins findet sich das FMN-Molekdl als Chromophor. b) Anregungs- und Emissionsspektrum von
EcFbFP, von dem noch keine Kristallstruktur existiert (Grafik b) nach J. Potzkei, IMET).

1.3 Periplasmatische Bindeproteine

Fir die Konstruktion von genetisch kodierten Biosensoren stellt die Auswahl hochselektiver
Bindedoménen eine Schlisselfunktion fir die Qualitdt solcher Messwerkzeuge dar. Die
Mechanismen, mit denen Proteine auf molekularer Ebene nicht kovalente Bindungen mit ihren
Zielliganden eingehen, ist dabei sehr unterschiedlich. Haufig beruht die Metabolitbindung auf
schwachen intermolekularen Wechselwirkungen, wie van-der-Waals-Kraften, elektrostatischen- und
hydrophoben Wechselwirkungen, oder der Bildung von Wasserstoffbriicken. Diese Bindungen sind
meist hochspezifisch und reversibel (Kahn and Plaxco 2010). Kohlenhydrate sind in einer Vielzahl
zentraler physiologischer Zellablaufe involviert. Periplasmatische Bindeproteine (PBPs) des
Bakteriums Escherichia coli sind fiir diese Stoffklasse sehr gut charakterisiert.

E. coli ist darauf angewiesen, dass diese Proteine mit einer sehr hohen Affinitat ihren spezifischen
Liganden binden, damit der Stoffwechsel des Prokaryoten mdglichst schnell auf Umwelteinflisse
reagieren kann. Ein weiteres Merkmal bakterieller PBPs ist die oft sehr starke Verdnderung der
raumlichen Struktur nach Binden des Liganden. Dies wurde durch Kristallstrukturen unter anderem
fur das Arabinose-Bindeprotein (Quiocho and Vyas 1984; Vermersch, Lemon et al. 1991), das Ribose-
Bindeprotein (Bjorkman, Binnie et al. 1994; Bjorkman and Mowbray 1998), das Maltose-Bindeprotein
(Sharff, Rodseth et al. 1992; Quiocho, Spurlino et al. 1997) oder auch fir das Glucose-Bindeprotein
(Borrok, Kiessling et al. 2007) gezeigt. Tabelle 1-1 zeigt eine Auflistung von PBPs und der
entsprechenden Kristallstrukturen in Ab- und Anwesenheit eines Liganden.

In der vorliegenden Arbeit werden zwei PBPs von E. coli verwendet; das D-Galactose/D-Glucose-
Bindeprotein (GGBP) und das Maltose-Bindeprotein (MBP). Die beiden Bindeproteine stammen aus
unterschiedlichen Superfamilien periplasmatischer PBPs. Das GGBP gehort zur Superfamilie der
Arabinose-Bindeproteine (ABP); MBP zur Klasse der Histidin-Bindeproteine (HBP). Die beiden Klassen
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unterscheiden sich charakteristisch in der Anzahl ihrer B-Faltblatter. ABPs weisen sechs Faltblatter
auf; HBP hingegen nur fiinf (Abbildung 1-10).
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Abbildung 1-10: Phylogenetische Darstellung der Verwandtschaft zwischen den Superfamilien verschiedener
periplasmatischer Bindeproteine. Die Farben stehen fiir die zwei Klassen von Bindeproteinen, die sich charakteristisch in
der Anzahl ihrer R-Faltblatter unterscheiden. Das Glucosebindeprotein (hier GBP) gehdrt zur Superfamilie der Arabinose-
Bindeproteine (ABP); Das Maltosebindeprotein (MBP) zur Superfamilie der Histidin-Bindeproteine (HBP). Grafik nach
(Dwyer and Hellinga 2004).

Tabelle 1-1: Zusammenfassung der 3D-Strukturen periplasmatischer E. coli Bindedomainen. Die Daten sind in der
Proteindatenbank der Research Collaboratory for Structural Bioinformatics (http://www.PDB.org) hinterlegt. Auszug aus
(Dattelbaum 2010).

Genname der PDB ID
Periplasnlatische Offene Form Geschlossene Form
Domane
araF Arabinose 8ABP 1ABE
mgIB Galactose/Glucose 2FrW0 2FVY
rbsB Ribose 1uURpP 2DR
glnH Glutamine 1G6GG 1WDN
malE Maltose lomp 1ANF
pstS Phosphate loB 1IXH

1.3.1 D-Galactose/ D-Glucose-Bindeprotein (GGBP)

Das Gen mglB kodiert fuir das D-Galactose/D-Glucose-Bindeprotein (GGBP) in Escherichia coli. Das
332 Aminosauren lange Protein wird (iber ein Signalpeptid (Pos. 1-23) in das Periplasma des
Prokaryoten sekretiert und spielt dort eine wichtige Rolle beim aktiven Transport von Galactose und
Glucose, indem es nach der Bindung der entsprechenden Zucker mit speziellen Chemorezeptoren
interagiert, die eine Signalkaskade auslosen. Wie in Abschnitt 1.3 erwahnt, vollziehen bakterielle
PBPs haufig ausgepragte Konformationsanderungen bei der Bindung des Zielliganden.
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Abbildung 1-11 zeigt das GGBP im ungebundenen Zustand (a) und in Anwesenheit von Glucose (b).
Dabei wird deutlich, wie sich das Protein um das Zuckermolekiil legt. Auf molekularer Ebene werden
hierbei 13  Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den polaren Seitenketten beider
Proteindoméanen und den Hydroxylgruppen und Sauerstoffatomen des Zuckers gebildet (McShane
and Stein 2009). Als Folge dieser Bindung verschwindet der Zucker fast komplett in der Bindetasche
des Proteins; ein Resultat dieser hdufig als pac-man Style bezeichneten Gelenk-artigen Bewegung des
Bindeproteins bei Ligandbindung (Sack, Saper et al. 1989). Die Annaherung der beiden globuldren
Teildomanen erfolgt mit einer Anderung des relativen Winkels von 31° zueinander (Borrok, Kiessling
et al. 2007). Abgesehen von der Zucker-bindenen Region verfligt GGBP auch Uber ein Calciumionen-
bindendes Motiv (pos. 157 — 165 / 227-228) (Vyas, Vyas et al. 1987).

Abbildung 1-11: Quartérstruktur des D-Galactose/D-Glucose-Bindeproteins (GGBP) a) ohne Ligand (PDB: 2FWO0) und b)
mit D-Glucose (PDB: 2FVY).

1.3.2 Maltose-Bindeprotein (MBP)

Das periplasmatische Maltosebindeprotein (MBP) wird durch das Gen malE kodiert. Beim MBP
handelt sich um ein 396 Aminosauren langes Protein, dass Uber ein Signalpeptid (Pos. 1-26) in das
Periplasma des Prokaryoten sekretiert wird. Analog zum GGBP besteht das MBP aus 2 globuldren
Domanen, die sich nach Zuckerbindung anndhern. Abbildung 1-12 zeigt die 3D-Struktur des MBPs in
mit und ohne Maltose (Spurlino, Lu et al. 1991). Im Fall des MBPs andert sich der relative Winkel
zwischen den globulédren Doméanen sogar um 35° (Sharff, Rodseth et al. 1992).

Abbildung 1-12: Quartarstruktur des Maltose-Bindeproteins (MBP) a) ohne Liganden (PDB: 10MP) und b) mit Maltose
(PDB: 1ANF).
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1.4 Genetisch kodierte FRET-Biosensoren

Die Idee, Uber ein Fluoreszenzsignal einen direkten Nachweis fiir die Prdsenz einer Zielsubstanz in
Zellen zu erbringen fand ihre ersten Anwendungen bereits vor mehr als 60 Jahren. Damals wurden
Antigene des Pneumokokken Erregers in Mausgewebe Uber immunohistologische Methoden mit
Fluoreszenzfarbung nachgewiesen (Coons, Creech et al. 1942). In den folgenden Jahrzehnten gab es
zahlreiche Erweiterungen dieser Strategie, jedoch lange mit dem Nachteil, dass das zu
untersuchende Gewebe fir die Analyse fixiert oder ganzlich zerstért werden musste, so dass die
untersuchte Probe immer nur eine Momentaufnahme eines in vivo hochdynamischen Fluktuations-
prozesses darstellte. Vor allem deswegen haben sich um die Jahrtausendwende genetisch kodierte
Fluoreszenzbiosensoren als vielversprechende Visualisierungswerkzeuge etabliert. Denn als in vivo
co-exprimierte Multikomplex-Proteine bieten sie die Moglichkeit, kontinuierlich Metabolitkonzen-
trationen nachzuweisen ohne dabei die zu untersuchende Zellen zu zerstéren.

Die in dieser Arbeit untersuchten Biosensoren basieren auf dem sogenannten ,Venus-Fliegenfallen
Modell” (Felder, Graul et al. 1999) und beruhen auf der Veranderung eines FRET-Signals als Nachweis
fir die reversible Bindung eines Zielliganden. Abbildung 1-13 zeigt das Prinzip solcher FRET-basierter
Biosensoren. Solche Biosensoren bestehen aus drei Komponenten: An eine periplasmatische
Bindedomdne wurden C- und N-terminal Fluoreszenzproteine fusioniert, welche die fur FRET
notwendige spektrale Uberlappung aufweisen (vgl. Kapitel 1, Abbildung 1-13-a). Bei den in diesem
Projekt verwendeten Sensoren handelt es sich dabei um Varianten des cyan fluoreszierenden GFP-
Derivats CFP und Varianten des gelb fluoreszierenden Proteins YFP. Bei Bindung des Liganden,
vollzieht das PBP die in Kapitel 1.3 beschriebene raumliche Konformationsanderung, wodurch die
Fluoreszenzproteine sich anndhern und sich so das FRET-Signal verstarkt. Im Fluoreszenz-
Emissionsspektrum der Biosensoren bewirkt die Bindung folgerichtig einen Abfall der Donor-Emission
(CFP) bei gleichzeitigem Anstieg des Akzeptorsignals (YFP) (Abbildung 1-13-b). Je nach verwendeter
Bindedomadne und Fusionsstrategie ist es ebenso moglich Sensoren zu generieren, bei denen sich im
Zuge des Bindungsereignisses die FRET-Partner weiter voneinander entfernen.
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Abbildung 1-13: Schematische Darstellung zur Funktionsweise der verwendeten FRET-basierten Biosensoren. a)
Darstellung des ,Venus-Fliegenfallen-Modells“: Bei Bindung eines Zuckermolekils ndhern sich die terminal fusionierten
Fluoreszenzproteine an, wodurch eine Intensivierung des FRET Signals bewirkt wird. b) Anderung des Fluoreszenz-
Emissionsspektrums durch Zugabe des entsprechenden Zuckers. Klar zu erkennen ist der Abfall der Donor-Emission bei 485
nm bei gleichzeitigem Anstieg der Akzeptor-Emission bei 528 nm.
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Folgerichtig verfligt jedes Biosensor-Konstrukt tGber eigene Charakteristika, die dessen Funktionalitat
beeinflussen. Zentral hinsichtlich der Anwendung jeden Sensors ist zunachst seine Affinitat
gegeniber der nachzuweisenden Substanz und die Intensitdt der Signaldanderung durch die
Metabolitbindung. Diese Eigenschaften missen moglichst prazise definiert sein, um sicherzustellen,
dass der Sensor fir geplante Messungen Gberhaupt geeignet ist.

Hierzu wird in vitro eine definierte Menge gereinigten Biosensors mit einer Verdiinnungsreihe des
Ziel-Liganden gemischt und das Fluoreszenzverhaltnis zwischen Akzeptor- und Donoremission (im
Folgenden: FRET-ratio) fiir jeden Konzentrationspunkt bestimmt. Zur Ableitung der Dissoziations-
konstante (Kq) aus diesen Messwerten werden diese logarithmisch aufgetragen und mit einer
Funktion angepasst (Formel 5-1). Der Wendepunkt der resultierenden Kurve bei halbmaximaler
Sattigung entspricht dem Kd-Wert. Dieser beschreibt die Affinitdt des jeweiligen Biosensors bezogen
auf die Ligandenkonzentration. Dabei handelt es sich jedoch nicht um einen prazisen Wert, sondern
vielmehr um einen Konzentrationsbereich, da die Berechnung dieses Wendepunkts abhangig von der
Anzahl der Punkte im Bereich der Steigung und der Qualitat der Ausgleichskurve ist. Abweichungen
der Messwerte von dieser Standardkurve fiihren dabei oft zu starken Abweichungen des K4-Werts.

Abbildung 1-14 zeigt drei verschiedene Glucose-Sensoren im Rahmen einer solchen Untersuchung.
Gut zu erkennen ist der jeweils S-formige Kurvenverlauf. In einem Fall ndhern sich die FRET-
Partnerproteine bei Ligandbindung an, was in einer Erhohung der FRET-ratio und einer positiven
FRET-Verschiebung resultiert (Abbildung 1-14-a). Ebenfalls dargestellt sind zwei Sensorvarianten, die
eine negative FRET-Verschiebung aufweisen. Hier entfernen sich YFP und CFP bei Ligandbindung
voneinander (Abbildung 1-14-b). Aus den jeweiligen Ausgleichskurven lassen sich die Ky4-Werte
dieser Kurven berechnen. Sie sind durch die vertikalen Linien im Diagramm angedeutet. Demnach
haben zwei Sensoren eine Affinitat etwa 1 mM * 0,1 mM und ein Sensor eine Affinitat von 7 mM +
0,2 mM.

o
L 64
Q
& | pa "
> 5 o
4 5 "
=
4 a)s = ===
34 b)a -8 ——ggg = llb.,.i.
1 L . . L S .
o b ey o
14
1E-4 1E-3 0,01 0,1 1 10 100 1000

Glucose [mM]

Abbildung 1-14: Glucose-Titrationskurven von drei verschiedenen Glucosesensoren. Griine Quadrate = FLIPglu-mgIB(F16A,
S112A), blaue kreise = FLIPglu-mgIB(F16A), blaue Quadrate = FLII12Pglu-700puA6 (Deuschle, Okumoto et al. 2005).
Dargestellt durch die vertikalen Linien sind die berechneten Affinitaten (K4-Werte) der jeweiligen Sensoren. Die Balken, die
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diese umgeben kenpzeichnen das Fehlerintervall, das aus der Berechnung resultierte, abhangig von der Qualitdt der
Messwerte und der Ubereinstimmung der gemessenen Daten mit der Anpassungsfunktion.

Als weiteres wichtiges Charakteristikum ist die Veranderung der FRET-ratio nach Ligandbindung. Sie
ist von groBer Bedeutung, da sich, gerade in Hinblick auf in vivo Messungen, die Signalverdanderung
vor einem entsprechenden Hintergrundrauschen stark abheben muss. Abbildung 1-15 illustriert
allgemein die wichtigsten Kennzahlen einer solchen Datendarstellung.

Ist die Verdanderung nach Metabolitbindung nur schwach, wird es bei Messungen nicht moglich sein,
eine konkrete Konzentration von einer gemessenen FRET-ratio abzuleiten, da nicht die Extrempunkte
der S-Kurven (Abbildung 1-15-a,b) von zentralem Interesse ist, sondern insbesondere der
Steigungsbereich um den Wendepunkt (Abbildung 1-15-d). Die maximale Anderung des FRET-
Verhaltnisses (Abbildung 1-15-c) sollte somit moglichst grof sein, um eine bessere Auflésung der
Konzentrationswerte insbesondere im Steigungsbereich der Ausgleichskurve zu gewahrleisten, aus
der der Ky4-Wert abgeleitet wird (Abbildung 1-15-d).
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Abbildung 1-15: Beispielhafte Darstellung einer in vitro Titrationskurve eines FRET-basierten Biosensors, zur Erklarung
der zentralen Begriffe und Kennzahlen. Die Y-Achse zeigt den Quotienten der Fluoreszenzemissionen von Donor (CFP) und
Akzeptor (YFP). Die logarithmisch skalierte X-Achse zeigt die Konzentrationspunkte der Verdiinnungsreihe des Zielliganden.
Bei sehr kleinen Konzentrationen, wird das Ausgangs-FRET-Verhiltnis aus YFP/CFP-ratio,,, bezeichnet. Die Datenpunkte im
Sattigungsbereich der Ligandenkonzentration stellen das maximal erreichbare FRET-Verhaltnis dar (YFP/CFP-ratio ). Die
Signalanderung zwischen diesen Extrempunkten wird als FRET-Verschiebung (engl. shift) bezeichnet (YFP/CFP-ratiog,i). Der
Bereich der halbmaximalen Sattigung, der mittels einer Ausgleichsfunktion ermittelt wird entspricht der
Dissoziationskonstante und beschreibt die Affinitdt des Sensors (Kg).

Im Fall von Abbildung 1-14-b ist die Anderung der blauen Datenreihe sehr gering. Sie betrigt
zwischen den Extrempunkten nur 0,4. Viele Datenpunkte teilen sich also einen FRET-ratio Wert, der
sich nur um Nachkommastellen unterscheidet. Bei einer in vivo Messung mit entsprechendem
Signalverlust durch Hintergrundrauschen, wirde das eine quantitative Bestimmung unmoglich
machen. Bei der griinen Datenreihe betrigt die YFP/CFP-ratio immerhin 0,9. Bei Abbildung 1-14-a

sind es 1,5. Hier lasst sich mit bloBRem Auge jedem Datenpunkt auf der Steigung ein signifikant
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anderer YFP/CFP-ratio Wert zuordnen, was eine essentielle Grundlage fur die Nutzung solcher
Sensoren zur quantitativen Metabolitanalytik in vivo darstellt.

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei FRET-basierte Biosensoren untersucht, die dem in Abbildung
1-13 dargestellten Funktionsprinzip entsprechen. Abbildung 1-16 zeigt den schematischen Aufbau
dieser Sensorkonstrukte als Blockdarstellung. Beide tragen als FRET-Donor ein ECFP Protein (blau)
und ein gelbes Fluoreszenzprotein als Akzeptor. Beim Glucosesensor ist dies ein Citrine (Griesbeck,
Baird et al. 2001), beim Maltosesensor ein EYFP. Diese FRET-Partnermolekiile umschlieBen jeweils
die periplamatische Bindedomane, wobei im Fall des Glucosesensors das ECFP in die Bindedomane
integriert wurde (Abbildung 1-16-a). Darliber hinaus wurden kurze linker —Sequenzen eingefligt, um
den FRET-Effekt zu verbessern. Im Vergleich dazu wurden beim Maltosesensor die GFP-Derivate
ohne linker an das Maltosebindeprotein fusioniert, und zwar so, dass bei den Fluoreszenzproteinen
C- bzw. N-terminal 7-8 Aminosauren deletiert wurden (Abbildung 1-16-b).

:)l Glc. BP, ,; |ECFP Glucose Binding Protein,, 55 (CRlCHElINoig]yI:]

(OB ECFP :ccm  Maltose Binding Protein, s, R yae—.

Abbildung 1-16: Schematischer Aufbau der beiden FRET-basierten Biosensoren. a) Der Glucosesensor weist als FRET-Paar
ECFP und Citrine, wobei ECFP in die Bindedomane hineinkloniert wurde und linker-Aminosauren zwischen Bindedoméne
und GFP-Derivaten liegen. b) Der Maltosesensor tragt ebenfalls ECFP als Donorprotein und EYFP als FRET-Akzeptor.Diese
wurden je terminal an das Maltosebindeprotein fusioniert.

Tabelle 1-2 zeigt einige zentrale Kenndaten dieser Sensorkonstrukte. Darliber hinaus finden sich im
Anhang dieser Dissertation (Abbildung 6-1-Abbildung 6-9) die kommentierten Nukleotid- und
Proteinsequenzen, sowie Emissionsspektren dieser Sensoren und ihrer isolierten FRET-
Partnerproteine.

Tabelle 1-2: Kenndaten der im verwendete FRET-basierten Biosensoren.

‘ Bezeichnung Projektnummer  Ligand Donor (ey/em) Akzeptor (ey/em) Kg Literatur ‘
FLII12Pglu-700pA6  MP18.1.1 Glucose ECFP (428nm/a85nm) Citrine agsnm/sasnm) 0,9 MM Deuschle, et al.
2005
FLIPmal25n MP24 Maltose ECFP (428nm/a85nm) EYFP (4g5nm/528nm) 25 uM Fehr, et al
2002

1.5 Makromolecular Crowding

Dem Verstandnis (iber die fundamentalen Ablaufe jeden Lebens, das von der Einzelzelle aufwarts
organisiert ist, liegt das Bestreben zugrunde, ein klares, liickenloses Bild von den Abldufen im
Zellinneren zu erhalten. Dass bis heute kein vollstandiges Modell Zell-interner Abldufe existiert, lasst
sich damit erklaren, dass es keine experimentelle Methode gibt, die die unzéhligen Informationen
liefern wiirde, die notig waren, um einen solchen Entwurf zu konstruieren (Goodsell 1991). Historisch
bedingt basiert das Verstdandnis von Strukturbiologen auf einem divide and conquer- Prinzip. Einzelne
Proteine lassen sich mit diversen Werkzeugen der Biochemie, wie z. B. Kernresonanzspektroskopie
(NMR) oder Rontgenkristallstrukturen sehr detailreich studieren. Obwohl diese Techniken zu
enormen Fortschritten im Verstandnis der untersuchten Details beitrugen und aus diesen
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Experimenten z.B. informative Datenbanken mit Proteinstrukturen resultierten, ging hierbei die
Information Uber den Einfluss des zelluldren Kontexts verloren. Denn die analysierten Proteine
mussten fur all diese Strukturuntersuchungen isoliert, also aus ihrem natlrlichen Kontext
genommen, werden. Zudem erwies es sich als nicht trivial in vitro-erhaltene Proteinstrukturen bzw.
Proteineigenschaften (Stabilitat, Aktivitdt) auf biologische Prozesse zu ubertragen (Burz and
Shekhtman 2009).

Seit mehreren Jahrzehnten arbeiten Wissenschaftler daran, das Cytosol verschiedener Organismen
quantitativ zu beschreiben, um Rickschlisse auf die Regulation komplexer Stoffwechselwege in der
Zelle zu ziehen. Im Zuge dieser Experimente stellte sich schnell heraus, dass das Zellinnere weniger
den stark verdiinnten Reaktionsbedingungen typischer in vitro Bedingungen ahnelt, als vielmehr
durch diverse Makromolekile dicht angefiillt ist. Dies kann nicht nur basierend auf mathematischen
Berechnungen angenommen werden, sondern auch aufgrund von in vivo Untersuchungen, bei denen
intakte Zellen eingefroren und mittels Kryo-Elektronentomografie untersucht wurden (Medalia,
Weber et al. 2002). Der Zellaufbau kann dabei ohne chemische Vorbehandlung, Anfarben oder
Dinnschnitte direkt betrachtet werden. Abbildung 1-17 zeigt das hoch organisierte und gedrangte
Zellinnere; ein Zustand, den man mit dem Begriff (macro-) molecular crowding beschreibt.

Diese dicht gedrangte Umgebung beeinflusst die thermodynamischen Parameter von funktionalen
Proteinen; also sowohl ihre Stabilitat als auch die Dynamik (Minton 1983). Selbst wenn man davon
ausginge, dass keine direkte Interaktion zwischen Proteinen und der umgebenden Flissigkeit
stattfindet, so beeinflusst allein der limitierte Aktionsraum um die Proteine deren Stabilitdt und
Reaktionen (Ellis and Minton 2003; Hall and Minton 2003).

Diese Bewegungseinschrankung fuhrt zu sogenannten Volumenausschlusseffekten. Ebenso kann es
zu Einschlusseffekten durch undurchdringbare Barrieren kommen (Ping, Yuan et al. 2004). Molecular
crowding koénnte daher einen starken Effekt auf Reaktionsgeschwindigkeiten, an denen
Makromolekile beteiligt sind, haben (Ralston 1990; Zimmerman and Minton 1993; Grunewald,
Medalia et al. 2003; Hall and Minton 2004).

Diese Effekte gelten fir alle Makromolekiilen in allen Zelltypen: sie sollten daher bei der
Untersuchung z.B. von Proteineigenschaften experimentell beriicksichtigt werden (Ellis 2001; Minton
2001).
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Abbildung 1-17: Das gedrangte Zellinnere. Eine 3D-Rekonstruktion durch Kryo-Elektronentomografie zeigt einen Teil des
Cytoplasmas einer Dictyostelium discoideum-Zelle. Die orangen langlichen Komplexe sind Aktin Filamente.
Makromolekulare Proteine sind griin dargestellt; Membranen blau (Medalia, Weber et al. 2002).

Im vorliegenden Promotionsprojekt wird das Bakterium Escherichia coli untersucht. Die
Proteinkonzentration im Cytosol von E. coli wird mit 300-400 mg-mL™" angegeben (Zimmerman and
Trach 1991). In diesem Zusammenhang muss man sich vergegenwartigen, dass in vitro Experimente
meist unter stark verdiinnten Konzentrationen von < 10 mg-mL" durchgefiihrt werden, bei denen der
crowding Effekt vernachlassigt werden kann. Um biochemische Prozesse von lebenden Zellen zu
untersuchen, sollten die crowding-Bedingungen daher auch durch in vitro Experimente simuliert
werden (Chebotareva, Kurganov et al. 2004). Dies wird durch die Zugabe von so genannten crowding
agents (auch: crowder) versucht, die die Viskositat erhohen und so die gedrangte Situation im
Cytosols simulieren sollen. Crowder sind hochmolekulare Verbindungen wie Polyethylenglycol (PEG),
Dextran, Ficoll, Hdmoglobin oder auch Rinderserumalbumin (BSA). Bei PEG und Dextran handelt es
sich um langekttige Molekile, wohingegen und Hamoglobin und BSA globuldre crowder sind (vgl.
Abbildung 1-18). Ficoll ist ein verzweigtes Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer und bildet eine Art
Ubergang zwischen den crowder-Familien.

Abbildung 1-18: Schematische Darstellung zweier Typen kiinstlicher crowding agents: a) langkettige Molekdle, wie z.B.
Polyethylenglycol (PEG), Ficoll oder Dextran. b) Globuldre Molekiile, wie Himoglobin oder Rinderserumalbumin (BSA).

Wie auch in der lebenden Zelle bewirkt der Volumenausschlusseffekt bei diesen kiinstlichen
crowdern, dass in einer Losung, die zu 30 vol% aus identischen Makromolekilen besteht, lediglich
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etwa nur 1 % des Restvolumens fiir ein weiteres Molekiil derselben GroBe zuganglich ist (Abbildung
1-19). Folglich finden biochemische Reaktionen unter dicht gedrangten Bedingungen statt und sind
evolutiv darauf angepasst. Die resultierenden Folgen auf Reaktionen, bei denen beispielsweise die
Diffusionsgeschwindigkeit limitierend ist, sind offensichtlich und sollten bei in vitro Experimenten
Beriicksichtigung finden. Jedoch werden diese Untersuchungen im Laboralltag vornehmlich mit stark
verdinnten Lésungen durchgefiihrt, was keinesfalls den Reaktionsbedingungen in lebendigen Zellen
entspricht.

T

Abbildung 1-19: Illustration des Volumenausschlusseffekts. Dargestellt ist ein Bereich, der zu 30 % von Makromolekulen
der gleichen GréRe eingenommen wird (schwarze Kreise). a) Ein sehr kleines Molekul (T) hat Zugang zu bis zu 70 % des
verbleibenden Raumes (blauer Bereich). b) Ein Molekil der gleichen GroRe hingegen ist ausgeschlossen vom GroRteil der
verfligbaren 70 %, da es sich den anderen Makromolekiilen aufgrund physikochemischer Krafte nur begrenzt ndhern kann
(Kreisbereiche um die Makromolekiile) (Grafik nach Ellis, 2001).

Die Analyse biochemischer Prozesse unter realistischeren Bedingungen ist folglich ausgesprochen
wichtig, da diese Bedingungen eine ubiquitdre Eigenschaft aller Zellen sind und der crowding-Zustand
ein essenzieller Parameter fur die effiziente Funktionsweise des Metabolismus sein dirfte. Denn als
Konsequenz des beschriebenen Effekts von molecular crowding erhoht dieses die lokale
Konzentration einer makromolekularen Proteinspezies und steigert somit ihre chemische Aktivitat,
da die Dissoziationskonstanten verandert werden, um beispielsweise Proteinkomplexe zu formen
(zhou, Rivas et al. 2008). Hierfiir gibt es bereits eine Vielzahl an dokumentierten Beispielen. Die
Steigerung der molekularen Interaktionen zwischen Proteinen und DNA durch crowding hat grofRen
Einfluss auf Prozesse wie Transkription und DNA-Replikation (Zimmerman and Minton 1993). Von
besonderem Interesse ist crowding zudem bei der Proteinfaltung (van den Berg, Ellis et al. 1999),
unter anderem durch eine verstarkte Effektivitat von Chaperonen (Hartl 1996).

Wie gravierend die Unterschiede zwischen diesen experimentellen Bedingungen sein kénnen, wird
am Beispiel der V8-Protease von Staphylococcus aureus deutlich. In vitro katalysiert dieses Enzym
durch die Verschiebung des Reaktionsgleichgewichts die Umkehrreaktion zu dessen in vivo Funktion,
da die dicht gedrangte Reaktionsumgebung fehlt (Kumaran, Datta et al. 2000).

Die in diesem Promotionsprojekt untersuchten Biosensoren wurden daher ebenfalls unter kiinstlich
gedrangten Bedingungen getestet, um einen moglichen Einfluss auf die Fluoreszenzeigenschaften
und die Bindeaffinitat durch die Bedingungen in vivo und in vitro abschatzen zu kénnen.
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2 Zielsetzung

Ein immer tieferes Verstandnis Uber die konkreten Stoffwechselabldufe innerhalb von lebenden
Zellen stellt Organismen-Ubergreifend groRe Herausforderungen an die moderne Wissenschaft.
Mithilfe neuer Informationen auf diesem Gebiet wird die Grundlage dafiir geschaffen, beispielsweise
bakterielle und eukaryotische Stamme genetisch zielgerichtet fiir die Produktion von Feinchemikalien
zu optimieren, oder auch auf dem Feld der pharmazeutischen und medizinischen Forschung
Kenntnisse Uber zentrale Stoffwechselwege fiir die Herstellung neuer Therapien zu erlangen.

Dabei ist es von besonderem Interesse, nicht-invasive Nachweismethoden zu entwickeln, durch die
es moglich ist, kontinuierlich in Echtzeit die Prasenz von Schliisselmetaboliten spezifisch und lokal
aufgelost in lebenden Zellen nachzuweisen. In den letzten zehn Jahren wurden Fluoreszenz-basierte
Biosensoren als vielversprechende Werkzeuge fiir diese Aufgabe entwickelt.

Ziel dieser Arbeit war die umfassende exemplarische Charakterisierung und Evaluierung haufig
genutzter genetisch kodierter Fluoreszenzbiosensoren vom , Venus-Fliegenfallen“-Typ, die aus einer
zentralen Zucker-bindenden Domane bestehen und am C- und N-Terminus ein Fluoreszenzprotein als
Reporter tragen. Sie dienen dem Nachweis von Glucose bzw. Maltose. Diese Sensoren reagieren in
Abhangigkeit von der Metabolitkonzentration mit einem verdnderten Forster-Resonanz
Energietransfer-Signal (FRET) zwischen den beiden Fluoreszenzproteinen. Die Sensoren sind weit
verbreitet und werden Organismen-ubergreifend zur in vivo Quantifizierung verschiedener Zucker
eingesetzt (Bermejo, Haerizadeh et al. 2011; Hou, Takanaga et al. 2011).

In der vorliegenden Promotion sollte daher erstmals systematisch untersucht werden, wie solche
FRET-Sensoren auf Umgebungsanderungen reagieren und in wie weit man von in vitro
Kalibrationskurven tatsdchlich auf intrazelluldre Metabolit-Konzentrationen schlieRen kann. Dazu
sollten die Umgebungsbedingen schrittweise vom in vitro-System in Puffer an zelldhnliche
Verhéltnisse angendhert werden, bei denen die meisten Parameter weder kontrollierbar, noch
gerichtet modifizierbar sind.

Die Vorgenehensweise ist in Abbildung 2-1 gezeigt. Beginnend mit umfassenden Untersuchungen in
Puffer, sollten anschlieBend Untersuchungen mit kinstlichen crowdern und im Rohextrakt folgen. Je
ndher man der in vivo Ebene kommt, desto komplexer und unkontrollierter ist die Zusammensetzung
des Systems.
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Abbildung 2-1: Allgemeines Schema zur Charakterisierung der Biosensoren in dieser Arbeit. Gezeigt sind die
verschiedenen Untersuchungsebenen (griine/ blaue Kreise) mit dem Ziel des abschlieRenden Datenvergleichs (roter Kreis).
Der griine Pfeil zeigt die wachsende Komplexitat des Messystems.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Charakterisierung der gereinigten Sensorproteine

3.1.1 Kultivierung Biosensoren

Kompetente Bakterienzellen wurden mit dem Plasmid FLII12Pglu-700pA6 bzw. FLIPmal25u
transformiert (Kapitel 5.4). Bei FLII12Pglu-700pnA6 handelt es sich um einen genetisch kodierten
Biosensor fir Glucose (Deuschle, Okumoto et al. 2005). FLIPmal25u dagegen wurde fiir den Nachweis
des Disaccharids Maltose konstruiert (Fehr, Frommer et al. 2002). Da beide Biosensoren GFP-basierte
Fluoreszenzproteine aufweisen, muss bei der Kultivierung fiir einen ausreichenden Sauerstoffeintrag
gesorgt werden, um die autokatalytische Reifung der Chromophormolekiile zu ermdglichen (Inouye
and Tsuji 1994; Heim, Cubitt et al. 1995).

Die Reifung der Biosensoren wurde begleitend zur Kultivierung verfolgt, indem 2 mL-Proben
pelletiert und in klarem Puffer (MOPS, Tris-HCI, Wasser) resuspendiert wurden. AnschlieRend wurde
die Fluoreszenzemission der Suspension nach Anregen bei 428 nm als Spektrum aufgezeichnet, um
die Auspragung der Emissionsmaxima der GFP-Farbvarianten CFP und YFP zu (berprifen (Baierl
2011). Abbildung 3-1 zeigt zwei Fluoreszenz-Emissionsspektren fir die Kultivierung des
Glucosesensors, und zwar nach 24 und 48 Stunden. Deutlich zu erkennen ist hierbei, dass die
charakteristischen Emissionsmaxima des Donor- und Akzeptorproteins erst nach 48 h klar tiber dem
Hintergrundrauschen erkennbar sind. Da es nicht im Fokus der vorliegenden Arbeit lag, die
Kultivierung zu optimieren und eine Kultivierungsdauer von 2 Tagen unproblematisch fiir die
experimentelle Planung war, wurde die Inkubationszeit auf 48 h ohne Induktion mit IPTG als
Standard festgelegt.
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Abbildung 3-1: Emissionsspektren der Kultivierungsbriihe als Indikator fiir den Reifungszustand der GFP-Derivate CFP und

YFP im Glucosesensor. Erst nach 48 Stunden sind die charakteristischen Emissionsmaxima von CFP (485 nm) und YFP (528
nm) zu erkennen.
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Nach Beendigung der Kultivierung wurden die Zellen pelletiert mittels Ultraschall aufgeschlossen. Im
Anschluss an den Zellaufschluss und das Abtrennen der Zelltrimmer vom Rohzellextrakt durch
Zentrifugation wurden die Sensoren mittels immobilisierter Metallionen Affinitatschromatografie
(IMAC) gereinigt.

Die Kultivierung der isolierten Fluoreszenzproteine erfolgte analog mit nur leichten Modifikationen
(vgl. Abschnitt 5.5).

Abbildung 3-2 zeigt eine affinitdtschromatografische Aufreinigung der Zielproteine am Beispiel von
ECFP. Zunachst wurde der gefilterte Rohzellextrakt auf die Sdule gegeben (Abbildung 3-2-a) und
anschlieBend das Zielprotein eluliert (Abbildung 3-2-b).

Die Ausbeute einer Kultivierung lag beim Glucosesensor bei 2,5 mg-g* eingesetzter Biofeuchtmasse
(BFM) und fiir den Maltosesensor bei 5 mg-gsw (Baierl 2011). Bei den isolierten Fluoreszenz-
proteinen konnten aufgrund des Autoinduktionsmediums (vgl. 5.5) héhere Ausbeuten von 9 bis 16
mg-g'lBFM erreicht werden.

a)

b)

——180nm

— 8 m

’ \

Abbildung 3-2: Chromatogramm einer affinitdtschromatographischen Reinigung des Donorproteins ECFP. Die blaue Line
entspricht dem Absorptionssignal flir die Gesamtheit aller eluierten Proteine bei 280 nm; die rote Linie dem Signal bei 488
nm. Im vorliegenden Fall handelt es sich um eine Reinigung des Donorproteins ECFP, was in Wellenldngenbereich von 488
nm nur eine geringe Absorption aufweist, was das Verhaltnis des roten und blauen Elutionspeaks erklart.
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3.2 Charakterisierung der Biosensoren und Fluoreszenzproteine

FRET-basierte Biosensoren werden bislang vor allen Dingen im Feld der Fluoreszenzmikroskopie
verwendet. Dabei handelt es sich meist um Untersuchungen von ganzen Zellverbanden, in denen der
Biosensor exprimiert wurde. Der experimentelle Ablauf erfolgt wie in Abbildung 3-3 gezeigt.

Uber eine spezifische Anregungswellenlinge wird der Donor des Sensors angeregt und dessen
Emissionssignal ebenso ausgelesen, wie das des Akzeptors. Der resultierende YFP/CFP-Quotient wird
dann mittels einer zuvor gemessenen in vitro-Titrationskurve einer Ligandkonzentration zugeordnet.
Darauf basierend wird dann eine intrazelluldre Ligandkonzentration bestimmt. Diese Korrelation von
Fluoreszenzverhaltnissen in vivo mit in vitro Kalibrationen setzt voraus, dass sich in dem komplexen
in vivo System relativ zur Kalibration in willkirlich gewahlten Puffer keine Einflussfaktoren auf die
Signalintensistat der Sensoren und auf das Bindeverhalten der zentralen Bindedoméane ergeben.

in vivo Messung Ableiten der in vivo Schlussfolgerung: Die in vivo
Konzentration durch die Zucker-Konzentration
in vitro Kalibration

24 L
2 i |
; d
20 H ﬁ-“q\‘
18 » I
<
———— } h 4
Emissions signal L

D YFP/CFP = 2,3

Abbildung 3-3: Schema des experimentellen Ablaufs einer in vivo Anwendung von FRET-basierter Biosensoren. Schritt 1
illustriert eine in vivo Messung bei einer Zelle, in der FRET-basierte Biosensoren exprimiert werden. Nach Anregung des
Donor-Fluorophors wird der Quotient aus den Emissionsintensitaten der beiden GFP-Derivate gebildet (YFP/CFP).
AnschlieRend wird mit Hilfe einer in vitro Titrationskurve das YFP/CFP-Signal einer Ligandkonzentration zugeordnet (Schritt
2). Dieser Wert wird dann als in vivo-Konzentration angenommen (Schritt 3).

3.2.1 Einfluss des pH-Werts auf das Sensorsignal

Die Abhangigkeit des FRET-Signals gegenlber verschiedenen Umwelteinfliissen, wie dem pH-Wert,
der lonenstarke des Analysepuffers oder der Reaktionstemperatur wurden im Rahmen dieser Arbeit
geplant und in einer parallel laufenden Bachelorarbeit untersucht (Baierl 2011).

Hierbei konnten Uberraschend starke Einfliisse beider Parameter auf das Messsignal nachgewiesen
werden, wie sich beispielhaft aus Abbildung 3-4 entnehmen lasst, die das pH-Screening mit beiden
Sensoren zeigt.

Festzustellen war jedoch in beiden Fallen eine starke Abweichung der Resultate was, wenn man
Abbildung 3-3 beriicksichtigt, ausgesprochen problematisch fiir eine in vivo Anwendung sein kann.
Vor allem, weil man den intrazelluldren pH-Wert einer in vivo-Messung nicht zwingend kennt. Sowohl
das Ausgangs-FRET-Verhaltnis, als auch die Werte im Sattigungsbereich verlaufen stark
unterschiedlich. Die resultierenden Ky-Werte dieser andersartigen Kurven schwanken enorm. Fir
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den Glucosesensor zwischen 0,2 - 4,7 mM (Abbildung 3-4-a) und fiir den Maltosesensor zwischen 7 -
54 uM (Abbildung 3-4-b).

Da die untersuchten Biosensoren jedoch aus drei Doméanen (CFP:PBP:YFP) bestehen, war zunachst
unklar, welche der Domanen fiir die beobachteten Effekte verantwortlich war.
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Abbildung 3-4: Titrationskurven a) des Glucosesensors und b) des Maltosesensors bei unterschiedlichen pH-Werten. Alle
Messungen wurden mit 0,5 mg-mL'1 Sensorprotein in 20 mM MOPS bei 25 °C durchgefiihrt (Baierl 2011). Die Messungen
wurde in jeweils in drei unabhangigen Experimenten wiederholt.

Um der molekularen Ursache der Effekte zu klaren, wurden die Fluoreszenzproteine der Sensoren
(ECFP, EYFP, Citrine) isoliert und unter analogen Bedingungen untersucht. Abbildung 3-5 und
Abbildung 3-6 zeigen den Einfluss des pH-Werts auf die Fluoreszenzemission der GFP-Derivate. Die
Effekte sind hierbei nicht einheitlich. Bei dem Donorprotein ECFP, welches beide Sensoren enthalten,
flhrt eine Erhéhung des pH-Werts auch zu einer hoheren Fluoreszenzemission (Abbildung 3-5). Fir
beide Akzeptorproteine hingegen ist der Effekt etwas weniger dramatisch, jedoch gegenteilig: Je
hoher der pH-Wert, desto niedriger die Intensitdt der Fluoreszenzemission.

Dieses asynchrone Verhalten von Donor- und Akzeptorprotein-Emission wirkt sich folglich auf die
Quotientenbildung zur Bestimmung der YFP/CFP-ratio stark aus und erklart zumindest im Falle des
Glucosesensors ansatzweise die in Abbildung 3-4-a) dargestellten Kurvenverldufe. Die beim
Maltosesensor (Abbildung 3-4-b) zu erkennende inverse Abhéngigkeit der YFP/CFP-ratio vom pH-
Wert kann jedoch dadurch nicht erklart werden. Insgesamt besteht wahrscheinlich auch ein Einfluss
auf die Proteinbindedomanen, der nicht direkt nachgewiesen werden kann.

36



@ 17500000 —
o
Q
15000000 o
12500000
10000000 -{
7500000

5000000

2500000

T T T T T
450 500 550 600 650
Wellenlange [nm]

Abbildung 3-5: Fluoreszenzemissionsspektren des Donorproteins ECFP bei verschiedenen pH-Werten in 20 mM MOPS
Puffer bei 25 °C.. Die eingesetzte Proteinkonzentration betrug 0,5 mg‘mL'1 Jede Messung wurde dreimal wiederholt.

9 20000000 -
o a) 9 16000000 - b)
o —pHE3 5] —pH63

14000000 —

15000000 12000000 -

10000000 —
10000000 8000000
6000000
5000000 — 4000000

2000000

T 0

i L) ' T T T T
00 550 €00 500 550 600 650
Wellenlange [nm]
Abbildung 3-6: Fluoreszenzemissionsspektren der Akzeptorproteine a) Citrine und b) EYFP bei verschiedenen pH-Werten
in 20 mM MOPS Puffers bei 25 °C. Die eingesetzte Proteinkonzentration betrug jeweils 0,5 mg‘mL'l. Jede Messung wurde

dreimal wiederholt.
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Da auch in verschiedenen anderen Experimenten dieses interessante umgekehrte Verhaltnis
beobachtet werden konnte (vgl. Abschnitt 3.2.3), lasst sich die Vermutung auBern, dass zum einen
die unterschiedliche Art der Integration bei den Donorproteinen in das Sensorkonstrukt eine Ursache
fir dieses Phanomen sein kdnnte. Abgesehen von diesem Unterschied in der Konstruktion, weisen
die beiden Sensoren zudem unterschiedliche Bindeproteine auf, die durchaus unterschiedlich auf pH-
Schwankungen reagieren kénnen. Die Folge kdnnte eine Konformationsanderung sein, die die
Orientierung der FRET-Partner zueinander verandert oder deren Distanz variiert.

Fazit: Die dargestellten Untersuchungen zeigen die Bedeutung des pH-Werts fiir die Fluoreszenz- und
Bindeeigenschaften der untersuchten Biosensoren. Es sollte betont werden, dass bereits die
Variation des pH-Wertes im physiologischen Bereich (pH 6,3-8,3) zu signifikanten Unterschieden des
Fluoreszenzsignals fuhrt, die sich nur teilweise durch die Beeinflussung des Donors ECFP erkldaren
lassen. In allen Fallen fuhren die unterschiedlichen pH-Werte zu scheinbar verschiedenen
Dissoziationskonstanten und folglich zur Zuordnung verschiedener Metabolitkonzentrationen, wenn
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auf der Basis solcher Kalibrationskurven in vivo-Daten ausgewertet werden (vgl. Abbildung 3-3).
Dariiber hinaus ist festzuhalten, dass es diese Sensoren auch zur in vivo Konzentrationsbestimmung
in eukaryotischen und pflanzlichen Zellen eingesetzt werden, die aufgrund der Organellen keinen
homogenen pH im Zellinneren aufweisen. Mogliche Fehlerquellen bei quantitativen Messungen sind
hier offensichtlich.

3.2.2 Einfluss der lonenstarke auf das Sensorsignal

Dariber hinaus wurde der bereits in der Bachelorarbeit von Anna Baierl (Baierl 2011) beobachtete
Einfluss der lonenstarke durch Erhéhung der Konzentration des MOPS-Puffers (Abbildung 3-6) auf die
charakteristischen Sensorparameter weiter untersucht. In den vorangegangenen Untersuchungen
(Abbildung 3-7) zeigten, dass es keinen klaren Trend zwischen zunehmender lonenstarke und der
FRET-Signalveranderung gibt. Auffallend war jedoch, dass je nach Pufferkonzentration bei beiden

Sensoren eine starke Verdanderung des YFP/CFP Signalverlaufs zu beobachten war.
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Abbildung 3-7: Titrationskurven a) des Glucosesensors und b) des Maltosesensors bei unterschiedlichen Konzentrationen
des MOPS Puffers. Alle Messungen wurden mit 0,5 mg-mL'1 Sensorprotein in MOPS Puffer bei pH 7,3 und 25 °C
durchgefihrt (Baierl 2011).

Die Untersuchungen der isolierten Fluoreszenzproteine zeigten hingegen kaum signifikante Effekte
auf deren Fluoreszenzintensitat. Fir ECFP stieg die Fluoreszenzemission leicht bei hoheren
Pufferkonzentrationen von 50 und 100 mM (Abbildung 3-8). Wie bereits im Falle des pH-Einflusses
beobachtet, sanken bei diesen Pufferkonzentrationen die Fluoreszenzintensitdaten der Akzeptor-
molekdle leicht ab (Abbildung 3-9). Insgesamt scheinen diese Effekte jedoch zu schwach zu sein, um
die in Abbildung 3-7 dargestellten Ergebnisse mit den Sensorproteinen erklaren zu konnen.

Daher konnte man in diesem Fall spekulieren, dass hauptsachlich die Bindedomanen von der
Variation der lonenkonzentration beeinflusst werden und weniger die Donor- und Akzeptormolekiile.
Diese These konnte durch Folgeexperimente bestdtigt werden werden, die im folgenden Kapitel
(3.2.4) beschrieben werden.
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Abbildung 3-8: Fluoreszenzemissionsspektren des Donorproteins ECFP in MOPS Puffern verschiedener Konzentration bei

25 °C. Die eingesetzte Proteinkonzentration betrug 0,5 mg-mL'1 bei pH 7,3.
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Abbildung 3-9: Fluoreszenzemissionsspektren der Akzeptorproteine a) Citrine und b) EYFP in MOPS Puffern
verschiedener Konzentration bei 25 °C. Die eingesetzte Proteinkonzentration betrug jeweils 0,5 mg-mL‘1 bei pH 7,3.

3.2.3 Einfluss verschiedener Puffersalze auf das Sensorsignal

Aus den vorangegangenen Experimenten lasst sich bereits ableiten, dass die Wahl des Kalibrations-
puffers fir die in vitro-Titrationskurve von fundamentaler Bedeutung ist (Abbildung 3-3). Umso mehr
verwundert es, dass in der Literatur genau diese Puffer sehr uneinheitlich eingesetzt zu werden
scheinen; sowohl was den pH-Wert als auch die Inhaltsstoffe betrifft. Besonders haufig finden sich in
der Literatur HEPES, Tris-HCI, Natrium-Phosphat und MOPS Puffer genannt (Deuschle, et al. 2006;
Fehr, et al. 2003; Strohhofer, et al. 2011; Rizzo, et al. 2004).

Um den Einfluss der verschiedenen Puffer auf die Fluoreszenz- und Bindeeigenschaften der Sensoren
zu untersuchen, wurden diese, nach Praparation in 20 mM MOPS-Puffer, pH 7,3, in die jeweiligen
Zielpuffer bei gleicher Konzentration und gleichem pH umgepuffert. Abbildung 3-10 zeigt die
Titrationskurven der beiden Sensoren in den verschiedenen Puffern. Es ist zu erkennen, dass
abgesehen vom Natrium-Phosphatpuffer alle Puffer sehr dhnliche Titrationskurven ergeben. Jedoch
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beeinflusst der Phosphatpuffer die Intensitdten der FRET-Signale beider Sensoren gegenteilig
(Abbildung 3-10; hervorgehobene Graphen). Es ergibt sich im Vergleich zu den tbrigen Puffern eine
Differenz in der Intensitdtsanderung der YFP/CFP-ratio von -0,5 beim Glucosesensor (Abbildung 3-10-
a) und +0,2 beim Maltosesensor (Abbildung 3-10-b). Dieses Ergebnis ist von groRer Bedeutung, denn
bei vielen Sensoren liegt auch die Antwort auf die Metabolitbindung in derselben GréRenordnung.
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Abbildung 3-10: Kalibration des Glucosesensors a) und des Maltosesensors b) in verschiedenen Puffern. Alle Puffer
wurden auf 20 mM und pH 7,3 eingestellt. Die Proteinkonzentration betrug jeweils 0,5 mg‘mL'1 bei pH 7,3 bei 25°C.

Fazit: Die Kalibration der in dieser Arbeit untersuchten Zuckersensoren ergibt in jeweils 20 mM
HEPES, Tris-HCl und MOPS Puffer reproduzierbare Ergebnisse. In Na-Phosphat Puffer wurden jedoch
deutliche Abweichungen gefunden, so dass dieser Puffer nicht fir die Kalibrierung verwendet
werden sollte. Allerdings kann angenommen werden, dass keiner der untersuchten Puffer
Bedingungen reprasentiert, wie sie im Zellinneren herrschen. Die Ergebnisse unterstreichen, wie
problematisch die bisher verwendete Praxis bei der Anwendung der Sensoren zur Metabolit-
quantifizierung ist (Abbildung 3-3).

3.2.4 Einfluss von Salzen und Spurenelementen auf das Sensorsignal

Im Zuge der Evaluierung der genetisch kodierten Biosensoren als mogliche Werkzeuge fir
quantitative Analysen, ergab sich aus den Resultaten der lonenstarke-Variation und verschiedener
Kalibrationspuffer die Frage, ob die Sensoren sensitiv gegeniiber bestimmten Salzen sein kénnten.

Hierbei muss differenziert werden zwischen Einfliissen durch bestimmte artifizielle Puffer solchen
gegenliber ionischen Komponenten, die auch intrazellular vorkommen. Um dies im Hinblick auf eine
potentielle in vivo Anwendung der Sensoren konkret fiurr E. coli zu untersuchen, wurde der Einfluss
verschiedener in E. coli vorkommender Salze, Metallionen und Spurenelemente auf die
Fluoreszenzeigenschafte der Biosensoren und der Fluoreszenzproteine untersucht. Tabelle 3-2 zeigt
den Auszug aus einer Literaturrecherche in Hinblick auf physiologische Salz- und
Spurenelementkonzentrationen in E. coli BL21 (DE3). Diese Daten sind jedoch mit Vorsicht zu
betrachten, da sich in der Literatur haufig unterschiedlichste Werte flr die gleiche Substanz finden.
Dies ist vermutlich auf unterschiedliche experimentelle Vorgehensweisen und Versuchsdurch-
flihrungen zuriickzufihren.
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Tabelle 3-1: Physiologische Salz- und Spurenelementkonzentrationen in E. coli BL21 (DE3).

Substanz Konzentration Quelle
Natrium 5-14 mM (Lo, Leake et al. 2006)
Calcium <200 nM (Watkins, Knight et al. 1995)
Kalium 200 mM (Shabala, Bowman et al. 2009)
Magnesium <40 mM (Hurwitz and Rosano 1967)
Mangan 15 uM (Anjem, Varghese et al. 2009)

Abbildung 3-11 und Abbildung 3-12 zeigen den Einfluss der Salze NaCl, CaCl,, MgCl,, KCI, NH,ClI,
MnCl,, und Na-Phosphat auf die Biosensoren, und zwar sowohl in Anwesenheit des Zuckerliganden
(a), als auch in dessen Abwesenheit (b) (vgl. Kapitel 5.6).

Die Ergebnisse zeigen zwei zentrale Effekte: einerseits steigern CaCl,, MgCl, und MnCl, die YFP/CFP-
ratio im Bereich zwischen 2-5 mM enorm. Dariiber hinaus ist mit allen untersuchten Salzen ein
signifikanter Abfall der YFP/CFP- ratio bei Konzentrationen tiber 20 mM zu erkennen. Verantwortlich
fur den erstgenannten Effekt dirften die bivalenten Metallionen sein. Dies fuhrt vermutlich zu einer
Strukturverdanderung der Bindedomanen, dhnlich der bei Zuckerbindung. Da das Experiment sowohl
mit, als auch ohne Zucker durchgefiihrt wurde, lasst sich erkennen, dass der Effekt der bivalenten
Kationen immer additiv das FRET-Signal verstarkt. Fir die periplasmatische Doméne des
Glucosesensors ist ein Bindemotif fiir Ca** beschrieben (Vyas et al., 1987). Die Ergebnisse lassen
vermuten, dass auch Mg®* und Mn?* an dieses Motiv binden und eine dquivalente Veranderung der
raumlichen Struktur bewirken konnen. Der verstarkende Effekt von Calciumchlorid auf das FRET-
Signal eine dhnlichen Biosensors wurde kirzlich publiziert und bestétigt die vorliegenden Ergebnisse
(Strohhofer, Forster et al. 2011).

Fur die Bindedomane des Maltosesensors ist bislang kein vergleichbares Metallionen-Bindemotiv
beschrieben worden. Da der Effekt sich jedoch vollkommen analog darstellt (Abbildung 3-10), ist zu
vermuten, dass die molekulare Ursache des beobachteten Effekts bei beiden Sensoren identisch ist.
Ob es sich dabei in beiden Fallen um eine spezielle Metallionen-Bindestelle handelt, konnte durch
diese Ergebnisse nicht geklart werden. Hierzu waren z.B. entsprechende Kristallstruktur-
untersuchungen erforderlich. Klar auszuschlieBen ist jedoch ein Einfluss auf die Fluoreszenzproteine,
wie man aus den Diagrammen in Abbildung 3-13 und Abbildung 3-14 ableiten kann.
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Abbildung 3-11: Konzentrationsabhdngiger Einfluss der Salze NaCl, CaCl,, MgCl,, KCl, NH,Cl, MnCl, und NaP; auf die
FRET-Signalintensitédt des Glucosesensors Der Versuch a) wurde mit 100 mM Glucose durchgefiihrt; b) als Kontrollansatz
ohne Glucose in 20 mM MOPS-Puffer, pH 7,3 bei 25 °C mit 0,5 mg-mL'1 Sensorprotein durchgefiihrt. Die Fluoreszenz ist als
relative Intensitdt angegeben, da die Messung nicht am Fluoreszenzmikroskop, sondern im Tecan Reader vorgenommen
wurde.
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Abbildung 3-12: Konzentrationsabhingiger Einfluss der Salze NaCl, CaCl,, MgCl,, KCl, NH,Cl, MnCl,, und NaPi auf die
FRET-Signalintensitdt des Maltosesensors. Der Versuch a) wurde mit 100 mM Maltose durchgefiihrt; b) als Kontrollansatz
ohne Maltose in 20 mM MOPS-Puffer, pH 7,3 bei 25 °C mit 0,5 mg~mL'1 Sensorprotein durchgefuhrt. Die Fluoreszenz ist als
relative Intensitdt angegeben, da die Messung nicht am Fluoreszenzmikroskop, sondern im Tecan Reader vorgenommen
wurde.

Hier zeigt sich im entscheidenden Konzentrationsbereich von 2-5 mM kein Einfluss auf die
Fluoreszenz. Darliber hinaus stellen sich die im Bereich > 20 mM beobachteten Effekte bei den
Fluoreszenzproteinen sehr heterogen, wobei man berlicksichtigen muss, dass es sich hierbei um
Einzelmessungen handelt, die zwar Tendenzen erkennen lassen, wobei einzelne Datenpunkte nicht
belastbar sind. Entsprechend zeigen die Ergebnisse flir ECFP und Citrine eine ausgepragte
Unempfindlichkeit des Fluoreszenzsignals selbst gegeniiber hohen Salzkonzentrationen kaum eine
Veranderung der Fluoreszenzintensitat (Abbildung 3-11, 3-12). Eine Ausnahme bildet in beiden Fallen
das Na-phosphat. Hier zeigt sich bei Konzentrationen {iber 10 mM eine Abnahme der
Fluoreszenzintensitdten (Abbildung 3-12 b). Demgegeniiber zeigt EYFP einen sehr ausgepragten
Abfall in der Fluoreszenzintensitat mit steigender Salzkonzentration (Abbildung 3-12a). Dies scheint
jedoch nicht von groRer Bedeutung fir die Effekte auf die ganzen Biosensoren zu sein, denn sonst
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waren die Resultate von Glucose- und Maltosesensor unterschiedlich, da nur letzterer EYFP tragt.
Vielmehr dhneln sich die Resultate beider Sensoren jedoch.
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Abbildung 3-13: Einfluss verschiedener Konzentrationen der Salze NaCl, CaCl,, MgCl,, KCl, NH,Cl, MnCl,, und NaPi auf
die Fluoreszenzemission von ECFP. Die Fluoreszenz ist als relative Intensitdt angegeben, da die Messung nicht am

Fluoreszenzmikroskop, sondern im Tecan Reader vorgenommen wurde. 0,5 mg'mL'1 Proteinkonzentration in 20 mM MOPS-
Puffer, pH 7,3 bei 25 °C.
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Abbildung 3-14: Einfluss verschiedener Konzentrationen der Salze NaCl, CaCl,, MgCl,, KCl, NH,Cl, MnCl,, und NaPi auf
die Fluoreszenzemission von a) EYFP und b) Citrine. Die Fluoreszenz ist als relative Intensitat angegeben, da die Messung

nicht am Fluoreszenzmikroskop, sondern im Tecan Reader vorgenommen wurde. 0,5 mg-mL'1 Proteinkonzentration in 20
mM MOPS-Puffer, pH 7,3 bei 25 °C.

Fazit: Berlicksichtigt man die physiologischen Literaturwerte aus Tabelle 3-1 so kénnte im Falle von
Magnesium, dass mit bis zu 40 mM intrazelluléar in E. coli vorkommen soll, eine kritische
Konzentration vorliegen, da bis 20 mM eine Steigerung der FRET-Intensitat fiir beide Sensoren zu
erkennen war. Mn®- und Ca®-lonen scheinen hingegen in diesem Bakterium nicht in
entsprechenden Konzentrationen vorzukommen. Jedoch muss hierbei auch bericksichtigt werden,
dass die getesteten Biosensoren Organismen-libergreifend eingesetzt werden und entsprechend
individuell andere Salz- und Spurenelement-Zusammensetzungen vorliegen kdnnen. In jedem Fall ist
hochinteressant, dass der Ligand-verursachte Anstieg der FRET-ratio zusatzlich durch die
Anwesenheit dritter Substanzen gesteigert werden kann.
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3.2.5 Einfluss verschiedener Zellmetabolite auf das Sensorsignal

Basierend auf den beschriebenen Effekten, die mit verschiedenen Puffern und Salzen auf die
Fluoreszenz- und Bindeeigenschaften er Sensoren beobachtet wurden, wurden anschlieBend der
Einfluss verschiedener Zellmetabolite, wie ATP, ADP, AMP, NAD*, NADH, NADP*, NADPH, sowie cGMP
und GTP auf die Biosensoren und die isolierten Fluoreszenzproteinen analysiert (Messanordnung
siehe Abbildung 5-10). Aufgrund des enormen experimentellen Aufwands wurde diese Serie nur ein
Einfachbestimmung durchgefihrt. Alle Substanzen wurden zudem auf interferierende Eigen-
fluoreszenz untersucht und, wie im Fall von NADH zur Basislinienkorrektur heraus gerechnet (Kapitel
5.6).

Die Ergebnisse in Abbildung 3-15 zeigen, dass mit steigender Konzentation in der Reihenfolge ATP >
ADP > AMP die YFP/CFP-ratio beider Biosensoren deutlich sinkt, wobei die Effekte beim Glucose-
sensor ausgepragter sind als beim Maltosesensor. Der Glucosesensor zeigt bei einer mittleren
Konzentration von 10 mM ATP mit und ohne Glucose weniger als 50 % des urspriinglichen FRET-
Signals, beim Maltosesensor sind es 25-30 %. Auch ADP beeinflusst die Fluoreszenzeigenschaften
beider Sensoren deutlich: 10 mM ADP reduzieren die YFP/CFP-ratio des Glucosesensors um 40 %,
beim Maltosesensor sind es 20 %. Demgegeniber sind die Effekte von AMP deutlich schwacher.
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Abbildung 3-15: Einfluss von AMP, ADP und ATP auf die FRET-Signalintensitdt des Glucose- a), b) und Maltosesensors c),
d). Die Versuche a) und c) wurde mit 100 mM Glucose bzw. Maltose durchgefiihrt; b) und d) sind Kontrollansdtze ohne
Zucker. 0,5 mg-mL'lProteinkonzentration in 20 mM MOPS-Puffer, pH 7,3 bei 25 °C.
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Um abschatzen zu kénnen, in wie weit die untersuchten Konzentrationsbereiche fiir die Adenosin-
phosphate physiologisch relevant sind, wurden die Ergebnisse mit aktuellen Literaturwerten in
Tabelle 3-2 verglichen. Demnach liegt ATP in einer Konzentration von ca. 10 mM, wahrend fir ADP
und AMP Konzentrationen deutlich unter 1 mM gefunden wurden.

Tabelle 3-2: Physiologische Konzentrationen von Adenosinmono-, di- und triphosphat in E. coli (Bennett, Kimball et al.
2009).

‘ Kofaktor Konzentration in E.coli [mM]
AMP 0,28
ADP 0,56
ATP 9,6

Basierend auf den Ergebnissen in Abbildung 3-14 und 3-15 kann demnach geschlossen werden, dass
unter physiologischen Bedingungen die mit ATP beobachtete Reduktion der YFP/CFP-ratio
unmittelbar zum Tragen kommen miussen. Selbst ADP (0,56 mM) wirde beim Glucosesensor
immerhin noch einen Intensitatsverlust von 7 % verursachen. Hingegen spielt AMP wohl keine Rolle.
Die Untersuchung der isolierten Fluoreszenzproteine gibt einen Hinweis auf die Ursache fiir den
Verlust der FRET-Signalintensitat. Es ist gut zu erkennen, dass bei AMP weder das Donorprotein ECFP,
noch die Akzeptorproteine EYFP und Citrine Intensitatsverluste zeigen (Abbildung 3-16).

Analog zu den Untersuchungen der Biosensoren verdndert sich dieser Trend jedoch und die
Signalintensitat sinkt von ADP hin zu ATP immer stdrker (Abbildung 3-16-b+c). Hierbei ldsst sich
erkennen, dass die Akzeptormolekiile wesentlich starker beeintrachtigt werden, als ECFP.
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Abbildung 3-16: Einfluss verschiedener Konzentrationen von a) AMP, b) ADP und c) ATP auf die Fluoreszenzemission von
ECFP, EYFP und Citrine. 0,5 mg-mL'1 Proteinkonzentration in 20 mM MOPS-Puffer, pH 7,3 bei 25 °C.
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In der Literatur findet sich eine &dhnliche Untersuchung zum Einfluss von ATP auf ECFP (Borst,
Willemse et al. 2010). Die Autoren fihren den Einfluss von ATP auf eine Interaktion mit der
Aminosdure Histidin an Position 148 von ECFP zurlick, jedoch ohne konkretere Interpretation der
molekularen Effekte. Sie beobachteten lediglich, dass bei einer anderen ECFP-Variante (Cerulean), die
an dieser Stelle kein Histidin aufweist, dieser Effekt nicht auftrat. Im Abschnitt Zusammenfassende
Diskussion und Ausblick wird vertiefend auf diese Interpretation eingegangen.

Fazit: Die Ergebnisse zeigen, dass sich die Adenosinphosphate hauptsachlich auf die Fluoreszenz-
eigenschaften der GFP-Derivate auszuwirken scheinen, wobei ein Einfluss auf die Bindedomanen
nicht vollstandig ausgeschlossen werden kann. Beriicksichtigt man, dass diese Verbindungen in vivo
zeitgleich vorhanden sind und sich somit auch additiv auswirken koénnten, stellt auch diese
experimentelle Serie die Anwendbarkeit der Biosensoren in vivo in Frage.

Nicotinamidadenindinukleotide

Analog zu den Untersuchungen der Adenosin-Phosphate wurde ebenfalls der Einfluss der
Nicotinamidadenindinukleotide NAD*, NADH, NADP* und NADPH auf die FRET-Signalintensitit der
Biosensoren, sowie der Fluoreszenzproteine ECFP, EYFP und Citrine in analoger Weise analysiert
(Messanordnung siehe Abbildung 5-10). Fir alle Versuche wurden die Daten Basislinien-korrigiert,
beziglich einer moglichen Eigenfluoreszenz der Redoxcofaktoren bei den verwendeten Wellenlangen
(vgl. Kapitel 5.6).
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Abbildung 3-17: Einfluss von NAD’, NADH, NADP* und NADPH auf die FRET-Signalintensitit des Glucose- a), b) und
Maltosesensors c), d). Der Versuch a) wurde mit 100 mM Glucose durchgefiihrt; b) als Kontrollansatz ohne Glucose. c)
wurde mit 100 mM Maltose durchgefiihrt; d) als Kontrollansatz ohne Maltose. Bei den Ansatzen mit NADH tritt in hoheren
Konzentrationen vermutlich Fluoreszenzlésung auf, was den Fluoreszenzquotienten verfélscht. Die besonders auffalligen
Datenpunkte wurden mit ( )* gekennzeichnet.
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Abbildung 3-17-a+b zeigt das Ergebnis dieser Untersuchungen fiir den Glucosesensor. Es wird
deutlich, dass die phosphorylierten Cofaktoren, die ein phosphoryliertes Adenosin tragen (NADP,
NADPH) bei gleicher Konzentration zu einem stirkeren Intensitatsverlust fiihren, als NAD* und NADH.
Bereits bei einer Konzentration von 500 uM verursacht NADP(H) einen drastischen Abfall der
YFP/CFP-ratio von 20 - 25 %; bei 4 mM sind es bereits 50 %. NAD" hingegen bewirkt keine derart
exponentielle Abnahme des FRET-Verhiltnisses. Vielmehr nimmt dieses mit steigender NAD'-
Konzentration quasi kontinuierlich ab. Fir NADH lasst sich zudem feststellen, dass die Datenpunkte
beziglich einer Eigenfluoreszenz von NADH nicht durch Subtraktion der Leermessungen
zufriedenstellend korrigiert werden konnten. Die besonders auffalligen Messpunkte wurden in der
Grafik mit ( )* gekennzeichnet. Die Tatsache, dass die Eigenfluoreszenz von NADH nicht einfach
abgezogen werden kann, gibt einen Hinweis darauf, dass es sich nicht um einen unabhéangigen Effekt
handelt. Vielmehr scheinen bei den gekennzeichneten Konzentrationsbereichen photophysikalische
Wechselwirkungen aufzutreten, die sich haufig bei hohen Konzentrationen von fluoreszierenden
Substanzen zeigen. Hierzu gehort beispielsweise Fluoreszenzldschung (quenching) z.B. als Resultat
von Komplex-Bildungen, interner Konversion oder der Energie-Ubertragung auf andere Molekiile
(vgl. Kapitel 1.1).

Unter physiologischen Bedingung betragt die NADH Konzentration in E. coli jedoch weniger als 100
UM (Bennett, Kimball et al. 2009) , bei der sich zumindest in vitro unter der beschriebenen
Messanordnung kein Abfall der YFP/CFP-ratio zeigte. Ndheres hierzu wird in Zusammenhang mit den
Resultaten dikutiert, die mit den isolierten Fluoreszenzproteinen gemessen wurden (s.u.).

Die Eigenfluoreszenz von NADPH war bei der verwendeten Anregungswellenldnge von 428 nm
vernachldssigbar, da das Anregungsmaximum bei 260 nm liegt. Entsprechend war bei NADPH keine
Form von Fluoreszenzléschung zu beobachten. Die oxidierten Cofaktoren NAD(P)" zeigen keine
Eigenfluoreszenz.

Fur den Maltosesensor hingegen zeigte ich ein durchaus anderes Resultat (Abbildung 3-17-c+d).
NAD® bewirkt zwar 3hnlich wie beim Glucosesensor eine fast kontinuierliche Abnahme der
Fluoreszenz mit der Zunahme dieser Kofaktor-Konzentration. Im Verhéltnis dazu scheinen die
ibrigen Cofaktoren sich jedoch weniger drastisch auszuwirken, als bei dem Glucosesensor. Doch ist
auch hier erkennbar, wenn auch deutlich weniger ausgepragt als beim Glucosesensor, dass die
phosphorylierten NADP*(H)-Molekiile das YFP/CFP-Verhiltnis mit steigender Konzentration negativ
zu beeinflussen.

Um einen genaueren Einblick in die Ursachen fiir die beobachteten Phanomene zu erhalten, wurde
anschlieBend der Einfluss der Redoxcofaktoren auf die isolierten Fluoreszenzproteine untersucht
(Abbildung 3-18). Aus Abbildung 3-18-a ist ersichtlich, dass die Fluoreszenzemission von ECFP durch
NAD* weniger stark geschwacht wird, als EYFP und Citrine, wobei bis 6 mM ein dhnlicher Verlauf
beobachtet wurde. Bei den Akzeptormolekiilen kommt es bei einer NAD*-Konzentration iiber 15 mM
sogar zur vollstdndigen Fluoreszenzloschung; ECFP hingegen bit gleichzeitig lediglich etwa 30 %
Fluoreszenzintensitat ein.
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Abbildung 3-18: Konzentrationsabhingiger Einfluss von a) NAD" und b) NADH auf die Fluoreszenzemission von ECFP, EYFP
und Citrine. Proteinkonzentration 0,5 mg~mL'1 in 20 mM MOPS-Puffer, pH 7,3 bei 25 °C.

Wie bereits zuvor erwdhnt lieR sich die Eigenfluoreszenz von NADH nicht kontinuierlich aus den
Ergebnisdaten der ganzen Biosensoren herausrechnen. So ergaben sich beim Experiment mit dem
Glucosesensor beispielsweise scheinbar exponentiell ansteigende YFP/CFP- ratio Werte bei hoheren
Konzentrationen (Abbildung 3-18-a). Abbildung 3-18-b hingegen zeigt, dass die Basislinienkorrektur
mit den isolierten Fluoreszenzmolekilen moglich war. Hier zeigte sich sowohl fir ECFP, als auch fur
EYFP und Citrine kaum eine Verdanderung der Fluoreszenz bei steigender NADH-Konzentration. Einzig
die Fluoreszenzintensitat von ECFP fiel bei Werten > 10 mM um bis zu 20 % ab. Dies unterstreicht die
Vermutung, dass es sich bei den mit den Biosensoren beobachteten Daten um ein komplexes
photophysikalisches Phidnomen handelt, das vermutlich auf der Uberlappung des Emissions-
spektrums von NADH mit den Anregungs- und Emissionsspektren von CFP und YFP Uberlappt (nach
Anregung bei 428 nm) (Abbildung 3-19). Das Anregungsspektrum von NADH wurde der
Ubersichtlichkeit halber nicht in die Abbildung integriert.

Regt man eine Probe, die all diese Komponenten enthdlt nun bei 428 nm an, so regt man damit
zunachst ECFP und NADH direkt an. ECFP konnte anschlieBend tiber FRET EYFP bzw. Citrine anregen,
da die entsprechenden Voraussetzungen in den Biosensoren gegeben sind. Die Emission des NADH
wiederum kann durch die Uberlappung mit beiden Anregungsspektren erneut ECFP und gleichzeitig
auch EYFP/Citrine anregen. Es diirfte damit die EYFP/Citrine-Anregung unberechenbar intensivieren.
Nicht zuletzt emittiert NADH im gleichen spektralen Bereich wie EYFP/Citrine und teilweise auch
ECFP. Allein die strahlungslosen Energielibergdange zwischen den beteiligten Molekilen sind Grund
genug dafiir, dass sie Basislinienkorrektur nicht einfach durch Subtraktion moglich sein durfte.
Vereinfacht man hingegen die Zusammensetzung der Messlosung und vermeidet die gleichzeitige
Prasenz der FRET-Partner CFP und YFP, scheint die Basislinienkorrektur des Signals moglich zu sein,
wie Abbildung 3-18 zeigt.
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Abbildung 3-19: Anregungs- und Emissionsspektren von ECFP (blau) und EYFP bzw. Citrine (rot). Zudem das
Emissionsspektrum von NADH nach Anregung bei 428 nm (griin). Die Emissionsspektren wurde mittels
Fluoreszenzphotometer vorgenommen; die Absorptionsspektren im gewohnlichen Photometer. Eingesetzt wurden je 0,5
mg-mL'1 Proteinkonzentration in 20 mM MOPS-Puffer, pH 7,3 bei 25 °C. AnschlieRend wurden die Spektren so normiert,
dass die Darstellung homogen ausfiel.

Im Falle von NADP" und NADPH zeigte sich ebenfalls, dass ECFP und die Akzeptormolekiile
unterschiedlich auf die Anwesenheit der phosphorylierten Nicotinamidadenindinukleotide reagieren
(Abbildung 3-20). EYFP/Citrine zeigen eine kontinuierliche Abnahme der Fluoreszenzintensitat mit
steigender NADP'-Konzentration (Abbildung 3-20-a). Die scheinbar unterschiedlichen Einfliisse auf
die EYFP-Fluoreszenz im Vergleich zu Citrine sollte aufgrund der Einfachbestimmung nicht
liberbewertet. Hingegen steigt die Emissionsintensitdt des Donors ECFP um bis zu 25 %; ein sehr
gegensatzlicher Trend, der die Ergebnisse mit den Biosensoren teilweise erkldrt. Dort zeigten
NADP*(H) die stirksten Effekte, was sich mit der asynchronen Sensitivitit stimmig deuten ldsst, wenn
man bericksichtigt, dass aus diesen Emissionswerten ein Quotient gebildet wird. Folglich wiirde der
Divisor (ECFP) im Bruch gréRer und der Dividend (EYFP/Citrine) gleichzeitig kleiner. Als Resultat sinkt

der Quotient.

Gegeniiber NADPH zeigen EYFP und Citrine kaum Empfindlichkeit; auch hier steigt jedoch die
Donoremission um bis zu 15 %. Die Analyse der isolierten GFP-Derivate erbrachte somit vor allen
Dingen Hinweise darauf, dass ECFP ander von den Nicotinamid-Cofaktoren beeinflusst wird, als die
gelben Fluoreszenzproteine. Zudem konnte die These weiter untermauert werden, dass in
Anwesenheit von hohen NADH-Konzentrationen komplexe photophysikalische Prozesse auftreten,
die das Messergebnis verfalschen konnen. Diese liegen jedoch zumindest fir E. coli weit auBerhalb
des physiologischen Bereichs von ~ 100 uM (Bennett, Kimball et al. 2009; vgl. Tabelle 3-3).
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Tabelle 3-3: Literaturangaben iiber die physiologischen Konzentrationen von NAD®, NADH, NADP* und NADPH in E. coli
(Bennett, Kimball et al. 2009)

Kofaktor

Konzent|

ation in E.coli [mM]

NAD" 2,6
NADH 0,083
NADP" 0,0021
NADPH 0,21
= 35000 - U ECFP S 35000 - 0 ECFP
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Abbildung 3-20: Konzentrationsabhingiger Einfluss der getesteten Nicotinamidadenindinukleotidphosphate a) NADP*
und b) NADPH auf die Fluoreszenzemission von ECFP, EYFP und Citrine. Eingesetzt wurden je 0,5 mg-mL'1
Proteinkonzentration in 20 mM MOPS-Puffer, pH 7,3 bei 25 °C.

Fazit: Entsprechend der Daten in Tabelle 3-3 liegen weder NAD*, NADP* noch NADH in vivo in einer
bezliglich der beschriebenen Ergebnisse kritischen Konzentration vor. Eine NADPH-Konzentration von
0.21 mM wirde entsprechend der vorliegenden Daten beim Glucosesensor zu FRET-Signalverlusten
von 15 % fihren. Es sollte aber festgehalten werden, dass die Konzentrationen der Nicotinamid-
cofaktoren in Bakterienzellen je nach Zellzyklus und metabolischen Status starken Schwankungen
unterliegen. Darliber hinaus reagieren die isolierten GFP-Derivate sehr unterschiedlich auf die
Nicotinamidadenindinukleotide . Selbst bei Substanzen bei denen eine Basislinienkorrektur aufgrund
mangelnder Eigenfluoreszenz unnétig war (NAD', NADP') zeigte sich ein sehr heterogenes Bild
(Abbildung 3-20). Die Uberlappung der Anregungs- und Emissionsspektren aller Verbindungen im
Reaktionsansatz machte am Beispiel NADH eine Abschatzung Uber intrazelluldre
Wechselwirkungen unmoglich, da die Komplexitdt bereits einen korrekten Basislinienausgleich bei
héheren Konzentrationen unmaoglich machte.

von
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Guanosinphosphate

AbschlieRend wurde der Einfluss von cyclischem Guanosinmonophosphat (cGMP) sowie Guanosin-
triphosphat (GTP) auf die Sensorproteine und die einzelnen Fluoreszenzproteine untersucht.

Abbildung 3-21 zeigt den konzentrationsabhangigen Einfluss dieser Substanzen auf die beiden
Biosensoren. Es ist gut zu erkennen, dass analog zu den Untersuchungen mit den Adenosin-
Phosphaten, der Einfluss des Triphosphats auf die Signalintensitat wesentlich starker ist, als der des
cyclischen Monophosphats. Im Falle des Maltosesensors zeigt cGMP keinen signifikanten Einfluss auf
das FRET-Verhéltnis, wohingegen beim Glucosesensor ein Signalabfall bis 10 % feststellbar ist. GTP
hingegen verursacht beim Glucosesensor einen Signalabfall bis zu 50 %; beim Maltosesensor sind es
25 %.
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Abbildung 3-21: Einfluss von cGMP und GTP auf die FRET-Signalintensitédt des Glucose- a)+b) und Maltosesensors c)+d).
Die Versuche a)+c) wurde mit 100 mM Glucose/Maltose durchgefiihrt; b)+d) als Kontrollansatz ohne Zucker. Eingesetzt
wurden je 0,5 mg~mL'1Proteinkonzentration in 20 mM MOPS-Puffer, pH 7,3 bei 25 °C.

Im Gegensatz zu den Adenosin-Phosphaten ergab die Untersuchung der Fluoreszenzproteine EYFP
und Citrine keinen signifikanten Einfluss beider Substanzen, was zunachst die Vermutung nahelegen
konnte, dass sich der Einfluss vielmehr auf die Bindedoméane bezieht, als auf die GFP-Varianten
(Abbildung 3-22). Jedoch zeigt sich bei genauerer Betrachtung des ECFP-Signals ein Anstieg von bis zu
20 % in Gegenwart von GTP. Da dieses Protein bei beiden Sensoren als FRET-Donor agiert, kdnnte
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dies die Signalveranderung im YFP/CFP-Quotienten der beiden Biosensoren zumindest teilweise
erklaren. Ein Effekt auf die Bindedomane kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, da alleine der
Einfluss auf das ECFP nicht ausreicht, um den teilweise sehr starken Signalabfall beider Sensoren zu
erklaren.
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Abbildung 3-22: Konzentrationsabhingiger Einfluss von a) GTP und b) c¢cGMP auf die FRET-Signalintensitat der
Fluoreszenzproteine ECFP, EYFP und Citrine. Eingesetzt wurden je 0,5 mg-mL'1 Proteinkonzentration in 20 mM MOPS-
Puffer, pH 7,3 bei 25 °C.

Fazit: Bennet et al. geben die intrazelluldre Konzentration an GTP mit 0,49 mM an, wahrend sich fir
cGMP keine Angabe finden (Bennett, Kimball et al. 2009). Vor allem beim Glucosesensor ware die
intrazellulare GTP-Konzentration bereits mit einer signifikanten Abnahme der Fluoreszenz von ~ 25 %
verbunden.

3.2.6 Messungen in E. coli Rohzellextrakt

Fir die Anndaherung der Sensorcharakterisierungen an die Bedingungen in der lebenden Zelle, sollten
als weiterfihrende Versuche Experimente in E. coli-Rohzellextrakt durchgefiihrt werden. Der
Hintergrund dieser Uberlegung war, dass sich im Rohzellextrakt die natiirlichen Komponenten
wiederfinden, wie sie auch (anndhernd) in vivo vorliegen und so mogliche Wechselwirkungen
deutlich werden koénnten. Wie in Kapitel 5.6 dargestellt, wurden hierfiir die gewonnen
Bakterienpellets in Konzentrationen von 5 %, 10 % und 20 % (w/v) Biofeuchtmasse resuspendiert und
aufgeschlossen (Abbildung 3-24). Es wurden verschiedene Mengen an Biofeuchtmasse eingesetzt,
um den Einfluss der Verdiinnung durch die Resuspendierung mitzuverfolgen.

Die Pellets wurden entsprechend des Zielexperiments direkt in dem jeweiligen Analysepuffer
aufgeschlossen; also mit variierender Konzentration oder pH, da ein spateres Umpuffern nicht
moglich war. Die Konzentration der exprimierten Sensoren im jeweiligen Rohzellextrakt wurde Gber
die spezifische Absorption der Akzeptormolekiile ermittelt.

Diese Untersuchungen brachten eine erhebliche Steigerung der Analysekomplexitat mit sich. Zum
einen handelt es sich bei Rohzellextrakt um eine undefinierte Komposition von Substanzen, die alle
moglicherweise einen Einfluss auf die Fluoreszenz- und Bindeeigenschaften der Sensoren haben
kénnten. Darlber hinaus kann die Konzentration der funktionalen Biosensoren im Rohextrakt nicht
mehr definiert werden, da sich diese aus dem Expressionsverhalten der Zellen und der Reifung der
GFP-Chromophore zusammensetzt, es sei denn, man fiigt die gereinigten Sensorproteine zu einem
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Rohzellextrakt mit Leervektor hinzu. Letzteres ist jedoch weniger geeignet, in vivo Bedingungen
nachzustellen, da Zellen, die rekombinante Proteine (wie Biosensoren) exprimieren aufgrund des
damit verbundenen Stresses vermutlich eine geanderte Metabolitverteilung aufweisen, was
wiederum das Sensorsignal unterschiedlich beeinflussen kénnte. Daher mussten Wege gefunden
werden, die Konzentration an Biosensoren in den Zellen moglichst genau zu quantifizieren.

Die Losung fiir diese Fragestellung lag in den Absorptionsmaxima der GFP-Varianten. Denn durch die
spezifische Absorption und den sehr hohen Extinktionskoeffizienten von 83400 M™*cm™ (EYFP) oder
77,00 M 'em™ (Citrine) der gelb-fluoreszierenden Proteine, konnte tiber eine Absorptionsmessung ein
spezifisches Maximum bei 517 nm detektiert werden, was in E. coli-Rohzellextrakt mit einem
Leervektor nicht auftritt.

Abbildung 3-23 zeigt die Absorptionsspektrum mit E. coli-Rohzellextrakt mit einem Leervektor, bei
dem spezifische Mengen an gereinigtem Glucosesensor zugegeben wurden, und zwar bis zu 0,7
mg-mL™. Es ist gut zu erkennen, dass das Absorptionsmaximum fiir das cyanfarbene ECFP bei 428 nm
sehr viel schlechter vom Hintergrund zu unterscheiden ist, als das des YFPs bei 517 nm. Dies ist auf
den héheren Extinktionskoeffizienten des YFPs (hier: Citrine; 77000 M™*cm™) zurickzufiihren
(Newman, Fosbrink et al. 2011). Auf diese Weise lassen sich selbst kleinste Mengen an Biosensor
Rohzellextrakts (gepunktete Linie) detektieren.
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Abbildung 3-23: Absorptionspektren verschiedener Konzentrationen des Glucosesensors (0,01 — 0,7 mg-mL'l) in
Rohzellextrakt von E. coli BL21 (DE3). Die schwarze gepunktete Linie stellt die Negativkontrolle von Rohzellextrakt mit
Leervektor dar. Das Endvolumen entsprach jeweils 100 uL, 25°C, 20 mM MOPS Puffer.

Fiir die ersten Messungen im Rohzellextrakt wurden die Sensor-exprimierenden E. coli-Zellen nach
der angegebenen Standardmethode kultiviert und pelletiert (Kapitel 5.5). Um verschiedene
Biosensorkonzentrationen untersuchen zu konnen, wurden die Pellets in verschiedenen
Konzentrationen resuspendiert, und zwar als 5 % wpo, 10 % wyoi Und 20 %, Biofeuchtmasse.
Abbildung 3-24 zeigt die unterschiedliche Farbung dieser Suspensionen. Die Konzentration an
enthaltenem Biosensor wurde uUber die zuvor beschriebene Methode festgestellt. 5% ol
Biofeuchtmasse entsprachen demnach etwa 0,3 mg:-mL™, 10 % whvol €a. 0,65 mg-mL™* und 20 % wivol
rund 1,4 mg-mL™.
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Abbildung 3-24: Suspensionen an E. coli BL21 (DE3) Rohzellextrakten mit verschiedener Biofeuchtmassekonzentration
(w/v) resuspendiert und aufgeschlossen in MOPS Puffer.

Es wurde leider schon nach den ersten Messserien offenkundig, warum weitere Untersuchungen mit
diesen Biosensoren im Rohzellextrakt keinen Sinn machen wiirden. Abbildung 3-25 zeigt eine zeitlich
aufgeloste Messung des Maltosesensors im Rohzellextrakt. Bereits nach 5 Minuten Inkubationszeit
sanken vor allem die ersten 4 Messpunkte des unteren Plateaus vom YFP/CFP-Verhéltnis 1,8 auf 1,6
ab. Auch alle weiteren Datenpunkte dieses Messzeitpunkts verschoben sich relativ zu den in vitro
beobachteten Werten (vgl. Abbildung 1-15). Bei den weiteren Messung nach 30 und 120 Minuten
setzte sich dieses Phanomen fort, d.h. der Kp-Wert verschob sich scheinbaren zu hoheren
Konzentration und wéhrend das untere Plateau der Messkurve weiter sank, blieb das obere nach 30
min bei einer YFP/CFP-ratio von ca. 2,1 stabil. Als Grund fir die beobachteten Effekte wurde die
Metabolisierung der Maltose durch Enzyme im E. coli Rohextrakt vermutet.
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Abbildung 3-25: Zeitaufgeloste Messung des Maltosesensors in E. coli Rohextrakt (10 % o) in 20 mM MOPS pH 7,3; 25
°C. Es ist zu erkennen, dass mit zunehmendem zeitlichem Verlauf der Messung, die Titrationskurve scheinbar zu héheren
Konzentrationen verschoben wird, da die Maltose enzymatisch abgebaut wird (siehe Abbildung 3-26).

Abbildung 3-26 zeigt die in E. coli enthaltenen Komponenten fiir diese Reaktion und ihren Ablauf.
Enzyme und Kofaktoren waren in einem kommerziellen Kit enthalten (Kapitel 5.6). Bereits nach dem
ersten Schritt, namlich der Spaltung von Maltose in zwei Glucosemolekiile, spatestens jedoch nach
deren Phosphorylierung hat der Sensor keine Affinitdit mehr gegenlber den resultierenden
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Zuckervarianten, was den Abfall der Kurven Uber den zeitlichen Verlauf erklart. Die Annahme eines
enzymatischen Abbaus konnte tber den Anstieg in der NADPH-Konzentration photometrisch bei 340
nm bestatigt werden.

LI SO B-NADP NADPH

[ Hexokinase ] [ Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase ]
rd m*'—"—“b Glucose-6-phosphat [epmeueen bW ¢_ohospho-D-Gluconat
Amyloglucosidase m

Abbildung 3-26: Enzymkaskade zum Abbau von Maltose in E. coli BL21 (DE3).

Fazit: Die Ergebnisse mit dem Maltosesensor in E. coli Rohextrakten zeigen stellvertretend fiir alle
Sensoren, die Liganden binden, welche vom Metabolismus umgesetzt werden konnen, dass
quantitative Messungen in vivo nicht méglich sind. Wenn sich die Ligandkonzentration kontinuierlich
andert, hangt das Fluoreszenzsignal vom Messzeitpunkt und von der Geschwindigkeit der
Ligandenbindung bzw. -freisetzung vom Sensor ab. Da die absolute Ligandenkonzentration in den
Zellen nicht erfasst werden kann, sondern diese relativ Giber den Vergleich mit einer in vitro
Kalibrationskurve bestimmt werden musste, wird die reale Konzentration in den Zellen folglich falsch
geschatzt.

Um das Problem des enzymatischen Abbaus beim vorliegenden Testsystem zu umgehen, wurde eine
Alternative zur Analyse in Rohzellextrakt entwickelt — die Verwendung von kiinstlichen Substanzen
zur Imitation von molecular crowding (Kapitel 1.5).

3.2.7 Einfluss von molecular crowding auf die Affinitat der Biosensoren

Nach zahlreichen Experimenten zur Charakterisierung der gereinigte Zuckersensoren unter in vitro
Bedingungen sollte simuliert werden, welchen Einfluss molecular crowding auf die Affinitat der
Sensoren haben kdnnte. Dies wurde Uber die Verdanderung des scheinbaren Ky4-Werts der Sensoren
quantifiziert, nachdem diese mit verschiedenen kiinstlichen crowdern gemischt wurden. Dies ist eine
verbreitete Technik, um den dicht gedrangten Zustand im Zellinneren von Organismen zu imitieren.

Die Proteinkonzentration wurde konstant gehalten und die standardisierten 24 Zuckerverdiinnungen
zugegeben (Abbildung 5-11). Die Eigenfluoreszenz der crowding-Substanzen wurde unter gleichen
Messbedingungen analysiert und spater abgezogen. Insbesondere bovines Serumalbumin (BSA)
zeigte eine starke Eigenfluoreszenz, die korrigiert werden musste.

Allgemein wird in der Literatur vor allem fiir Enzyme Ofter beschrieben, dass deren Affinitat mit
steigender crowder-Konzentration zunimmt (Zhou, Rivas et al. 2008). Fir FRET-basierte Biosensoren
existieren bislang kaum Untersuchungen zu diesem Thema (Ping, Yuan et al. 2004; Bonanno and
Delouise 2007; Phillip, Sherman et al. 2009).
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Polyetylenglycol (PEG)

Abbildung 3-27 zeigt die Untersuchung des Glucosesensors mit unterschiedlichen Konzentrationen
von Polyethylenglycol mit dem mittleren Molekulargewicht von 2.000 Da (PEG 2.000) und der
Pufferkontrolle (20 mM MOPS; pH 7,3). In Abbildung 3-27-a ist die Verschiebung der YFP/CFP-ratio
Kurve mit steigender PEG-Konzentration zu sehen. Je hoher der crowder-Anteil, desto steiler verlauft
die S-Kurve im Bereich des Wendepunkts und der Kq-Wert verschiebt sich von 0,9 mM asymptotisch
zu 0,35 mM (Abbildung 3-27-b). Die steigenden Fehlerintervalle sind damit zu erklaren, dass die
Viskositdt der zu pipettierenden Losung mit erhdhter crowder-Konzentration erheblich zunahm, was
zu einer erhéhten Varianz bei den Replikaten fiihrte. Zudem misst man trotz Basislinienkorrektur ein
immer héheres YFP/CFP-Verhaltnis. Die mit der PEG-Konzentration sinkenden Ky-Werte entsprechen
den bei Enzymen bereits haufig beschriebenen Affinitatssteigerungen durch molecular crowding.

Durch die crowding-Losungen wurde diese Affinitat um mehr als 38 % gesteigert. Selbst bei einer
sehr geringen PEG 2.000 Konzentration von 2,5 % (w/v) sank der Kp-Wert bereits um 25 %.
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Abbildung 3-27: a) Titrationskurven des Glucosesensors in Gegenwart verschiedener Konzentrationen von
Polyethylenglycol mit dem mittleren Molekulargewicht von 2.000 Da (2,5 - 15 % w/v) im Vergleich zur Pufferkontrolle (20
mM MOPS). Der pH wurde bei allen Ansétzen auf 7,3 eingestellt. Die Sensorkonzentration betrug 0,5 mg-mL'l; b) zeigt die
aus a) abgeleiteten Kp-Werte bei der jeweiligen crowder-Konzentration.

FUr den Maltosesensor ergab das analoge Experiment dhnliche Ergebnisse. Abbildung 3-28-a zeigt
zwar eine weniger drastische Verschiebung der S-Kurven durch steigende PEG 2.000
Konzentrationen, gleichzeitig ist jedoch auch hier gut erkennbar, dass der K4-Wert um ca. 50 % zu
niedrigeren Maltose-Konzentrationen verschoben wird (Abbildung 3-28-b).
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Abbildung 3-28: Titrationskurve des Maltosesensor in Gegenwart verschiedener Konzentrationen von Polyethylenglycol
mit dem mittleren Molekulargewicht von 2.000 Da (2,5 - 15 % w/v) im Vergleich zur Pufferkontrolle (20 mM MOPS). Der
pH wurde bei allen Ansdtzen auf 7,3 eingestellt. Die Sensorkonzentration betrug 0,5 mg-mL'l; b) zeigt die aus a)

abgeleiteten Ky4-Werte bei der jeweiligen crowder-Konzentration.

Entsprechende Untersuchungen mit langerkettigem PEG 5.000 ergaben beim Glucosesensor ein
anndhernd identisches Resultat wie beim Versuch mit PEG 2.000. Auch hier verschoben sich die
Titrationskurven mit steigender crowder-Konzentration entlang der Y-Achse auf (Abbildung 3-29-a).
Der Verlauf der K4-Werte ist ebenfalls vergleichbar. Die Affinitat steigt scheinbar erneut von 0,9 mM
auf etwa 0,35 mM; also um etwa 60 % (Abbildung 3-29-b).
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Abbildung 3-29: Der Glucosesensor mit unterschiedlichen Konzentrationen von Polyethylenglycol mit dem mittleren
Molekulargewicht von 5.000 Da (2,5 - 15 %) und der Pufferkontrolle (20 mM MOPS). Der pH wurde bei allen Ansatzen auf
7,3 eingestellt. Die Proteinendkonzentration von betrug 0,5 mg-mL’l; als Zuckerligand wurde Glucose in 24
Verdiinnungsstufen verwendet, um von den resultierenden S-Kuven a) den K4-Wert der jeweiligen crowder-Konzentration
berechnen zu kénnen b).

Demgegenliber bewirkt die Verwendung von PEG 5.000 beim Maltosesensor eine deutlichere
Verschiebung der S-Kurven entlang der Y-Achse als mit PEG 2.000 (Abbildung 3-30-a). Auch bezuglich
der Affinitat ergibt sich aufgrund dessen eine Veranderung im Vergleich zum Versuch mit PEG 2.000.
Zwar verdoppelt sich die Affinitat auch hier scheinbar mit 10 % w/v PEG 5.000 (K, = 10 uM), jedoch
sinkt die Affinitat wieder ( Kp = 15 uM) in Gegenwart von 15 % w/v PEG 5.000.
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Abbildung 3-30: Der Maltosesensor mit unterschiedlichen Konzentrationen von Polyethylenglycol der mit dem mittleren
Molekulargewicht von 5.000 Da (2,5 - 15 %) und der Pufferkontrolle (20 mM MOPS). Der pH wurde bei allen Ansétzen auf
7,3 eingestellt. Die Proteinendkonzentration von MP24 betrug 0,5 mg-mL'l; als Zuckerligand wurde Maltose in 24
Verdiinnungsstufen verwendet, um von den resultierenden S-Kuven a) den Ky-Wert der jeweiligen crowder-Konzentration
berechnen zu kénnen b).

Aus der Literatur zu molecular crowding ist bekannt, dass die Affinitdt nicht beliebig gesteigert
werden kann da der Volumenausschlusseffekt ab einer gewissen Viskositdt zu sterischen
Behinderungen fihrt, was zu einer Effekt-Umkehr beziglich der Affinitat flihren kann. Daher ist es
nicht Gberraschend, dass bei einer PEG 10.000, wie sie im folgenden Versuch eingesetzt wurde, beim
Glucosesensor bis 10 % w/v zwar noch Affinititssteigerungen von bis zu 25 % zu verzeichnen sind,
sich bei 15 % crowder-Konzentration jedoch eine gegensatzliche Entwicklung zeigt und die Affinitat
nur noch um etwa 7 % relativ zur Pufferkontrolle erhéht wird (Abbildung 3-31-b).
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Abbildung 3-31: Der Glucosesensor mit unterschiedlichen Konzentrationen von Polyethylenglycol mit dem mittleren
Molekulargewicht von 10.000 Da (2,5 - 15 %) und der Pufferkontrolle (20 mM MOPS). Der pH wurde bei allen Ansétzen
auf 7,3 eingestellt. Die Proteinendkonzentration von MP18.1.1 betrug 0,5 mgme'l; als Zuckerligand wurde Glucose in 24
Verdiinnungsstufen verwendet, um von den resultierenden S-Kuven a) den K4-Wert der jeweiligen crowder-Konzentration
berechnen zu kénnen b).

Fur den Maltosesensor nivelliert sich in Gegenwart von PEG 10.000 ebenfalls der mit den kiirzeren
PEG-Derivaten beobachtete scheinbare Affinitats-steigernde crowding-Effekts mit steigenden
crowder Konzentrationen (Abbildung 3-32-b).
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Abbildung 3-32: Der Maltosesensor MP24 mit unterschiedlichen Konzentrationen von Polyethylenglycol mit dem
mittleren Molekulargewicht von 10.000 Da (2,5 - 15 %) und der Pufferkontrolle (20 mM MOPS). Der pH wurde bei allen
Ansatzen auf 7,3 eingestellt. Die Proteinendkonzentration von MP24 betrug 0,5 mg-mL'l; als Zuckerligand wurde Maltose in
24 Verdinnungsstufen verwendet, um von den resultierenden S-Kuven a) den Ky-Wert der jeweiligen crowder-
Konzentration berechnen zu kénnen b).

Abschliefend wurde PEG 20.000 als crowder untersucht. Beim Glucosesensor zeigen sich dieselben
Tendenzen, wie mit PEG 10.000 mit einer maximalen Affinitatssteigerung von 10 %.
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Abbildung 3-33: Der Glucosesensor MP18.1.1 mit unterschiedlichen Konzentrationen von Polyethylenglycol der mit dem
mittleren Molekulargewicht von 20.000 Da (2,5 - 15 %) und der Pufferkontrolle (20 mM MOPS). Der pH wurde bei allen
Ansatzen auf 7,3 eingestellt. Die Proteinendkonzentration von MP18.1.1 betrug 0,5 mg‘mL'l; als Zuckerligand wurde
Glucose in 24 Verdiinnungsstufen verwendet, um von den resultierenden S-Kuven a) den Ky4-Wert der jeweiligen crowder-
Konzentration berechnen zu kénnen b).

Auch der Maltosesensor zeigt in Gegenwart von PEG 20.000 Konzentrationen ein &hnliches
Verhalten, wie mit PEG 10.000 Abbildung 3-34. Zwar suggeriert Abbildung 3-34 b) eine einen etwa
45 %tiger Anstieg des Ky-Werts in Gegenwart der héchsten PEF 20.000 Konzentration, jedoch ist dies

vermutlich auf eine Abweichung der Messdaten in Abbildung 3-34 a) von der idealen S-Kurve
zurlickzufihren, wodurch der K4-Wert falsch berechnet wurde.
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Abbildung 3-34: Der Maltosesensor MP24 mit unterschiedlichen Konzentrationen von Polyethylenglycol mit
dem mittleren Molekulargewicht von 20.000 Da (2,5 - 15 %) und der Pufferkontrolle (20 mM MOPS). Der pH
wurde bei allen Ansédtzen auf 7,3 eingestellt. Die Proteinendkonzentration von MP24 betrug 0,5 mg-mL"l; als
Zuckerligand wurde Maltose in 24 Verdinnungsstufen verwendet, um von den resultierenden S-Kuven a) den
K4-Wert der jeweiligen crowder-Konzentration berechnen zu kénnen b).

Ficoll

Ein weiterer kiinstlicher crowder der in verschiedenen Konzentrationen getestet wurde war Ficoll, ein
verzweigtes Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer mit einem Molekulargewicht von 70.000 Dalton.
Es gehort ebenso wie PEG zu den am haufigsten verwendeten crowdern bei der Untersuchung von
Enzymen (Hall and Minton 2003; Zhou, Rivas et al. 2008). Abbildung 3-35 zeigt den Einfluss von Ficoll
auf den Glucosesensor. Im Gegensatz zu den Experimenten mit PEG ist die Varianz der
Ausgangsfluoreszenzverhéltnisse geringer (Abbildung 3-35-a). Eine mogliche Eigenfluoresenz der
crowding-Lésung wurde Uber eine Leerprobe Basislinien-korrigiert. Die geringste Ficoll-Konzentration
resultiert im Vergleich zur Pufferkontrolle bereits in einer hoheren Steigung im Bereich des
Kurvenwendepunkts. Dieser Effekt wird bei hoheren Ficoll-Konzentrationen noch wesentlich
deutlicher. Abbildung 3-35-b zeigt die berechneten Ky-Werte zu dieser Versuchsserie. Gut zu
erkennen ist, dass die Affinitdt bereits durch den Einsatz von 5 % (w/v) Ficoll scheinbar nahezu
verdoppelt wird. Bei einer noch héheren Ficoll-Dichte wird dieser crowding-Effekt wieder ricklaufig
und wird auf eine Affinitatssteigerung von 30 % gedampft.

Betrachtet man hierbei lediglich den Abbildungsteil a), so ware die ricklaufige Tendenz fir die
Ansatze mit 10 % und 15 % Ficoll nicht auf den ersten Blick offenbar. Jedoch fiihren bereits diese
geringen Abweichungen der Kurvenverldufe zu starken Schwankungen in der K4-Berechnung. Dieser
Versuch ist abermals ein gutes Beispiel dafiir, wie enorm sensibel die Berechnung des K4-Werts
anhand der logarithmischen S-Kurven ist.
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Abbildung 3-35: Der Glucosesensor MP18.1.1 mit unterschiedlichen Konzentrationen von Ficoll (2,5 - 15 %) und der
Pufferkontrolle (20 mM MOPS). Der pH wurde bei allen Ansitzen auf 7,3 eingestellt. Die Proteinendkonzentration von
MP18.1.1 betrug 0,5 mg-mL'l; als Zuckerligand wurde Glucose in 24 Verdinnungsstufen verwendet, um von den
resultierenden S-Kuven a) den Ky-Wert der jeweiligen crowder-Konzentration berechnen zu kénnen b).

Im entsprechenden Versuch mit dem Maltosesensor ergab sich ein dhnliches Resultat. Die S-Kurven
liegen hier sehr nah beieinander, was die Ausgangsfluoreszenzverhiltnisse betrifft (Abbildung 3-36-
a). Die Tendenz, dass die héheren Ficoll-Konzentrationen zu héheren YFP/CFP-ratios im gebundenen
Zustand fiihren, deckt sich mit den Ergebnissen des Glucosesensors. Wie auch schon bei den
vorangegangenen PEG-Experimenten ist die Intensitat dieser Verschiebung weniger ausgepragt als
beim Glucosesensor. Abbildung 3-36-b zeigt die entsprechenden Ky-Werte fiir diese Messungen. Mit
2.5 % (w/v) Ficoll ist eine scheinbare Affinitatssteigerung um 44 % zu erkennen, und zwar mit einer
sehr geringen Standardabweichung. Konzentrationen von 5 — 15 % (w/v) Ficoll fiihren hingegen
wieder zu einer Aufhebung dieses Effekts, wobei hier beachtet werden muss, dass die Abweichungen
dieser berechneten Punkte vermutlich aufgrund von Pippetierfehlern bei 5 % und 15 % sehr groR ist .

Q. 3,00+ S 50+
5 a) 27 b)
& 2,75 - =9 *
' 00 POV £ 40 -
; Adk a v
VO LK
2,50 /) G 5
Am 30 4
é
2,26 -| n
p y 2044 l
L]
2,00 o . 4 ‘ E
) &) = Puffer J
$—1 ii;- e 25 % Ficoll .
175 - A4 5%Ficoll 07
v 10 % Ficoll
15 % Ficoll
1'50 T T T T T T T ¥ { 0 3 T T T 1
1E-6 1E-5 1E-4 1E-3 0,01 0,1 1 10 100 1000 [ 5 10 15 20
Maltose [mM] %Ficoll(whv)

Abbildung 3-36: Der Maltosesensor MP24 mit unterschiedlichen Konzentrationen von Ficoll (2,5 - 15 %) und der
Pufferkontrolle (20 mM MOPS). Der pH wurde bei allen Ansitzen auf 7,3 eingestellt. Die Proteinendkonzentration von
MP24 betrug 0,5 mg-mL'l; als Zuckerligand wurde Maltose in 24 Verdinnungsstufen verwendet, um von den resultierenden
S-Kuven a) den K4-Wert der jeweiligen crowder-Konzentration berechnen zu konnen b).

Als globuldre crowder werden haufig Hamoglobin und bovines Serumalbumin (BSA) verwendet
(Jasnin, Moulin et al. 2008). Da Hamoglobin jedoch eine rotlich-braune Eigenfarbung aufweist,
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welche mit dem Fluoreszenzexperiment zu stark interferieren wiirde, wurde hier der Einfluss von BSA
in analoger Weise getestet.

Abbildung 3-37 zeigt das Resultat der Untersuchung fiir den Glucosesensor. Es ist gut zu erkennen,
dass im Vergleich zu den langkettigen crowdern ein umgekehrter Effekt beziglich der Bindeaffinitat
zu verzeichnen ist, wobei die Ausgangsfluoreszenzverhaltnisse sich gleichen. Die S-Kurven flachen bei
10 % und 15 % BSA deutlich ab, was sich in einem eindeutigen Affinitatsverlust von bist zu =70 %
ausdruckt (Abbildung 3-37-b). Dieses teilweise sehr starke Abflachen der Kurven deutet eventuell auf
einen Interaktion des BSA mit den Senoren oder den Liganden hin.
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Abbildung 3-37: Der Glucosesensor MP18.1.1 mit unterschiedlichen Konzentrationen von Bovinem Serumalbumin (BSA;
2,5-15 %) und der Pufferkontrolle (20 mM MOPS). Der pH wurde bei allen Ansdtzen auf 7,3 eingestellt. Die
Proteinendkonzentration von MP18.1.1 betrug 0,5 mg~mL'1; als Zuckerligand wurde Glucose in 24 Verdunnungsstufen
verwendet, um von den resultierenden S-Kuven a) den Ky-Wert der jeweiligen crowder-Konzentration berechnen zu
koénnen b).

Ein vergleichbarer Einfluss auf die Sensitivitdt des Maltosesensors bei hoheren BSA-Konzentrationen
konnte nicht beobachtet werden (Abbildung 3-38-a). Allerdings beobachtet man bei der hochsten
Konzentration von 15 % BSA wieder starke Schwankungen der Messwerte, was sich sowohl im
Kurvenverlauf, als auch am Fehlerbalken des Ky-Werts dulert. Abgesehen davon bestatigt sich
jedoch die gleiche Tendenz, die bereits beim Glucosesensor vermutet wurde: Der Maltosesensor
verliert mit steigender crowder-Konzentration scheinbar signifikant an Affinitdt. Bei einer BSA-
Konzentration von 5 % verdoppelt sich bereits der K4-Wert; bei 10 % verdreifacht sich dieser sogar.

Insgesamt flhrt der Einsatz dieses globuldren crowders beim Maltosesensor zu einer scheinbaren
Minderung der Affinitat; ein Resultat, das fiir eine in vivo Anwendung von groBem Interesse ist. Denn
zwar konnen langkettige Molekile Aktin-dhnliche Filamente imitieren, die auch in Prokaryoten
vorkommen, jedoch kann man davon ausgehen, dass der GrofRteil der in E. coli vorkommenden
Proteine eine globuldre Form haben (Han and Lee 2006), die im Cytosol mit einer Konzentration von
300-400 g-L™* vorliegen (Zimmerman and Trach 1991). Dies legt die Vermutung nahe, dass die
Affinitat von Biosensoren in vivo nicht unbedingt der in vitro-Kalibration entspricht.
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Abbildung 3-38: Der Maltosesensor MP24 mit unterschiedlichen Konzentrationen von Bovinem Serumalbumin (BSA; 2,5 -
15 %) und der Pufferkontrolle (20 mM MOPS). Der pH wurde bei allen Ansitzen auf 7,3 eingestellt. Die
Proteinendkonzentration von MP24 betrug 0,5 mg'mL‘l; als Zuckerligand wurde Maltose in 24 Verdlnnungsstufen
verwendet, um von den resultierenden S-Kuven a) den Ky-Wert der jeweiligen crowder-Konzentration berechnen zu
konnen b).

Fazit: Fir in vivo Studien sind die Ergebnisse mit verschiedenen crowdern sehr wichtig, da
intrazellular nachweislich ein sehr dicht gepackter Zustand herrscht (Kapitel 1.5). Die bliche in vitro-
Kalibration mit ausgesprochen verdiinnten Proteinkonzentrationen erscheint vor dem Hintergrund
dieser Ergebnisse abermals ungeeignet. Dabei muss jedoch auch beriicksichtigt werden, dass die
Veranderung der K4-Werte nicht ausschlieBlich auf die Bindedomanen zuriickgefihrt werden kann.
Es lasst sich ebenfalls eine Interaktion mit den Fluoreszenzproteinen annehmen, da in vielen Féllen
bereits die Ausgangs-FRET-Verhaltnisse stark von der Pufferkontrolle abweichen, obwohl die
Eigenfluoreszenz der crowder bereits herausgerechnet wurde.

Da sich die Anfalligkeit der FRET-basierten Biosensoren in einigen der vorgestellten Ergebnisse auf
die Donor- und Akzeptormolekiile zuriickfiihren lieR, wurde nach Alternativen zu den vorwiegend
verwendeten GFP-Proteinen gesucht. Es kann davon ausgegangen werden, dass andere verflighare
GFP-Varianten keine signifikante Verbesserung hinsichtlich der Sensitivitat aud Umgebungseinfliisse
bieten, da es sich bei Proteinen wie Citrine bereits um eine Variante handelt, die besonders stabil
sein soll (Griesbeck, Baird et al. 2001). Daher erschien es sinnvoll, nicht GFP-basierte
Fluoreszenzproteine hinsichtlich ihrer Sensitivitat auf Umgebungsbedingungen zu untersuchen.

3.2.8 EcFbFP als alternativer FRET-Donor

Eine vielversprechende Alternative, die GFP in vielen Punkten Ubertreffen soll, ist das Flavin-
mononucleotid (FMN)-basierte Fluoreszenzprotein (FbFP) (Drepper, Huber et al. 2010). Diese
Blaulichtrezeptoren der LOV (Light-Oxygen-Voltage)-Familie sind in Pflanzen und Bakterien weit
verbreitet. Ein Vorteil dieser Proteine ist unter anderem die Sauerstoff-unabhdngige Reifung
(Drepper, Eggert et al. 2007). Nachteilig sind vor allem der geringe Extinktionskoeffizient (g) des
FMNs von 12.500 M™*cm™ und die Quantenausbeute (QY) von 0,26. Im Vergleich dazu weist ECFP
einen Wert von £=32.500 M*cm™ und einen QY = 0,4 auf. Dariiber hinaus sind FbFPs aufgrund ihrer
FMN-Abhangigkeit nur als blaue Fluoreszenzproteine erhaltlich. Da dieses Chromophor nicht mit dem
restlichen Protein exprimiert wird, sondern in der Zelle als Kofaktor vorliegen muss, kann man ihn
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nicht molekular manipulieren, um Farbvarianten zu erhalten, wie es beim Chromophor von GFP
gemacht wurde.

Um Erkenntnisse Uber die Sensitivitat von (FMN)-basierten Fluoreszenzproteinen gegenlber den
Umgebungsbedingungen zu erhalten, wurde von der Arbeitsgruppe Drepper des Instituts fir
molekulare Enzymtechnologie (IMET) der Heinrich-Heine Universitat Dusseldorf eine FbFP-Variante
aus E. coli (EcFbFP) fiir eine Vergleichsstudie mit dem Donorprotein ECFP bereitgestellt. Die
Kultivierung und Reinigung wurde analog zu den GFP-Derivaten vorgenommen (Kapitel 5.5).
Abbildung 3-39 zeigt vergleichend die gereinigten Proteine EcFbFP und ECFP. EcFbFP hat nur etwa
die Halfte des Molekulargewichts eines GFP-Molekiils, was sich im Kontext von Fluoreszenzmarkern
bei funktionalen Proteinen aufgrund verringeter sterischer Wechselwirkungen als Vorteil erweisen
kann.

EcFbFP ECFP
M 1:10/1:20/1:40/1:80 1:10/1:20/1:40/1:80

PageRuler™ (10—-250kDa)

Abbildung 3-39: SDS-Gel nach Affinitdtschromatografischer Reinigung von EcFbFP (16,5 kDa) und ECFP (30 kDa) (Kapitel
5.6). Die Proben wurden entsprechend der Standardanleitung von invitrogen vorbereitet und auf ein 4-12% Bis-Tris Gel
aufgetragen. Der Langenmarker deckte einen Bereich von 10-250 kDa ab.

pH-Einfluss

Abbildung 3-40 zeigt die pH-Abhangigkeit der beiden blau-fluoreszierenden Proteine ECFP und FbFP.
Wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben, zeigt ECFP eine starke pH-Abhangigkeit und verliert mit sinkendem
pH im Bereich von pH 6,3 -8,3 stark an Fluoreszenzintensitat. Dem gegenliber zeigen sich bei EcFbFP
keinerlei signifikante Einfllisse auf die Fluoreszenz im untersuchten pH-Bereich (Abbildung 3-40-b).
Dies stellt bereits eine erhebliche Verbesserung gegeniiber GFP-basierten Fluoreszenzproteinen dar,
wenn man berlcksichtigt, dass der intrazellulare pH-Wert innerhalb der untersuchten Parameter
schwanken kann.
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Abbildung 3-40: Fluoreszenzemissionsspektren der Donorproteine ECFP a) und EcFbFP b) bei verschiedenen pH-Werten in
20 mM MOPS Puffers. Die eingesetzte Proteinkonzentration betrug jeweils 0,5 mg‘mL'1 in 20 mM MOPS Puffer; 25 °C.
Anregung EcFbFP 450 nm, ECFP 428 nm.

Einfluss der lonenstérke

Auch beziglich der Variation der lonenstarke mit verschiedenen MOPS-Puffer Konzentrationen
erweist sich EcFbFP als weniger anfallig (Abbildung 3-41).
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Abbildung 3-41: Fluoreszenzemissionsspektren der Donorproteine ECFP a) und EcFbFP b) in verschieden konzentrierten
MOPS Puffern. Die eingesetzte Proteinkonzentration betrug jeweils 0,5 mg-mL'1 in 20 mM MOPS Puffer; 25 °C. Anregung
EcFbFP 450 nm, ECFP 428 nm.

Einfluss von Salzen

Analog zu den in Kapitel 3.2.4 durchgefiihrten Untersuchungen wurde EcFbFP auf dessen Sensitivitat
gegenliber verschiedenen Salzen untersucht. Die Ergebnisse in Abbildung 3-42 zeigen auch hier die
geringere Empfindlichkeit des EcFbFPs im Vergleich zum ECFP Wie schon in Kapitel 3.2.3 diskutiert
wurde, zeigt sich fir ECFP nur bei Natriumphosphat eine Abnahme ihn der Fluoreszenz (>10 mM).
Die Ubrigen Schwankungen, wie der leichte Anstieg mancher Datenpunkte in den hochsten
Konzentrationsbereichen sind auf die Pipettierungenauigkeiten und die Einfachbestimmung
zurlickzufiihren. EcFbFP hingegen zeigt eine noch geringere Abweichung in seiner Fluoreszenz-
intensitat bei Anwesenheit der verschiedenen Salze. Insgesamt waren hinsichtlich dieses Einfluss-
faktors die beiden Donorproteine vergleichbar, mit Ausnahme der Anfalligkeit auf hohe

Konzentrationen Natriumphosphat beim ECFP.
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Abbildung 3-42: Einfluss verschiedener Konzentrationen der Salze NaCl, CaCl,, MgCl,, KCl, NH,Cl, MnCl,, und NaPi auf
die Fluoreszenzemission der Donorproteine a) ECFP (0,25 mg-mL'l) und b)EcFbFP (0,5 mg-mL'l) in 20 mM MOPS Puffer;
25 °C. EcFbFP ex:450 nm/em:495 nm, ECFP ex:428 nm/ em:485 nm.

Einfluss von Metaboliten

Absolut vergleichbar hingegen ist die Sensitivitat gegenliber den Adenosin-Phosphaten AMP, ADP
und ATP. Abbildung 3-43 zeigt fiir beide Proteine keinen Einfluss von AMP und ADP. Bei ATP mit
Konzentrationen >10 mM zeigen sowohl ECFP als auch EcFbFP eine Verringerung der Fluoreszenz-
intensitat (~15 %). Die physiologische Konzentration von ATP in E. coli liegt laut Literatur etwa bei
diesem Grenzwert (Bennett, Kimball et al. 2009).

T 350004 a) T 350004 b)
KA 8,
& 300004 N ot
3 g
5 25000+ 5 25000 1 T
= =
= epoe—f o & o — =
20000 4 b w g N 20000 -|
L S L]
15000 + 15000 4
10000 - 10000
& AMP L AMP
5000 © ADP 5000 © ADP
o ATP o ATP
L T T T T Of=y T T T T
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
AxP-Konzentration [mM] AxP-Konzentration [mM]

Abbildung 3-43: Einfluss verschiedener Konzentrationen von AMP, ADP und ATP auf die Fluoreszenzemission der
Donorproteine a) ECFP (0,25 mg-mL'l) und b)EcFbFP (0,5 mg-mL'l) in 20 mM MOPS Puffer; 25 °C. EcFbFP ex:450

nm/em:495 nm, ECFP ex:428 nm/ em:485 nm.

Wesentlich verschieden dagegen ist der Einfluss der Nicotinamidadenindinukleotide NAD', NADP®,
NADH und NADPH. Zeigt sich bei ECFP konzentrationsabhdngig fir alle Substanzen eine grofle
Varianz in der Fluoreszenzemission, die sowohl zur Intensivierung (NADP*, NADH, NADPH), als auch
zur Abnahme in der Emission (NAD®) fiihren kann, so ist EcFbFP wesentlich unempfindlicher mit
Abweichungen unter 12 % (Abbildung 3-44).
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Abbildung 3-44: Einfluss verschiedener Konzentrationen der Kofaktoren NAD', NADP', NADH und NADPH auf die
Fluoreszenzemission der Donorproteine a) ECFP (0,25 mg-mL'l) und b) EcFbFP (0,5 mg-mL'l) in 20 mM MOPS Puffer; 25 °C.
EcFbFP ex:450 nm/em:495 nm, ECFP ex:428 nm/ em:485 nm.

Der Einfluss von cyclischem Guanosinmonophosphat (cGMP) und Guanosintriphosphat (GTP) wurde,
wie im Kapitel 3.2.5 beschrieben, auch fir EcFbFP getestet. Abbildung 3-45-b zeigt abermals, wie
gering die Abweichung Uber die Verdiinnungsreihe der Guanosinphosphate bei EcFbFP ist. Hier war
absolut kein Einfluss festzustellen, wahrend ECFP nur einen leichten Anstieg in der Fluoreszenz-
intensitat.
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Abbildung 3-45. Einfluss verschiedener Konzentrationen der Kofaktoren cGMP und GTP auf die Fluoreszenzemission der

Donorproteine a) ECFP (0,25 mg-mL’l) und b) EcFbFP (0,5 mg-mL'l) in 20 mM MOPS Puffer; 25 °C. EcFbFP ex:450
nm/em:495 nm, ECFP ex:428 nm/ em:485 nm.

Fazit: Gegeniiber vielen der gezeigten Parameter weist EcFbFP eine geringere Sensitivitdat auf.
Angefangen beim pH-Wert, tber die lonenstdrke, bis hin zu diversen Zellmetaboliten und Salzen.
Insgesamt sind sie Abweichungen stets maximal genauso hoch wie bei ECFP, meist aber geringer.

3.2.9 Neue Sensorkonstrukte

Da die in den vorherigen Versuchen gezeigte geringere Empfindlichkeit des isolierten EcFbFPs
gegeniber Umgebungseinflissen zeigten, sollte dieses Fluoreszenzprotein alternativ zum ECFP als
Donor im Glucose- und Maltosesensor erprobt werden. Die Klonierung der Sensorkonstrukte erfolgte
in der Arbeitsgruppe von Dr. Thomas Drepper am Institut fir Molekulare Enzymtechnologie der
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Universitat Dusseldorf. Im Rahmen dieses Promotionsprojekts konnte nur der Glucosesensor fertig
gestellt werden.

Abbildung 3-46 zeigt das Emissionsspektrum des gereinigten neuen FbFB/Citrine-basierten
Glucosesensors bei einer Anregungswellenlange von 450 nm. Gut zu erkennen sind die
Emissionsmaxima der Fluoreszenzproteine EcFbFP (blau) und Citrine (gelb). Bereits aus dieser Grafik
geht hervor, dass bereits in Abwesenheit von Glucose ein sehr starker FRET stattfindet, da sonst
keine derart ausgepragte gelbe Fluoreszenzemission gemessen werden kdnnte.
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Abbildung 3-46: Emissionsspektrum des gereinigten EcFbFP/Citrine-Glucosesensors nach Anregung bei 450 nm. Das
Emissionsmaximum von Citrine ist gelb hervorgehoben, das von EcFbFP in blau. Die Proteinkonzentration betrug 0,5
mg-mL™ in 20 mM MOPS pH 7,3; 25 °C.
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Genau dieser sehr starke Ausgangs-FRET erweist sich jedoch als Problem. Denn bei Zugabe von
Glucose resultiert keine erkennbare Anderung des YFP/EcFbFP-Verhiltnisses mehr (Abbildung 3-47).
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Abbildung 3-47: Titrationskurve des neuen EcFbFP -Glucosesensors. Die Proteinkonzentration betrug 0,5 mg-mL'1 in 20
mM MOPS pH 7,3; 25 °C. EcFbFP ex:450nm/em:495nm; Citrine ex:450nm/em:528 nm.
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Die scheinbar fehlende Sensitivitat des Biosensors gegeniiber Glucose kann viele Ursachen haben.
Denkbar sind z.B.:

- Eine sterische Behinderung der Bindedomane durch das neue Fluoreszenzprotein (EcFbFP).
- Eine bereits zu groBe raumliche Nahe von Donor (EcFbFP) und Akzeptor (Citrine), die durch
die Bindung der Glucose nicht mehr verdandert wird.

In Kooperation mit Dr. Thomas Gensch vom Institut fir Komplexe Systeme 4 des Forschungszentrums
Julich wurden Fluoreszenzlebensdauer-Messungen des FRET-Donors EcFbFP durchgefiihrt, . um die
Ursache fiir das beobachtete Phdnomen genauer zu beleuchten. Dabei zeigt eine Anderung der
Fluoreszenzlebensdauer nach Zugabe des Liganden (hier: Glucose) an, dass es Bindungs-bedingt zu
einer Konformationsanderung des Sensors kommt und mehr oder weniger Energie auf den Akzeptor
(hier: Citrine) Gibertragen wird.

Die Untersuchungen ergaben geringfiigige Anderung der Fluoreszenzlebensdauer des EcFbFPs, was
auf einen erhohten FRET in Gegenwart von Glucose hinweist (Abbildung 3-48). Daher kann
angenommen werden, dass weder die Bindedomaéne sterisch blockiert, noch die Sensorgeometrie
insgesamt prinzipiell ungiinstig fiir einen funktionalen Sensor ist. Die Ergebnisse konnen vielmehr als
Hinweis darauf betrachtet werden, dass die FRET-Partner sich d priori bereits bei nicht besetzter
Bindedomane zu nahe beieinander liegen und die Bindungs-bedingte Konformationsanderung daher
keine signifikante Steigerung des FRET-Effekts mehr bewirkt. Der Einbau von Peptidsequenzen als
spacer kénnte hier Abhilfe schaffen.
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Abbildung 3-48: Fluoreszenzlebensdauer Messung des Sensorkonstrukts MP18.1.1_EcFbFP. Die Messung erfolgte in An-
und Abwesenheit von Glucose. Nach Zuckerzugabe ist eine leichte Abnahme der Donorlebensdauer zu beobachteten (rot),
was einen FRET zwischen EcFbFP und Citrine beweist.

Auf der Basis dieser Informationen werden in einer nachfolgenden Dissertation neue FRET-basierten
Biosensoren mit EcFbFP konstruiert werden.
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3.2.10 Photophysikalische Beobachtungen

Da die untersuchten FRET-basierten Biosensoren nicht selbst entwickelt wurden, ist es fir eine
Weiterentwicklung solcher Systeme notwendig tiefere Einblicke Gber die molekulare Funktionsweise
zu gewinnen. Denn es existieren bislang keine Kristallstrukturen dieser Biosensoren, sodass
elementare Informationen nicht verfiigbar sind; beispielsweise wie sich die Quartarstruktur der
Sensoren durch die Zuckerbindung d@ndert. Um nahere Erkenntnisse Giber die Wechselwirkungen der
drei Domaénen in diesen Biosensoren zu erhalten, wurden auch mit dem Glucose- und dem
Maltosesensor Fluoreszenzlebensdauer Messungen durchgefiihrt. Durch einen Kooperationspartner,
war es moglich die Fluoreszenzlebensdauer der FRET-Partnermolekiile zu untersuchen, was fir eine
Charakterisierung eines Sensorsystems von groRem Interesse ist, da man mit Nanosekunden-
Auflésung die Relaxierung der FRET-Partner nach Anregung dokumentieren kann (vgl. Kapitel 1.1.2).

Es wurden zunachst Emissionsspektren nach Anregung bei 428 nm aufgenommen, sowohl in Ab- als
auch in Anwesenheit von Glucose bzw. Maltose. Hierbei kann man fir den Glucosesensor eine
Abnahme der Donoremission von etwa 20,5 % feststellen; beim Maltosesensor sind es 18,5 %
(Abbildung 3-49).
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Abbildung 3-49: Emissionsspektren a) des Glucosesensors und b) des Maltosesensors in An- und Abwesenheit der
Zuckerliganden. (Grafiken von Dr. Gensch, ICS-4). Die Proteinkonzentration betrug 0,5 mg-mL'1 in 20 mM MOPS pH 7,3; 25
°C.

Der Betrag dieser Abnahme sollte mit der Lebensdauerdnderung des Donorproteins nach Anregung
korrelieren, wenn es sich wie vermutet photophysikalisch um FRET handelt. Abbildung 3-50 zeigt die
entsprechende Fluoreszenzlebensdauer Messung fiir den Maltosesensor. Es ist gut zu erkennen, dass
die Lebensdauer von ECFP nach Zugabe von Maltose signifikant abféllt (rot). Dr. Gensch berechnete
die Abnahme der Lebensdauer mit 16 %, was mit den Beobachtungen aus dem Spektrum Abbildung
3-49-b korreliert. Als Konsequenz dieser Beobachtung kann folglich angenommen werden, dass es
sich beim Maltosesensor und dessen Spektrenverdanderung nach Zuckerbindung photophysikalisch
tatsachlich um FRET handelt.
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Abbildung 3-50: Fluoreszenzlebensdauer Messung des Donorproteins (ECFP) als Teil des Maltosesensors (nicht als
isoliertes Protein!). Die Messung erfolgte in An- und Abwesenheit von Maltose. Die Proteinkonzentration betrug 0,5
mg-mL-1in 20 mM MOPS pH 7,3; 25 °C.

Die Fluoreszenzlebensdauer Messungen des Glucosesensors lieferte hingegen unerwartete
Ergebnisse. Hier wurde nach Zugabe des Zuckers eine Zunahme in der Donorlebensdauer von 11 %
gefunden. Das Experiment wurde mit demselben Ergebnis mehrfach wiederholt. Dies steht im
Gegensatz zu den Fluoreszenzemissionsspektren in Abbildung 3-49-a, welche eine Abnahme der
Donoremission von 20,5 % zeigten.
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Abbildung 3-51: Fluoreszenzlebensdauer Messung des Donorproteins (ECFP) als Teil des Glucosesensors (nicht als
isoliertes Protein!). Die Messung erfolgte in An- und Abwesenheit von Glucose. Die Proteinkonzentration betrug 0,5
mg-mL-1in 20 mM MOPS pH 7,3; 25 °C.

Eine Erklarung fiir diese Beobachtung ergibt sich moglicherweise aus dem Aufbau des Glucose-
sensors. Wie in Abbildung 1-16 beschrieben, wurde bei diesem Sensor das Donorprotein (ECFP) in die
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Bindedomaéne des Biosensors integriert, wohingegen es beim Maltosesenor N-terminal an das Binde-
protein fusioniert wurde. Es wurde vermutet, dass hierdurch ECFP weniger Freiheitsgrade hat und
die rigidere Struktur zu einem sehr viel effizienteren FRET Ereignis fiihrt, folglich weitaus schneller
stattfindet, und daher mit der am 1CS-4 vorhandenen Messtechnik nicht erfasst werden kann.

Da die Apparatur von Dr. Gensch nur im Nanosekundenbereich messen kann, wurden weitere
Messungen bei Dr. Eduard Fron von der Katholischen Universitat in Leuven durchgefiihrt, wo
Fluoreszenzlebensdauer Messungen im Femto- bis Picosekundenbereich aufgelést werden kénnen.
Fande also ein schnelleres FRET-Ereignis statt, wie vermutet wurde, so sollte man es hierdurch
auflésen kdnnen. AnschlieRend wurden der Glucose- und der Maltosesensor sowie die isolierten
Fluoreszenzproteine ECFP, EYFP und Citrine durch Dr. Fron vermessen. Die Messung ist
ausgesprochen komplex und besteht, sehr allgemein formuliert, aus einem sehr starken
Anregungslaser, dessen Lichtimpulse durch Dutzende konfokale Spiegel, Linsen und Blenden
(Abbildung 3-52-b) zu einer Durchflusskiivette (Abbildung 3-52-a) geleitet wird. Die
Durchflusskiivette soll Bleicheffekten des starken Lasers entgegenwirken. Die Detektoren verfligen
iber Photomultiplier.

Abbildung 3-52: Apparatur fiir Fluoreszenzlebensdauer Messungen im Femtosekunden-MafBstab von Dr. Eduard Fron, KU
Leuven.

Die aus diesen Messungen erhaltenen Ergebnisse bestatigen, dass beim Glucosesensor ein signifikant
schnelleres FRET-Ereignis stattfindet als beim Maltosesensor. Abbildung 3-53 zeigt einen Auszug
dieser Experimente.
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Abbildung 3-53: Fluoreszenzlebensdauer Messungen des Glucosesensors in einer Zeitauflésung bis 1000 Picosekunden. a)
zeigt zum einen die Abklingzeiten des isolierten Donorproteins ECFP (blaue Kurve) und dartber hinaus ECFP als integrierten
Teil des Glucosesensors (schwarze Kurve). b) zeigt die Messung des Donors ECFP als Teil des Glucosesensors in An- und
Abwesenheit von Zuckerliganden. Die Anregung erfolgte bei 400 nm, um den Akzeptor (Citrine) keinesfalls anzuregen. Aus
a) lasst sich einwandfrei entnehmen, dass ein groRer Teil des Fluoreszenzabfalls des Donors in diesem ps-Zeitfenster
geschieht (rote Hervorhebung). b) weist klar nach, dass nach Zuckerzugabe dieser Abfall durch FRET beschleunigt wird
(blaue Hervorhebung). (Grafiken: Dr. Fron, KU Leuven).

Zu erkennen ist hier, dass in Anwesenheit von Glucose die Lebensdauerdnderung des ECFPs in einem
schnellen Messzeitfenster von unter 500 Picosekunden abféllt (Abbildung 3-53-b). Die zuvor
dargelegte Beobachtung (Abbildung 3-51) kdnnte somit auf die Integration des Donors in die
Bindedomane zuriickzufiihren sein, da der FRET nachgewiesener MaRen schneller als beim
Maltosesensor. Dieser wurde ebenfalls in Leuven analysiert und zeigt in diesem Zeitfenster nur einen

Teil seiner Lebensdauerabnahme.

Fazit: Die Ergebnisse der Lebenszzeitmessungen deuten darauf hin, dass die bei beiden Sensoren
beobachteten Unterschiede auf deren unterschiedlichen Aufbau zuriickzufihren sind (Abbildung
1-16). Um die Annahme zu stiitzen, dass die Integration des Donorproteins zum schnelleren FRET
fuhrt, mussten Folgeexperimente vollzogen werden. Es ware hierbei vor allen Dingen notwendig die
dreidimensionalen Strukturen der Sensoren zu kennen, um raumlich interpretieren zu konnen, wie
sich die Integration des Donors in die Bindedomane tatsachlich auswirkt. Wiirde es gelingen, den
beobachteten schnelleren FRET auf die Integration des Donors zuriickzufiihren, ware diese
Information fur die Konstruktion weiterer Sensoren hochinteressant, da sich daraus eine Moglichkeit
der Effizienzsteigerung des FRET-Phdnomens ergibt.

4 Zusammenfassende Diskussion und Ausblick

Die in Kapitel 3.2 diskutierten Ergebnisse werfen fast ausnahmslos ein kritisches Licht auf die
untersuchten FRET-basierten Biosensoren; vor allem im Hinblick auf deren Verwendung als
Werkzeuge fir die quantitative Metabolitanalytik in vivo. Hierflr sind die Sensoren nachweislich
nicht geeignet, da sie bezlglich ihrer Signalintensitat eine hohe Anfalligkeit gegentiber einer Vielzahl
von intrazelluldren Substanzen und eine starke Sensitivitdt bei der Variation von Umgebungs-
bedingungen aufweisen.
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So flihren bereits moderate Verdnderungen des pH-Werts (pH 6,3-8,3) bei beiden Sensoren zu
starken Veranderungen des FRET-Signals, die als Konsequenz sogar eine modifizierte Affinitat der
Bindedoménen suggerieren (Abbildung 3-4). Die Analyse der isoliert exprimierten Fluoreszenz-
proteine wies nach, dass die GFP-Derivate massiv durch die pH-Verschiebung in ihrer Emissions-
intensitat beeinflusst werden (Abbildung 3-5 und Abbildung 3-6), was einen Teil der beobachteten
Effekte erklaren kann. Allerdings kann auch die Bindedomane selbst in ihrer Affinitat durch die
Umgebungsbedingungen beeinflusst werden, was messtechnisch nur schwer nachweisbar ist; vor
allem da die Bindeproteine im Gegensatz zu Enzymen keine Reaktion katalysieren, die direkt verfolgt
werden kann.

Ahnlich sensitiv zeigen sich beide Sensoren gegeniiber Verdnderungen ihres ionischen Milieus.
Sowohl die Variation der lonenstarke des MOPS Puffers (Abbildung 3-7 bis Abbildung 3-9) als auch
der Zusatz verschiedener Salze fihrte zu signifikanten Veranderungen der FRET-Verhéltnisse. Bei
Letzterem zeigte sich der besonders interessante Effekt, dass Calcium- Magnesium- und Mangan-
chlorid in Konzentrationen von 2-5 mM zu einer ausgepragten Steigerung des FRET-Verhaltnisses
fUhren; zusatzlich zu dem durch Bindung der Zuckerliganden bedingten Anstieg (Abbildung 3-11 bis
Abbildung 3-14). Im Falle des Glucosesensors kann dies mit hoher Wahrscheinlichkeit mit einem
Calcium-Bindemotiv in der Glucose-Bindedomane erklart werden, was zu einer Konformations-
dnderung der Bindedomane fiihrt (Vyas, Vyas et al. 1987). Fir den Maltosesensor ist eine solche
Calcium-Bindungstelle bisher nicht beschrieben worden. Es ist aber anzunehmen, dass wegen des
identischen Verhaltens beider Sensoren die gleiche Ursache zugrunde liegt. Darliber hinaus konnten
diese Effekte nicht auf die isolierten Fluoreszenzproteine zuriickgefiihrt werden, was ein weiterer
Hinweis dafir ist, die Ursache bei den periplasmatischen Bindedomanen zu suchen. Wahrend die
einwertigen Metallchloride keinen Einfluss auf das Fluoreszenzverhalten zeigten, reagierten die GFP-
Varianten negativ auf Natriumphosphat in Konzentrationen >10 mM.

Dies lenkte das Augenmerk vor allen Dingen auf die in vitro-Kalibration der Sensoren, da hier haufig
Phosphatpuffer zum Einsatz kommen. Sie zdhlen zu den Standardpuffern fiir FRET-basierte
Fluoreszenzbiosensoren. Als Konsequenz wurden diverse Standardpuffer auf ihre Vergleichbarkeit
untereinander getestet, und zwar MOPS, HEPES, Tris-HCI und Natriumphosphatpuffer (Abbildung
3-10). Auch hier zeigte sich abermals, dass der Phosphat- Puffer eine signifikant andere Signalantwort
hervorrief, als die Gbrigen Puffer: Beim Glucosesensor flachte die S-Kurve ab, beim Maltosesensor
wurde sie steiler.

Die Sensitivitdt gegeniliber Phosphat fiihrte zu Untersuchung von Metaboliten, die ebenfalls
Phosphat-Gruppen enthalten. So wurden ATP, ADP, AMP, NAD®, NADH, NADP’, NADPH sowie cGMP
und GTP Uber einen breiten Konzentrationsbereich getestet, um einen moglichst umfassenden
Eindruck Uber die Sensorsensitivititen gegeniliber diesen Substanzen zu erhalten. Die Ergebnisse
bestdtigten zum einen den Effekt von Phosphat als eine kritische Komponente bei Messungen mit
Sensoren des untersuchten Typs ist. Das Beispiel von AMP, ADP und ATP zeigt, dass der Quenching-
Effekt mit steigender Phosphatester-Anzahl zunimmt (Abbildung 3-15), der nicht nur bei den
Sensoren sondern auch bei den isolierten Fluoreszenzproteinen beobachtet wird (Abbildung 3-16),
und daher vermutlich auf die Wechselwirkung der GFP-Derivate mit den Adenosinphosphaten
basiert. In der Literatur findet sich ein Hinweis auf die ATP-Sensitivitat von ECFP, die auf die Position
His148 zurlckgefihrt wird (Borst, Willemse et al. 2010). Es gibt jedoch keine naheliegende
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biochemische Erklarung, warum Phosphate ausgerechnet mit diesem Histidin interagieren sollten
und Uber die Natur dieser Wechselwirkung. Die Autoren konnten diese Position auch nur
identigizieren, da sie eine ECFP-Variante (Cerulean), die an dieser Position kein Histidin tragt, parallel
vermessen haben, die diese Anfélligkeit nicht zeigt.

Betrachtet man die 3D-Struktur von ECFP, fallt jedoch im Bereich des His148 auf, dass in der direkten
Umgebung dieser Aminosiure das B-barrel an zwei Stellen nicht geschlossen ist. Diese Offnungen
erméglichen den direkten Zugang zum Chromophor (Abbildung 4-1). Die eine Offnung (Abbildung
4-1-a) wird in der Kristallstruktur durch zwei Wassermolekiile (rot) besetzt, die eine Briicke fir
Wechselwirkungen nach auBen bieten kénnten. Die andere, sehr viel gréRere, Offnung erméglicht fiir
niedermolekulare Substanzen den direkten Zugang zum Chromophor (Abbildung 4-1-b). Anhand der
vorliegenden 3D-Struktur konnte dieser Zugang mit einer Dimension von 0,65 nm x 0,8 nm bemessen
werden. Dies ist ausreichend fir den Kontakt beispielsweise mit Adenosinphosphaten oder den
Nicotinamidadenindinukleotiden die etwa 0,4 x 1,2 nm bemessen. Von der Ober- und Unterseite des
barrels ergeben sich entsprechend der 3D-Strukturen keine Zugange zum Chromophor. Es ist folglich
moglich, dass viele der beobachteten Effekte auf solche Schwachstellen in der GFP-Struktur
zurtickzufiihren sind.

Im Umkehrschluss konnte es von Interesse sein, gezielte Mutationen einzufligen, um diese Bereiche
zu verschlieRen. Es kann vermutet werden, dass dies Einfluss auf die Quantenausbeute haben
konnte, die jedoch auch positiv ausfallen kdnnten. Jedenfalls ware der Versuch lohnenswert, lieRBen
sich doch mit einer vollstandigeren Abschirmung des Chromophors eventuell viele Sensitivitaten
vermeiden. Am erwahnten Beispiel von ECFP und Cerulean zeigt sich sehr anschaulich, dass sich diese
,Schwachstelle“ bei den GFP-Varianten sehr unterschiedlich auszuwirken scheint. Daher ist auch
anzunehmen, dass sich die Zuganglichkeit zum Chromophor je nach Faltung des barrels bei den
Derivaten unterscheidet, abhangig davon ob die Stelle durch die 3D-Faltung verschlossen wird, oder
nicht. Folglich miisste diese potentielle Optimierungen bei jeder Variante vermutlich angepasst
werden.

Abbildung 4-1: Die 3D-Struktur von ECFP (PBD:2WSN). Gut zu erkennen sind zwei Offnungen in der R-barrel Struktur des
GFP-Fasses. Die kleinere a) ist mit zwei Wassermolekiilen (rot) besetzt. Die gréRere Offnung b) gibt den Blick auf das
Chromophor frei und ist vielleicht fur den Einfluss der Umgebungsbedingungen auf die Fluoreszenzeigenschaften mit
verantwortlich.
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Die Ergebnisse mit den Nicotinamidadenindinukleotiden (NAD(P)(H)) ergaben wesentlich komplexere
Resultate, insbesondere fiir NADH (Abbildung 3-17 bis Abbildung 3-20). NADP* und NADPH haben als
Phosphatreichere Molekile zwar bereits bei geringen Konzentrationen einen stark-negativen Einfluss
auf die FRET-ratio des Glucosesensors; beim Maltosesensor ist dieser Effekt jedoch kaum zu
erkennen. Dariiber hinaus bewirkt NAD" bei beiden Sensoren mit steigender Konzentration eine
kontinuierliche Abnahme der FRET-ratio. Die Messungen mit NADH hingegen flihrten zu komplexen
Fluoreszenzeffekten, weil NADH bei der Anregungswellenlange des ECFP-Donors von 428 nm ein sehr
breites Emissionsspektrum zeigt und ebenfalls im Bereich von 450 - 550 nm fluoresziert. Aus dieser
Uberlappung der Absorptions- und Emissionsspektren mit denen der GFP-Derivate ergeben sich
nicht-kontinuierliche Effekte (Abbildung 3-19). Allerdings treten diese Effekte erst bei héheren
NADH-Konzentrationen auf und scheinen daher zumindest fiir E. coli nicht relevant (Tabelle 3-3).

Die Auswertung der Guanosinphosphate cGMP und GTP zeigte auf den ersten Blick zwar auch, dass
GTP einen negativen Effekt auf das FRET-Verhdltnis hat (Abbildung 3-21 bis Abbildung 3-22).
Allerdings ergab die Analyse der isolierten Fluoreszenzproteine nur eine sehr geringe Sensitivitat, die
die starke Wirkung von GTP auf die Biosensoren nicht erklart und daher eher auf eine Wechsel-
wirkung mit den Bindedomanen hinweist.

Wechselwirkungen mit den Bindedomanen sind messtechnisch schwer zu erfassen und kdénnen
immer nur Uber die Fluoreszenzeffekte der Sensoren indirekt gemessen werden. Da die bindenden
Wechselwirkungen mit den Liganden jedoch auch ausschlieRlich auf nicht kovalenten Kraften
beruhen, kénnen diese natirlich auch durch die Umgebungsbedingungen beeinflusst werden,
wodurch sich der K4-Wert dndern kann.

Dass diese periplasmatischen Bindedomanen sich ebenso durch Umweltparameter beeinflussen
lassen, deuten die Untersuchungen zum Einfluss von molecular crowding auf die Affinitat der
Sensoren an (Abbildung 3-27 bis Abbildung 3-38). Je nach Art und Konzentration des crowders
konnten erhebliche Affinitatsanderungen gemessen werden. Um diese Ergebnisse zu verifizieren,
sollte ein zusatzliches Kontrollexperiment angeschlossen werden, bei dem gezeigt wird dass die
crowder keinen Einfluss auf die isolierten GFP-Derivate und ihre Fluoreszenzeigenschaften haben.
Diese Art der Affinitatsbeeinflussung wurde zwar haufig bei Enzymen beschrieben (Zhou, Rivas et al.
2008), jedoch lassen sich bei diesen die Effekte direkt Gber die analysiere Reaktion nachweisen. Bei
den Sensoren geht dies nur indirekt tber das Fluoreszenzsignal, welches aber ebenso beeinflusst zu
werden scheint. Es ist somit zwar in vielen Fallen anzunehmen, dass der crowding-Effekt ebenso fir
die hier untersuchten Biosensoren zu gelten scheint. Jedoch muss eine Interaktion mit den
Fluoreszenzproteinen quantitativ erfasst werden, um dies konkret zu berechnen.

Flr eine in vivo-Anwendung der Sensoren kann dies in jedem Fall von Interesse sein, da die crowder
die Moglichkeit bieten, in vivo-Verhdltnisse ,zu simulieren”, vorausgesetzt die entsprechenden
Eigenschaft (z.B. Viskositdt) des Cytosols waren bekannt. Genau dies stellt jedoch eine grolRe
Problematik dar. Zwar gibt es Ansatze, in denen durch Fluorescence Recovery after Photobleaching
(FRAP) mittels Protein-Mobilitat auf die Viskositdt des Cytosols geschlossen wurde (Elowitz, Surette
et al., 1999), jedoch ist die Komposition hinsichtlich des mittleren Molekulargewichts von und Form
aufgrund der Komplexitat unbekannt und es kann bezweifelt werden, dass man das Cytosol in seiner
gesamten Komplexitat fiir in vitro Kalibrationen einfach nachstellen kann.
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Mit dem FMN-basierten Fluoreszenzprotein EcFbFP konnte eine interessante Alternative zum
Donorprotein ECFP aufgezeigt werden, da EcFbFP eine deutlich geringere Sensitivitat gegeniiber
vielen Umgebungsparametern und intrazelluldren Komponenten zeigt (Abbildung 3-40 bis Abbildung
3-46). Die Konstruktion eines funktionalen Sensors, bei dem die blau-fluoreszierenden Domanen
ausgetauscht wurden, bedarf weiterer Optimierung durch Einfligen entsprechender Linker, um den
Abstand von Donor und Akzeptor zu vergroern. Denn aktuell lasst sich keine FRET-Verschiebung
nach Ligandbindung mit einfachen Messtechniken feststellen; vermutlich, weil die FRET-Partner im
Liganden-freien Zustand bereits zu nahe beieinander liegen, oder die Orientierung zueinander
optimiert werden muss (Abbildung 3-47).

Im Zuge der, durch die Kooperationspartner Dr. Gensch und Dr. Fron durchgefiihrten
Fluoreszenzlebensdauermessungen konnte gezeigt werden, dass im Fall des Glucosesensors mit
integriertem Donor ein superschneller FRET (ultrafast FRET) vorliegt (Picosekundenbereich),
wohingegen die terminale Fusionierung beim Maltosesensor in einem FRET im
NanosekundenmaRstab resultiert (Abbildung 3-49 bis Abbildung 3-53). Dies liefert ein Indiz dafr,
dass diese Integration fiir den schnelleren FRET verantwortlich sein konnte. Wie in Abschnitt 3.2.10
angegeben sind jedoch weitere Versuche notwendig, um diese These zu beweisen.

Die Zielsetzung, mit genetisch kodierten FRET-basierten Biosensoren quantitative in vivo Messungen
zu ermoglichen, scheint aktuell noch fern. Zu komplex sind die Wechselwirkungen der Fluorophore
und der Bindedomanen mit den Komponenten in der Zelle, von denen nur einige in dieser Arbeit
untersucht wurden, sowie die Einflisse des Cytosols auf das Fluoreszenzsignal. Die Kalibrierung
erweist sich dabei als grundsatzliches Problem, denn der Vorteil der Nutzung solcher Biosensoren fiir
quantitative Messungen besteht nur dann, wenn die jeweilige Metabolitkonzentration in der Zelle
ohne zusatzlich aufwendige Analytik sicher erfasst werden kann (Abbildung 3-3). Dies erfordert die
Moglichkeit der exakten in vitro Kalibrierung solcher Systeme Uber die Einwaage der zu
bestimmenden Substanz, idealerweise unter Berticksichtigung der Storfaktoren (z.B. crowding) in der
Zelle. Dies ist jedoch aufgrund der diversen Wechselwirkungen bisher nicht moglich und es erscheint
auch fur die Zukunft fraglich, ob die wesentlichen intrazellularen Parameter unter in vitro
Bedingungen abgebildet werden konnen. Ein Ansatzpunkt, die Systeme zu verbessern, ist die
Empfindlichkeit der GFP-Derivate gegeniiber Umgebungsbedingungen zu verringern. Es ist sicherlich
den Versuch wert, die in Abbildung 4-1 beschriebenen Liicken in der RB-barrel Struktur zu schlieRen,
um Umgebungseinflisse auf das Chromophor zu reduzieren. Auch die Verwendung unempfind-
licherer Fluoreszenzproteine, wie das Flavin-basierte FbFP kénnten helfen, robustere Sensoren zu
erzeugen. Allerdings kann FbFP bisher nur das Donorprotein ECFP, nicht aber den Akzeptor ersetzen,
weil es keine entsprechenden Farbvarianten gibt. Dariiber hinaus werden auch die Bindedomanen
durch die Umgebungsbedingungen beeinflusst, allerdings ist dieser Effekt nicht direkt messbar und
wird zusatzlich durch die Einflisse auf die Fluorophore lberlagert.

Jedoch ist auf der anderen Seite in dieser Arbeit gezeigt worden, wie genau die Biosensoren unter
kontrollierten in vitro Bedingungen funktionieren. Fokussiert man sich auf diesen Aspekt, so ergeben
sich interessante Anwendungen auflerhalb von lebenden Zellen. Denkbar ware beispielsweise ein
Einsatz derartiger Sensoren fiir die extrazellulare Quantifizierung von sekretierten Substanzen
bakterieller Produktionsstamme (z. B. Lysin).
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5 Material und Methoden

5.1 Geriite

Tabelle 5-1: Liste der verwendeten Gerite

Gerat Hersteller Spezifikation
AKTA purifier

Fraktionssammler GE-Healthcare Frac-950
pH-Messeinheit GE-Healthcare pH/C-900
Pumpeinheit GE-Healthcare P-900
UV-Messeinheit GE-Healthcare UV-900
Saulenkoérper GE-Healthcare XK 26

Analytik

UV Spektrophotometer Shimadzu UV-1800
CPS-Controler Shimadzu 240A

Nano Drop Spektrophotometer Peglab ND-1000
Thermometer Amarell ama digit ad 15th
pH-Meter Metrohm 691
pH-Elektrode Mettler Toledo inLab® Micro pH
Mikrotiterplatten Lesegerat Tecan infinite M200

Mikrotiterplatten Nunc Nuncleon Surface

Immuno Module Nunc Immuno-modul Maxisorp F16
Polyester-Verschlussfolien Roth Rotilabo® Verschlussfilm
Agarose-Gelelektrophoresekammer VWR AGT2

Spannungsquelle Consort EV231

SDS-PAGE Gele Invitrogen Nu PAGE 4-12% Bis-Tris Gel 1mm
SDS PAGE Probenvorbereitungskit Invitrogen NuPAGE Novex

Silberfarbekit Invitrogen SilverXpress®

SDS-PAGE Kammer Invitrogen Novex Mini Cell
Spannungsquelle Consort E 831

Spektrofluorometer Horiba FluoroLog®-3

Inkubatoren

Brutschrank Heraeus Hera cell

Brutschrank Memmert BP700

Schittelinkubator Infors HAT Multitron Standard
Thermoschiittler Eppendorf Thermomixer comfort

78




Pipetten

0,5-10 pL Biohit m10

5-20 uL m20

20-200 pL m200
100-1000 pL m1000
500-5000 pL m5000
0,5-10 L Eppendorf Research ® (variabel)
10-100 pL

20-200 pL

100-1000 pL

500-5000 pL

12-Kanal Pipette 5-100 pL Eppendorf Research pro
Waagen

Feinanalysenwaage Satorius CPA 225D
Waage Satorius BP2100S
Zellaufschluss

Durchflusszelle Dr. Hielscher GD14K
Pumpe Watson Marlow 504U
Ultraschallprozessor Dr. Hielscher UP 200s
Ultraschall Sonotrode Dr. Hielscher S14D
Umlaufkihler Lauda WKL 230

Zentrifugen
Zentrifuge

Rotor

Rotor

Rotor
Zentrifugenbecher
Zentrifugenbecher
Zentrifugenbecher
Tischzentrifuge

Beckman Coulter
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Hettich

Avanti J-20 XP

JA 14

JA 20

JLA 8.1000
Polycarbonat, 1 L
Polyallomer, 250 mL
Polyallomer, 50 mL
Universal 32R

Tischzentrifuge Eppendorf Centrifuge 5415D
Mikro-Zentrifuge Roth 50518

Weitere Gerate

Autoklav Systec DX-56

Celluloseacetat Filter Satorius 11107-47-N

Centricon PLUS-70 Millipore UFC710008
Flaschenaufsatz-Dispenser Brand Dispensette

Kantle Braun sterican

Lyophille Martin Christ Alpha 2-4
Membranpumpe Leybold Divac2,4 L
Plasmidprararationskit Qiagen Qiaprep® Spin Miniprep Kit
Spritzen 2 mLund 5 mL Braun Injekt Luerlock solo
Sterilfilter Milex PES 0,22 um Express
Sterilwerkbank BDK

Ultrafiltrationszelle Zelle Millipore Amicon 8200
Ultrafiltrationsmembran Diaflo-Amicon 30 kD Riickhalt @ 62 mm
Ultraschallbad VWR Ultrasonic Cleaner
Vivaspin Rohrchen 30 kD/ 10 Kd Sartorius VS2022 / VS2001

Vortex

Scientific Industries

Vortex-Genie® 2
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5.2 Chemikalien

Tabelle 5-2: Liste der verwendeten Chemikalien
Bezeichnung
3-N-Morpholinopropansulfonsdure (MOPS)
Agar-Agar

Agarose

Adenosintriphosphat
Adenosindiphosphat
Adenosinmonophosphat
Ammoniumchlorid
Ampicillin-Natriumsalz

Bovines Serumalbumin
Calciumchlorid-Dihydrat

Coomassie Blue G250

Cyclisches Guanosinmonophosphat
D-Fructose

D-Galactose

D-Ribose

D-(+) Cellobiose

D-(+) Glucose-Monohydrat

D-(+) Mannose

D-(+) Trehalose-Dihydrat

Essigsaure

Ethanol

Ethylendiamintetraessigsaure
Flavin-Adenin-Dinukleotid

Ficoll 70.000 Da

Glycerin

Guanosintriphosphat

Imidazol
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
Kaliumchlorid

Kanamycin

Kresolrot

Lactose-Monohydrat
Magnesiumchlorid-Hexahydrat
Maltose-Monohydrat
Manganchlorid-Tetrahydrat

MES SDS running buffer (20x)
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (NAD")
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (NADH)
Nicotinamid-Adenin —Dinukleotidphosphat (NADP®)
Nicotinamid-Adenin —Dinukleotidphosphat (NADPH)
Natriumchlorid

Natriumhydroxid

Ni-NTA Superflow

PageRuler™ Plus Prestained Protein

Summenformel
C;H15NO,S
(C12H1500)n
(C12H1500)n
C10H16NsO13P3
C10H15sN5010P;
C1oH1aNsO5P
NH,CI
CisH1sN3NaO,S
CaCl,-2H,0
C47H4sN3NaO5S,
C10H12NsO,P
CsH1206
CeH1,06
CsH1005
C12H201
Ce¢H1,04-H,0
CsH1206
C12H3,0112H,0
CH3;COOH
C,HsOH
C10H16N, 05
Cy7H33NgO15P,
C12H3,01:-C3HsCIO
C3HgOs3
C10H16N5014P3
C3H4N,
CoH1505S

KCl
C1gH36N4011H,504
Cy1H10sS
C12H201
MgS0,-6H,0
C12H22011'H20
MnCl,-4H,0

NaH,PO,
C21H27N7014P2
C21H29N7014P2
C21HZBN7017P3
Ca1H3oN7047P3
NaCl

NaOH

Hersteller
Biomol
Merck
Merck
Roche
Roche
Roche
Roth
Roth
Sigma
Merck
Fluka
Roth
Serva
Serva
Serva
Fluka
Fluka
Fluka
Sigma
Merck
Roth
VWR
Roth
GE Healthcare
Merck
Roth
Roth
Roth
Merck
Roth
Fluka
Merck
Merck
Merck
Serva
Invitrogen
Roth
Fluka
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Roth
Merck
Qiagen
Fermentas
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Pepton aus Casein e Roth
Phosphorsdure H;PO, Roth
Polyethylenglycol 2.000/5.000/10.000/20.000 Da ~  ------ Fluka
Rubidiumchlorid RbCl Merck
Saccharose C12H2,014 Sigma
Salzsdure HCI Merck
SimplyBlue™ SafeStain e Invitrogen
Trishydroxymethylaminomethan (Tris) H,NC(CH,0H)3 Merck

5.3 Medien, Puffer und Lésungen

Autoinduktions-Medium

Tabelle 5-3: Autoinduktionsmedium
Bestandteil Konzentration \

Hefeextrakt 5gL*
Pepton 10gL?
Glycerin 5mL-L?

=> ad 800 mL (autoklavieren)

Kaliumphosphat Puffer (gesondert autoklaviert)y 90 mL-L*

Glucose (gesondert autoklaviert) 10 mL-L™?
Lactose (gesondert autoklaviert) 100 mL-L?
Kaliumphosphat Puffer

Tabelle 5-4: Zusammensetzung des 1M Kaliumphosphat Puffers

Bestandteil Summenformel  Konzentration [g-L™] \

Kaliumdihydrogenphosphat KH,PO, 2,13 g

Di-Kaliumhydrogenphosphat  K,HPO, 12,54¢g

Nach Losen der Bestandteile wurde mit 1M Natriumhydroxidlésung der pH auf 7,0 eingestellt
und autoklaviert.

Glucoselésung fiir Autoinduktionsmedium

Tabelle 5-5: Konzentration der Glucosel6sung fiir das Autoinduktionsmedium.

Bestandteil Summenformel Konzentration [g-L"]
Glucose CeH1,06 50

Nachdem der Zucker vollstandig in Millipor Wasser gelost war, wurde er umgehend
autoklaviert.

Lactoseldsung fiir Autoinduktionsmedium

Tabelle 5-6: Konzentration der Lactoselosung fiir das Autoinduktionsmedium.
Bestandteil Summenformel Konzentration [g-L"]
Lactose C12H22011 20

Nachdem der Zucker vollstandig in Millipor Wasser gelost war, wurde er umgehend
autoklaviert.
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Lysogeny-Broth-Medium (LB-Medium)

Tabelle 5-7: Lysogeny-Broth Medium (LB-Medium)

Bestandteil Konzentration [g-L"] \
Natriumchlorid 10

Hefeextrakt 5

Pepton 10

(Agar-Agar) (15)

Die eingewogenen Bestandteile des LB-Mediums wurden vor der Verwendung vollstandig in VE-
Wasser gelost und dann umgehend autoklaviert. Fir die Herstellung von Agar-Platten wurden dem
LB-Medium vor dem Autoklavieren zudem 15 g-L'1 Agar-Agar hinzugegeben. Nach Abklhlung unter
40 °C konnte optional Uber Spritzen mit Sterilfilteraufsatzen 1 mL-L™ der entsprechenden Antibiotika-
Stocklésungen (Tabelle 5-8) zugegeben werden.

Antibiotika

Tabelle 5-8: Antibiotika-Stocklésungen, als Losungsmittel wurde Millipor Wasser verwendet.
Bestandteil Konzentration [g-L"]

Ampicillin 100

Kanamycin 50

HEPES Puffer

Tabelle 5-9: HEPES Puffer
Molaritat [mM]  pH bei 25 °C \
20 7,3

3-N-Morpholinopropansulfonséure Puffer (MOPS)

Tabelle 5-10: Liste der verwendeten MOPS-Puffer

Molaritit [nM]  pH bei 25°C  Konzentration [g-L"]

5 7,3 1,05
10 7,3 2,09
20 7,3 4,19
50 7,3 10,46
75 7,3 15,69
100 7,3 20,93

Der gewliinschte pH-Wert wurde bei allen Puffern mit 1 M Natronlauge eingestellt. Es wurden auch
weitere pH-Werte bei 25 °C (pH 6,3/ pH 6,8/ pH 7,3/ pH 7,8 sowie pH 8,3) und Puffer mit pH 7,3 bei
héheren Temperaturen bendtigt. Fiir einen korrekten pH-Wert bei héheren Temperaturen wurde bei
25 °C mit 1 M NaOH auf pH 7,4 (35 °C) , bzw. pH 7,5 (42 °C) titriert, da gilt:

PHRaumtemperatur =PHwmesstemperatar + (RaUmMtemperatur-Messtemperatur) - (Temperaturkoeffizient des
Puffers) (Conover, 1998).

Beispiel: pH Messtemperatur = 7,3 | | Raumtemperatur = 22 °C | | Messtemperatur = 42 °C | | Temp.koeffizient MOPS —0,0lluc)
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PHRaumtemperatar = 7,3 + (22-42)+(-0,011)
= 7,3+(-20)-(-0,011)
=7,3+0,22
=752
- MOPS- Puffer fiir Messung bei 42 °C muss bei Raumtemperatur auf pH 7,52 eingestellt werden.

Natriumphosphat Puffer

Tabelle 5-11: 20 mM Natriumphosphat Puffer; pH 7,3

Konzentration [g:L"]
di-Natriumhydrogenphosphat 3,27
Natriumdihydrogenphosphat 0,94

Trishydroxymethylaminomethan Puffer (Tris-HCI)

Tabelle 5-12: Tris-HCl Puffer

Molaritit [nM] pH bei 25°C  Konzentration [g-L"]
20 8 2,42

Der gewlinschte pH-Wert wurde mit 1 M Salzsdure eingestellt.

Tris-Acetat-EDTA-Puffer Puffer (TAE)

Tabelle 5-13: TAE-Puffer (50x) fiir Agarose-Gelelektrophorese
Bestandteil Konzentration [g-L"] |

Tris 242
Essigsdure 54,6
EDTA 14,6

Vor der Verwendung wurde der 50-fach TAE-Puffer 1:50 mit Millipor Wasser verdiinnt.

TMF-Puffer

Tabelle 5-14: TMF Puffer zur Herstellung kompetenter Zellen

Bestandteil Konzentration [g-L"]
CaCl,-2H,0 14,7
RbCl 6,05
MnCl,-4H,0 7,92

Der TMF-Puffer wurde vor der Verwendung autoklaviert.

Mg*-Lésung

Tabelle 5-15: Mgu-Lﬁsung zur Herstellung kompetenter Zellen
MgCl,-6H,0 101,65
MgS0,-7H,0 123,24

Die Mg®*-Lésung wurde vor der Verwendung autoklaviert.
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Metaboliten-Lésungen

Tabelle 5-16: Stocklosungen und Endkonzentrationen fiir ATP, ADP, AMP, NAD", NADP*, NADH, NADPH, GTP und cGMP.
Die Substanzen wurden in 20 mM MOPS Puffer (pH 7,3) gel0st.

Stocklosungen
[mM]
100

75

50

40

30

20

10

5

2,5

0,5

0,25

0

Salz-Lésungen

Tabelle 5-17: Stocklésungen und Endkonzentrationen fiir die Salze NaCl, CaCl,, MgCl,, KCI, NH,Cl, MnCl,, NaH,PO,. Die
Substanzen wurden in 20 mM MOPS Puffer (pH 7,3) gelst.

Stocklosungen
[mM]
2500

250

125

25

12,5

2,5

1,25

0,25

0,125

0,025

0,0025

0

Bioinformatische Hilfsmittel

Zur Planung von Klonierungen und zur Erstellung von Plasmidkarten wurde Clone Manager (Sci-Ed
Software, Cary, North-Carolina, USA) verwendet. Die 3D-Strukturanalysen wurden mit PyMol
durchgefiihrt (DelLano Scientific LLC, San Francisco, USA). Basierend auf den Rohdaten (Excelformat)
wurden alle Daten mit Origin ausgewertet und die in die Diagramme erzeugt (OriginLab,
Northampton, Massachusetts, USA).
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Zuckerlésungen

Fur alle Experimente wurden Verdinnungsreihen der von Glucose bzw. Maltose benétigt. Diese
wurden in 20 mM MOPS Puffer (pH 7,3) gelost und als serielle Verdiinnung in 23 Konzentrationen
zuziglich Negativkontrolle (20 mM MOPS) angesetzt.

In Tabelle 5-18 sind die verwendeten Konzentrationen angegeben. Um eine hohe Reproduzierbarkeit
zu gewahrleisten, wurden grofe Mengen dieser Stocklésungen angesetzt, die in 96er
Deepwellplatten bei -20°C gelagert wurden.

Tabelle 5-18: Zucker-Stockkonzentrationen. Zu je 90 uL Sensorlésung (0,5 mg-mL’l) wurden 10 pL der Zucker-Stocklosung

gegeben, die somit 1:10 verdiinnt wurde. Die Sensoren weisen unterschiedliche Affinitaten auf, daher liegen die Stocks in
unterschiedlichen Konzentrationsbereichen.

Glucose Maltose
0 0

0,01 0,0001
0,025 0,001
0,05 0,0025
0,1 0,005
0,25 0,01
0,5 0,025
0,75 0,05

1 0,1

2,5 0,25

5 0,5

7,5 1

10 2,5

25 5

37,5 7,5

50 10

75 25
100 50
150 75

300 100
500 300
750 750
1000 1000
2000 2000

5.4 Biologisches Material
Verwendete Bakterienstmme

Alle Versuche wurden mit Bakterienstammen der Art Escherichia coli (E. coli) durchgefiihrt. Hierbei
wurde fur Proteiniberexpressionen E. coli BL21 GOLD (Stratagen, La Jolla, California, USA) und fur
Plasmidaufreinigungen und Klonierungsarbeiten E. coli DH5a (Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA)
verwendet.

Herstellung chemisch kompetenter Zellen

Um das Einbringen zirkuldrer DNA in E. coli zu ermdglichen, wurden kompetente Zellen mit der
Rubidiumchloridmethode hergestellt. Hierzu wurden 5 mL LB-Medium mit E. coli BL21 (DE3) aus
einer -80 °C Glycerinkultur angeimpft und Uber Nacht bei 37 °C und 150 upm kultiviert. 50 mL LB-
Medium wurden mit 0,5 mL dieser Vorkultur inokuliert. Dem Medium wurden 1 mL Mg**-Lésung
(Tabelle 5-15) steril filtriert beigefligt. Die Hauptkultur wurde bei 37 °C und 150 upm inkubiert, bis
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bei den regelmaRigen Stichproben photometrisch eine Absorption zwischen 0,5 und 0,7 bei 600 nm
(ODggo) festgestellt werden konnte. AnschlieRend wurden die Zellen eine halbe Stunde auf Eis
gekiihlt, bei 4 °C abzentrifugiert (30 Minuten, 4000 upm) und in 50 mL TMF-Puffer (Tabelle 5-14)
resuspendiert. Nach erneutem Abzentrifugieren wurde das Bakterienpellet in 4 mL TMF-Puffer
aufgenommen und 1 mL Glycerin zugegeben. Diese Suspension mit kompetenten Zellen wurde in
200 uL Aliquots mit flissigem Stickstoff schockgefroren und anschlieBend bis zur weiteren
Verwendung bei -80 °C eingelagert.

Plasmidaufreinigung

Um ausreichend Ausgangsmaterial fiir das Promotionsprojekt zu erhalten, wurde E. coli DH5a mit
den bei Addgene bestellten Plasmiden transformiert und Ubernachtkulturen in LB-Medium mit
Ampicillin angeimpft. Die Aufreinigung der Plasmide erfolgte mithilfe des DNA-Prdparationskits
QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland). Die isolierte Plasmid-DNA wurde in
Elutionspuffer bei -20°C gelagert. Uber Agarose-Gelelektrophorese wurde der Erfolg der
Plamidextraktion im Hinblick auf Quantitat und Qualitat Gberpruift.

Transformation der kompetenten Zellen

Fur die Transformation chemisch kompetenter E. coli durch Hitzeschock (Hanahan 1983) wurde zu
einem 50 pL-Aliquot kompetenter E. coli Zellen ~200ng Plasmid-DNA hinzugegeben. Als
Negativkontrolle wurde in einem Ansatz 50 pL steriles, Nuklease-freies Wasser anstelle der Plasmid-
DNA hinzugegeben. Die Ansdtze wurden fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert, anschlieBend 90 Sekunden
bei 42 °C erhitzt und fur weitere 5 Minuten auf Eis inkubiert. AbschlieBend wurden 500 uL LB-
Medium ohne Antibiotikum zu jedem Ansatz pipettiert und fir eine Stunde bei 37 °C und 500 upm in
einem Thermoschiittler (Eppendorf) inkubiert. Je 50 uL der Suspension wurden auf LB-Agarplatten
mit 100 pg-mL™? Ampicillin ausplattiert und zwei Tage bei 30 °C im Brutschrank inkubiert. Jede
experimentelle Serie wurde mit einem frischen Transformationsansatz gestartet.

Expressionssysteme

Die Gensequenzen der verwendeten Biosensoren stammen aus den Arbeiten von Professor Wolf
Frommer (Stanford, Californien, USA) wurden Uber http://www.addgene.org bestellt. Der
Glucosesensor FLII12Pglu-700pA6 erhielt die interne Bezeichnung MP18.1.1, der Maltosesensor
FLIPmal25u wurde als MP24 gekennzeichnet. In den urspriinglichen Benennungen der Plasmide ist
die Affinitat gegenliber dem Zielliganden gekennzeichnet. Der Glucosesensor sollte demnach einen
Kp-Wert von 700 uM gegeniiber Glucose aufweisen; flir den Maltosesensor ist ein Ky von 25 uM fir
Maltose angegeben.

Das Vektor-Riickgrat (backbone) beider Vektoren ist ein pRSET Plasmid mit Ampicillinresistenz
(Abbildung 5-1). Die Expression wird durch einen T7 Promotor kontrolliert. Dariber hinaus wird ein
Hexahistidin-Tag co-exprimiert und infolgedessen N-terminal an die jeweiligen Sensorkomplexe
fusioniert.
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Abbildung 5-1: Schematische Darstellung der verwendeten Biosensor-Vektoren. Links: der Maltose Sensor FLIPmal25u
(interne Bezeichnung MP24). Rechts: der Glucose Sensor FLII12Pglu-700uA6 (interne Bezeichnung MP18.1.1). Die Sensor-
kodierenden Sequenzen sind jeweils in einen pRSET-B Vektor integriert.

Fiir die Expression der isolierten Fluoreszenzproteine wurden aus MP24- und MP18.1.1 Vektoren die
kodierenden Sequenzen fiir ECFP, EYFP und Citrine heraus kloniert. Die Arbeiten erfolgten teilweise
in Kooperation mit Janko Potzkei vom Institut fir Molekulare Enzymtechnologie der Heinrich-Heine
Universitat.

Die Sequenz von ECFP einschliefRlich His-Tag wurde aus MP24 in einem petDuet-1 Vektor kloniert
(Abbildung 5-2). Auch in dieser Vektor trug ein Resistenzgen gegen Ampicillin und eine T7-
Promotorregion. Die Klonierung erfolgte liber die Restriktionsschnittstellen Ncol und Not!.

Ncol

6His-Tag
L
sooo ECFP

—
~ 1000
5000

PET-Duet-ECFP
6086 bps

2000
s

4000
s

Amp

Abbildung 5-2: Vektorkarte des pET-Duet-ECFP Vektors. Uber Ncol und Not/ wurde daer Hexahistidin-Tag und die
kodierende Sequenz fiir das ECFP eingebracht.
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Die beiden gelben Fluoreszenzproteine wurden in pRhotHi-2 Expressionsvektoren kloniert. Dieser
tragt eine Kanamycin Resistenz und ebenso wie alle verwendeten Vektoren eine T7 Promotorregion.
Die Klonierung erfolgte in beiden Fallen UGber die Restriktionsschnittstellen Ndel und Xho! (Abbildung
5-3).

~
™ 6000 6000

pRhotHi-2-EYFP pRhotHi-2 Citrine

2000

7269 bps 20 7269 bps

5000 5000
g -

Abbildung 5-3: Vektorkarte der pRhotHi-2 Vektoren, in die Gene fiir die isolierten gelben Fluoreszenzproteine kloniert
wurden. Uber Ndel und Xhol wurden in beiden Fillen ein Hexahistidin-Tag und die kodierende Sequenz fiir das EYFP (links)
und Citrine (rechts) eingebracht.

Als Alternative zu dem in MP24 und MP18.1.1 enthaltenen FRET-Donorprotein ECFP wurde zudem
ein FMN-basiertes Fluoreszenzprotein aus E. coli (EcFbFP) exprimiert und gereinigt. Das Plasmid
hierfir stammt aus einer Kooperation mit der AG Drepper (Institut fiir Molekulare Enzymtechnologie,
Uni-Dusseldorf). Es handelt sich dabei um einen pRhotHi-2 Vektor, in den tber die Schnittstellen Xbal
und Xhol die Gensequenz fiir das EcFbFP eingebracht wurde (Abbildung 5-4). Zudem enthélt es eine
Antibiotikaresistenz gegen Kanamycin und ein T7-Promotor.
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Abbildung 5-4: Vektorkarte des pRhotHi-2 Vektors, in den das Gen fiir das FMN-basierte Fluoreszenzprotein EcFbFP
eingebracht wurde. Uber Xbal und Xhol wurde die kodierende Sequenz in den Vektor kloniert. Die Antibiotikaresistent fiir
eine selektive Kultivierung ist Kanamycin.

Als erster Prototyp fir die Weiterentwicklung der bestehenden Sensoren wurde das Donorprotein
des Glucosesensors (ECFP) gegen EcFbFP ausgetauscht (Abbildung 5-5).

BxHis-mglb
| EcFbFP
mglb-YFP

pRhotHi-2 MP18.1.1_EcFbFP
8746 bps

2000

KanR

Abbildung 5-5: Vektorkarte des pRhotHi-2 Vektors, in den die Sequenz fiir den Glucosesensor MP18.1.1, bei dem das
ECFP durch das FMN-basierte Fluoreszenzprotein EcFbFP ausgetauscht wurde. Die Antibiotikaresistent fir eine selektive
Kultivierung ist Kanamycin.

Die Klonierungsarbeiten fiir die neuen Sensorkonstrukte wurden von Kooperationspartnern aus dem
IMET durchgefiihrt. Die Klonierstrategie sah vor das ECFP jeweils analog zum ECFP an der jeweiligen
Position im Sensor auszutauschen. Fir den Glucosesensor MP18.1.1 bedeutete dies EcFbFP
molekular in das mglb-Gen des Bindeproteins zu integrieren. Beim Maltosesensor MP24 sollte es
terminal vor das Gen flr das Maltosebindeprotein (malE) fusioniert werden (Abbildung 5-6).
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Abbildung 5-6: Sensorvarianten MP18.1.1_EcFbFP (oben) und MP24_EcFbFP (unten). Der urspriingliche Donor ECFP sollte
gegen EcFbFP ausgetauscht werden (Grafik J.Potzkei/ IMET). Eingezeichnet sind relevante Restriktionsschnittstellen und die
Bezeichnung fir die jeweilige Sensorkomponente.

5.5 Kultivierung und Reinigung der Biosensor-Proteine
Kultivierung Biosensoren

Die Kultivierung der Biosensoren erfolgte in autoklavierten 2 L-Erlenmeyerkolben mit zwei oder vier
Schikanen. Dem LB-Medium wurde zunichst steril 1 mL-L? Ampicillinlésung (Tabelle 5-8) zugegeben,
sodass eine Ampicillinendkonzentration von 100 pg-mL™” eingestellt wurde. Je 400 mL des Mediums
wurde mit einer Einzelkolonie von einer Agarplatte angeimpft und bei 28 °C und 100 upm Uber 48 h
ohne Induktion mit IPTG kultiviert. AnschlieBend wurden die E. coli-Bakterien per Zentrifugation vom
Medium getrennt (Tabelle 5-19) und die Pellets entweder direkt weiter verwendet oder bei -20 °C
eingefroren.

Kultivierung isolierter Fluoreszenzproteine

Die Kultivierung der isolierten Fluoreszenzproteine erfolgte analog zu der Kultivierung der
Biosensoren. Die einzig relevante Anpassung war die Umstellung auf ein Autoinduktionsmedium
(Tabelle 5-3) mit Kanamycin-Zugabe (50 pg-mL?). Der Anlass fiir diese Modifikation des
Antibiotikums lag in der molekularen lIsolierung der Fluoreszenzproteine, da diese Schnittstellen-
bedingt in andere Expressionssysteme umkloniert wurden, bei denen es einer Induktion bedurfte,
um eine ausreichende Proteinausbeute zu erhalten.

Bei dem verwendeten Medium wird die enthaltene Glucose zunachst von den Bakterien konsumiert,
was im Gegensatz zum zuckerfreien LB-Medium, in einer hdheren Biomassenproduktion resultiert.
Zu diesem Zeitpunkt agiert die Glucose zudem als Inhibitor und verhindert eine verfriihte Expression.
Im Anschluss fungiert die ebenfalls enthaltene Lactose als Induktor fiir die Expression. Auf diese Art
konnte die doppelte Ausbeute an Biofeuchtmasse erzielt werden.

Je 400 mL des Autoinduktionsmediums wurden mit einer Einzelkolonie angeimpft. Die Kultivierung
erfolgte bei nur 22 °C und 100 upm fiir 48 Stunden, um die Menge von Einschlusskorperchen
(inclusion bodies) zu reduzieren. AbschlieRend wurden die Bakterien per Zentrifugation vom Medium
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getrennt (Tabelle 5-19) und die Pellets entweder direkt dem Zellaufschluss zugefiihrt oder bei -20°C
eingefroren.

Zellaufschluss

Far den Zellaufschluss wurden Bakterienpellets in 20 mM MOPS Puffer (pH 7,3) resuspendiert
(Tabelle 5-10). Der Zellaufschluss erfolgte Gber Ultraschall in einem doppelwandigen Durchflussgefal
(Abbildung 5-7). Dabei wurde der Mantel mit einem 2 °C kaltem Ethylenglykol/Wasser-Gemisch
(40:60) durchstromt, wodurch die Bakteriensuspension im GefaRinneren, stark abgekihlt wurde. Die
Suspension selbst wurde ebenfalls durch eine externe Pumpe in einem Kreislauf bewegt, um einen
moglichst homogenen Zellaufschluss zu gewdhrleisten und ein Sedimentieren der Zellen zu
verhindern. Dieser Prozess wurde fur 60 Minuten bei einer Amplitude von 40 % und einem
Ultraschall-Zyklus von 0,5 durchgefiihrt. AbschlieRend wurden die Zelltrimmer in zwei weiteren
Zentrifugationsschritten abgetrennt (Tabelle 5-19) und der Rohzellextrakt umgehend der Protein-
chromatographie zugefiihrt. Zu diesem Zeitpunkt wies die Losung bereits eine grelle Griinfarbung
auf, die eine erfolgreiche Uberexpression der Sensorproteine belegte.

Sonotrode
iy \ b Ethylenglykol
Zellsuspension emem — == (40%)
= Ethylenglykal

— (40%)

S| ‘,LJ"

Zellsuspension

Abbildung 5-7: Schemazeichnung der Durchflusszelle fiir den Zellaufschluss (Zeichnung: Baierl, 2010).

Zellabtrennung JLA-8.1000 8000 30 4

Zelltrimmerabtrennung  JA-20 20000 10 4
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Affinitdtschromatografische Aufreinigung der Zielproteine

Uber den fusionierten Hexahistidin-Tag konnten die Biosensoren mittels immobilisierter Metallionen
Affinitatschromatografie (IMAC) gereinigt werden (Kees 2001). Hierzu wurde das Chromatographie-
system AKTApurifier von GE Healthcare eingesetzt. Die daran angeschlossene Saule (XK 26 @: 2,6 cm)
war mit 50 mL Ni-NTA Chromatographiematerial gefiillt. Die Arbeitsschritte der Chromatographie
sind in Tabelle 5-20 aufgefiihrt. Die hierbei verwendeten Puffer wurden zuvor filtriert (Cellulose-
Acetatfilter 0,22 pm, Satorius) und mit Argon (10 min-L™) entgast. Vor der Probenaufgabe wurde die
Saule mit 20 mM MOPS, pH 7,3, dquilibriert. Um unspezifische Bindungen an das Sdulenmaterial zu
minimieren, wurde der Rohzellextrakt vor der Beladung mit 20 mM Imidazol versetzt. Nach der
Probenaufgabe wurden ungebundene Bestandteile in einem Waschschritt von 3 Saulenvolumen
entfernt.  AbschlieRend wurde der Sensor durch einen Imidazolgradienten von
50-100 % Imidazol in 20 MM MOPS pH 7,3 mit 250 mM Imidazol eluiert und mithilfe des
automatischen Fraktionssammlers in Probenréhrchen zu je 5 mL aufgefangen. Der Erfolg der
Reinigung ist durch ein SDS-Gel mit Silberfarbung in Abbildung 5-8 gezeigt.

Tabelle 5-20: Schritte der chromatographischen Reinigung mit dem AKTApurifier System.
Schritt Puffer Saulenvolumen

Aquilibrieren  20mM MOPSpH7,3 3
Probenaufgabe Rohzellextrakt variabel
Waschen 20 mM MOPS pH 7,3 3-10
Eluieren 20mM MOPSpH 7,3 2
250 mM Imidazol
Waschen 20 mM MOPS pH 7,3 3
Reinigen Millipor Wasser 3
Einlagern 20 % Ethanol 3
=
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Abbildung 5-8: SDS-Gel von Expressionsproben vor und nach der Reinigung mit Silberfirbung. Gut zu erkennen ist die
erfolgreiche Isolierung der Biosensorproteine nach der beschriebenen Aufreinigung.
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Ultrdfiltration

Das Eluat der Reinigung wurde umgehend mit Zentrifugationsrohrchen (Vivaspin, Sartorius/
Centricon, Millipore) oder einer Amicon Zelle (Sartorius) entsalzt, um das Imidazol zu entfernen.
AuBerdem wurde die Ultrafiltration auch zum Umpuffern in alternative Puffer. Fiir die Biosensoren
(~110 kDa) wurden die Ultrafiltrationen mit einer 30 kDa-Membran durchgefiihrt. Bei isolierten
Fluoreszenzproteinen (~30 kDa) wurden 10 kDa Membranen verwendet. Insgesamt wurden
mindestens drei vollstandige Volumenaustausch-Schritte durchgefihrt, um das Imidazol
herauszuverdiinnen. Die Lagerung des gereinigten Proteinmaterials erfolgte standardmaRig in MOPS-
Puffer (pH 7,3) bei -20°C. Dieser Puffer wurde aufgrund seines glnstigen pH-Temperatur
Koeffizienten (0,011-°C") gewdhlt, sodass sich bei derart starken Temperaturanderungen bis zur
nachsten Verwendung der pH nur minimal verschob.

5.6 Analytik
Agarose-Gelelektrophorese

Durch Agarose-Gelelektrophorese werden DNA-Fragmente in einem elektrischen Feld der GréRe
nach aufgetrennt (Bader and Beck-Sickinger 2004). Dabei wandern die Fragmente, aufgrund der
negativ geladenen Phosphatgruppen der DNA, durch das Agarosegel zur Anode. Fiir das Agarosegel
wurde 1 % (w/vol) Agarose in TAE-Puffer (Tabelle 5-13) aufgekocht und in die Elektrophorese-
kammer gegossen. Nach dem Erstarren wurde das Gel mit TAE-Puffer Uberschichtet. Zu 8 pL Probe
wurden 2 pL Ladepuffer (5x Loading Dye, Qiagen) gegeben und die Probe sowie ein Langenmarker
anschlieBend auf das Gel aufgetragen. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei konstanter
Spannung von 120V fir 35 Minuten. Da Klonierungsarbeiten nicht selbststandig im Rahmen dieser
Arbeit ausgefiihrt wurden, beschrankte sich die Anwendung der Agarosegele auf den
Qualitatsnachweis der regelmaRig durchgefiihrten Plasmidpraperationen.

DNA-Konzentrationsbestimmung mittels Mikro-Volumen Spektrophotometer

Zusatzlich zu Agarosegelen, wurde im Anschluss die DNA-Konzenration UV-spektrometrisch Giber die
Absorption bei 260 nm bestimmt. Die Messung erfolgte im 1,5 pL MaRstab mit einem Mikrovolumen
UV-Vis Spektrophotometer (NanoDrop, peglab). Als Kontrolle diente der bei der Plasmidprédparation
verwendete Elutionspuffer, da die zu analysierenden Proben ebenfalls in diesem Puffer vorlagen.

Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinkonzentration gereinigter Sensormolekile wurde mit der Proteinbestimmungsmethode
nach Bradford ermittelt (Bradford 1976). Der photometrische Test beruht auf der Bindung von
Proteinen an Coomassie Brilliant Blue G-250. Dabei verschiebt sich das Absorptionsmaximum von
465 nm auf 595 nm. In einer Kivette wurden hierfir 900 puL Bradfordreagenz und 100 pL Probe
gemischt. Die Probe wurde zuvor je nach Ausgangskonzentration mit 20 mM MOPS-Puffer, pH 7,3,
verdinnt. Als Kontrolle wurden 100 pL des verwendeten Verdinnungspuffers zu 900 pL
Bradfordreagenz zugegeben. Nach zehnminiitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die
Absorption bei 595 nm gemessen. Anhand einer mit bovinem Serumalbumin (BSA) erstellten
Kalibartation wurde die Proteinkonzentration berechnet.
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Konzentrationsbestimmung iiber die spezifische Absorption der Fluoreszenzproteine

Da die Konzentrationsbestimmung mittels Bradford nur mit gereinigten Proteinen sinnvoll ist, in der
vorliegenden Arbeit aber auch mit komplexeren Losungen, wie Rohzellextrakt gearbeitet wurde,
wurde eine weitere Methode etabliert, um die Konzentration der Sensoren einstellen zu kénnen.

Da die GFP-basierten Fluoreszenzproteine der Biosensoren mit YFP-Derivaten abgesehen von der
Absorption bei 280 nm infolge ihrer Fluoreszenzeigenschaften eine spezifischen Absorption bei 517
nm aufweisen, der weit vom Absorptionsmaximum anderer Proteine entfernt liegt, war es moglich
selbst in komplexerer Losungen die Konzentration der Sensoren auf einen einheitlichen
Absorptionswert der gelb-fluoreszierenden Proteine (YFPs) einzustellen. Da der Extinktionskoeffizient
der YFPs (77000-83400 M™cm™) groRer ist, als der der blau-fluoreszierenden Proteine (ECFP: 32500
M'cm™ oder EcFbFP: 31000 M™cm™), hob sich ihr Absorptionswert selbst bei geringen
Konzentrationen in Rohzellextrakt vom Hintergrundsignal noch klar ab (Abbildung 3-23).

Natriumdodecylisulfat-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE wurde genutzt, um die Reinheit der gereinigten Sensorlésungen zu tberpriifen, indem
die Proteine einer Probe ausschlieBlich nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden (Lammli
1970). Hierfir wurde die Probe zunachst mit Natriumdodecylsulfat denaturiert, wodurch die Proteine
entfaltet und negativ geladene Komplexe gebildet werden. Durch diese negative Gesamtladung
wandern die Proteine nun mit unterschiedlicher Geschwindigkeit, allein aufgrund ihres
Molekulargewichts, im elektrischen Feld. Das Verfahren diente im vorliegenden Projekt nicht zum
Expressionsnachweis der Sensoren, da dies an der Farbung der LOosung, an den Fluoreszenz-
Emissionsspektren, oder auch mittels Ligandenzugabe schneller und einfacher getestet werden
konnte. Tabelle 5-21 zeigt, wie die Proben fir SDS-PAGE angesetzt wurden. Entsprechend dem
Herstellerprotokoll wurden die Proben vor der Aufgabe auf das Gel fir zehn Minuten bei 70 °C
erhitzt. Die Bis-Tris Gele (1 mm, 4-12%, NUPAGE, Invitrogen) wurden vor Verwendung grindlich mit
VE-Wasser abgespilt und in eine Elektrophoresekammer (Novex Mini Cell, Invitrogen) gespannt. Die
Kammern wurden mit 1x MES-Laufpuffer geflllt. In die innere Kammer wurde zudem 500 pL
Antioxidant (Invitrogen) zugegeben. Je Probe wurden 10 puL in die Taschen des Gels aufgetragen. Als
Proteinlangenmarker wurden 3 uL des PageRuler™ Plus (Prestained Protein Ladder 10-250 kDa,
Fermentas) verwendet. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei konstanter Spannung von
200 V fir 45 Minuten. Der Laufpuffer wurde bis zu dreimal wiederverwendet.

Tabelle 5-21 Ansatz fiir SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese
Bestandteil Volumen [uL] \

Probe 16,25
Nu PAGE® LDS Sample Preparation Buffer 6,25
Nu PAGE® Reducing Agent 2,5
Gesamtvolumen 25
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Proteinfdrbung nach Gelelektrophorese

Fur die Farbung der Proteinbanden wurden die Gele mit einer kommerziell erhaltlichen Silberlésung
(SilverXpress®, Invitrogen) nach Standardprotokoll des Herstellers behandelt. Als alternative
Farbemethode wurde Coomassie Blaufarbung eingesetzt. Hierbei wurde je Gel 35 mL des
kommerziellen SimplyBlue™ SafeStain (Invitrogen) nach Herstellerangeben eingesetzt.

Fluoreszenzlebensdauer Messungen

Alle Fluoreszenzlebensdauer Messungen wurden von den Kooperationspartnern Dr. Gensch (ICS-4)
und Dr. Eduard Fron KU Leuven durchgefiihrt. Als Probenmaterial wurden eigens hergestellt
aufgereinigte Proteinldsungen in 20 mM MOPS Puffer bereitgestellt. Die Einstellung der
Proteinkonzentration wurde vom Experimentator selbst vorgenommen. Da manche Vorversuche
hohrere Proteinkonzentrationen verlangten, wurde das Proteinmaterial héher Konzentriert
vorbereitet (> 5 mg-mL™).

Fluoreszenzintensitidtsmessung mit FRET

Abgesehen von den spektroskopischen Analysen im KlvettenmaRstab, erfolgten alle weiteren
Fluoreszenzmessungen mit einem Mikrotiterplatten-Lesegerate (Microplate-Reader, TECAN M200).
Der Aufbau ist schematisch in Abbildung 5-9 dargestellt. Der Reader verflgt Uber zwei
Doppelmonochromatoren und verwendet als Lichtquelle eine UV-Xenon-Blitzlampe. Der Detektor flr
die Fluoreszenz ist ein Photomultiplier Modul (PMT). Wahlweise kann das Anregungslicht, ebenso
wie das Auslesen der Emission, von unten oder oben erfolgen. Absorption kann Uber eine UV-
Silizium-Photodiode gemessen werden. Die Messkammer im Reader ist temperierbar, wobei die
Temperatur minimal 4°C Uber Raumtemperatur beginnt, da das Gerat nicht aktiv kiihlen kann.
Maximal ist eine Temperatur von 42°C einstellbar. Fir den ebenfalls vorhandenen M1000 Reader ist
die Z-Achse der Messkammer anpassbar, was fiir Messungen mit ganzen Zellen vorteilhaft ist, da sich
diese am Boden absetzen kdnnen.

Xe-Flash
Lamp PMT
Excitation Double Emission Double
Monochromator Monochromator
with selectable with selectable
Bandwidth Bandwidth
iber Switch €= IFiber switch
¥ |
Fluorescence TOP light
EITop! Z-Adjustment 1
Condensor
LAJ Microplate |
TFI Bottom

Fluorescence BOTTOM light

Abbildung 5-9: Aufbau der Reader Messtechnik (Grafik: Tecan Handbuch).
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Intensitdtsmessung der Fluoreszenz-Signale

Fur die Fluoreszenzintensitatsmessungen wurden ein Readerskript mit den in Tabelle 5-22
angegebenen Parameter geschrieben, dass fiir alle beschreibenen Untersuchungen angewendet
wurde.

Tabelle 5-22: Einstellungen fiir die Messung der Fluoreszenzintensitit von ECFP und EYFP/ Citrine am TECAN M200
Reader

Parameter Einstellung

Modus Fluoreszenzmessung von unten
Anregungsswellenldnge 428 nm
Emissionswellenldnge EYFP/ Citrine: 528 nm // ECFP: 485 nm
Anregungsbandbreite 9nm
Emissionsbandbreite 20 nm
Verstirkung manuell (90)
Anzahl der Blitze 10
Integrationszeit 20 s
Verzogerungszeit O us
Ruhezeit 0ms
Schiitteln vor Messung Linear 10 sek/ Intensitat 3
Zyklen 10

Aufnahme von Emissionsspektren

Fir die Aufnahme von Emissionsspektren im Reader wurden die Proben bei 428 nm von unten
angeregt (Bandbreite von 9 nm). Die Emission wurde anschlieBend von 460 nm bis 600 nm bei einer
Bandbreite von 20 nm ausgelesen. Das Fillvolumen lag standardisiert bei 100 pL; die
Proteinkonzentration ebenso einheitlich bei 0,5 mg~mL’1.

Da jedoch vor allem bei den isolierten, gelben Fluoreszenzproteinen (EYFP und Citrine) das
Anregungsmaximum (517 nm) sehr nah beim Emissionsmaximum (528 nm) liegt und die Bandbreiten
des Readers nicht fein genug einstellbar waren (9-20 nm), wurden fiir die in der Dissertation
prasentieren Spektren mit einem modularen Fluoreszenz Spektrofluorometer aufgezeichnet (Horiba
FluoroLog®-3, Kyoto, Japan). Dieses ist mit einer Helium/Xenon-Lampe ausgestattet und kann eine
deutlich scharfere Bandbreitentrennung von 0,5 nm realisieren. Nach einer Testserie zur
identifizierung der optimalen Messparameter wurden die Anregungs- und Emissions-Bandbreiten auf
2,5 nm eingestellt, um ein gutes Verhéltnis zwischen Trennschéarfe und Lichtintensitat zu erreichen
(Abbildung 6-5 - Abbildung 6-9). Die Proteinldsungen wurden mit einer Konzentration von 0,5
mg-mL? in 1 mL Quartzkivetten temperiert bei 25 °C vermessen.

Bestimmung der Dissoziationskonstante (K4-Wert)

Fur die Bestimmung der Bindungsaffinitat tiber die Dissoziationskonstante (Kq-Wert), wurden in 24
wells je 90 uL Sensorlésung in transparenten 96-well Mikrotiterplatten (Nunc F) vorgelegt. Die
Konzentration der Sensorlésung wurde standardmaRig auf einen Wert von 0,5 mg-mL™” eingestellt, da

sich in diesem Konzentrationsbereich ein konstantes % -Verhiltnis (ratio) zeigte (Baierl, 2010). Bei

zu hohen Konzentrationen an Fluoreszenzproteinen kann es zu Quenchingeffekten und einer
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Verschiebung des FRET-Verhéltnisses kommen. Die Messkammer des Readers wurde fir das
Experiment ebenso auf die Zieltemperatur vortemperiert, wie die Zucker-freie Sensorlosung.
AnschlieRend wurden je 10 uL einer 24er Zuckerverdinnungsreihe zugegeben, sodass ein
Endvolumen von 100 pl je well erreicht wurde. Liganden und Sensoren waren dabei stets im gleichen
Puffer gelost. Die Messung wurde in zehn Zyklen entsprechend Tabelle 5-22 ausgefiihrt. Jede
Messungsreihe bestand aus drei Replikaten auf derselben Mikrotiterplatte.

Fiir die Berechnung des K4-Werts wurde zunachst fiir jeden Messpunkt der Quotient aus YFP- und
des CFP-Emissionssignal gebildet; anschlieBend Mittelwert und Standardabweichung des Quotienten
Uber alle gemessenen Zyklen eines jeden Messpunkts. Jeder Messpunkt (R) reprasentiert somit den
Mittelwert mit angegebener Standardabweichung aus drei unabhangigen Replikaten Uber je 10
Messzyklen. Durch Formel 5-1 konnte mittels des Programms Origin iterativ eine Ausgleichskurve
durch die Messwerte gelegt werden, aus der der K4-Wert berechnet wurde. Dabei steht R, fiir den
Quotienten der FRET-Partner ohne Metabolit. R .4 flir den maximalen Quotienten YFP/CFP und S fir
die Konzentration des Zuckerliganden.

Formel 5-1: Berechnung der Bindungsaffinitat iiber die Dissoziationskonstante (K4-Wert).

S
R = (Rpax — Rapo) . m + Rapo

Temperaturmessung

Die Temperaturbestimmung auf der Mikrotiterplatte wurde in Referenzwells durchgefihrt, um die
Fluoreszenzmessung nicht zu beeintrachtigen. Die Beschreibung dieses Messverfahrens findet sich in
der Bachelorarbeit von Anna Baierl (Baierl 2011). Kurz gefasst beruht die Methode auf der Anderung
des pH-Werts von Tris-HCl Puffer Temperaturverschiebungen. Als Resultat vollzieht der eingesetzte
Farbstoff Kresolrot Farbumschlag, der photometrisch messbar ist (Schilling, et al. 1993).

Messungen in Rohzellextrakt von E. coli

Aus einer herkdmmlichen Kultivierung transformierter E. coli BL21-Zellen, die jeweils einen der
Biosensoren exprimierten, wurden die Zellen nach Standardkulturbedinungen durch Zentrifugation
vom KulturGberstand abgetrennt.

Die gewonnen Bakterienpellets wurden in Konzentrationen von 5 %, 10 % und 20 % (w/v)
Biofeuchtmasse in MOPS Puffer resuspendiert und uber Ultraschall gekiihlt aufgeschlossen
(Abbildung 5-7). Die Pellets wurden entsprechend des Zielexperiments direkt in dem jeweiligen
Analysepuffer aufgeschlossen; also mit variierender Konzentration oder pH, da ein spateres
Umpuffern nicht moglich war. Die Konzentration der exprimierten Sensoren im jeweiligen
Rohzellextrakt wurde Uber die spezifische Absorption der Akzeptormolekiile ermittelt.

Fur die enzymatische Bestimmung des Zuckergehalts wurde eine kommerzielles Kit der Firma Roche
verwendet (AMG/HK/G6P-DH; Bestellnummer: 127825.737275).
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Einfluss intrazelluldrer Komponenten

Es wurde der Einfluss diverser intrazellularer Komponenten auf die Fluoreszenzeigenschaften der
Biosensoren und isolierten Fluoreszenzproteine getestet. Hierzu wurden eine Reihe von
Stocklosungen dieser Substanzen angesetzt. Dabei handelte es sich zum einen um ATP, ADP, AMP,
NAD®, NADH, NADP*, NADPH, GTP und cGMP (Tabelle 5-16). Dariiber hinaus wurden die Salzlésungen
NacCl, CaCl,, MgCl,, KCl, NH,Cl, MnCl, und NaP; getestet (Tabelle 5-17).

Entsprechend des in Abbildung 5-10 dargestellten Schemas wurde diese Analyse im
MikrotiterplattenmaRstab mit einem Endvolumen von 100 pL durchgefiihrt. Hierbei wurde die
Konzentration des jeweiligen Biosensors bzw. isolierten Fluoreszenzproteins konstant gehalten (0,5
mg-mL"). Dariber hinaus wurden 10 pL einer 1M Glucose-, bzw. Maltoseldsung zugegeben (vgl.
Abbildung 5-10, Reihe A+C). Als Kontrollansatz wurde, anstelle der Zuckerlésung die Messung mit 10
pL einer 20 mM MOPS Pufferlésung (pH 7,3) durchgefiihrt (vgl. Abbildung 5-10, Reihe B+D).

Einzig variiert wurde somit nur die Endkonzentration der zu untersuchenden Verbindung, wie aus der
folgenden Abbildung deutlich wird (Abbildung 5-10, rote Ziffern).
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Abbildung 5-10: Schematische Darstellung des Pipettierschemas fiir die Untersuchung des Einflusses von intrazelluldren
Komponenten auf das Fluoreszenzsignal der Biosensoren und der isolierten Fluoreszenzproteine. Die Untersuchung
wurde im MikrotiterplattenmaRBstab durchgefiihrt. Die roten Ziffern bezeichnen die Endkonzentration der intrazelluldren
Substanzen. Rechts und links von der Mikrotiterplatte ist die jeweilige Zusammensetzung der Ansatze beschrieben. Das
Endvolumen betrug demnach immer 100 pL.

Alle Stoffe wurden auf Eigenfluoreszenz getestet, um eine Basislinienkorrektur durchfiihren zu
konnen. Hierflir wurde jede Substanz in die eingesetzte Endkonzentration gebracht, wobei der
Sensoranteil durch Puffer ersetzt wurde. Die Endkonzentration wurde somit ebenso vergleichbar

gehalten, wie die Konzentrationsreihe der Substanzen.
Kiinstliche crowder

Um einen Einfluss von molecular crowding auf die Bindekinetiken der Biosensoren in vitro zu
simulieren, wurden verschiedene crowder in Konzentrationen von 2,5 — 15 % (w/v) angesetzt. Als
globuldrer crowder wurde bovines Serumalbumin (66.500 Dalton) verwendet. Polyethylenglycol
(2.000/5.000/10.000/20.000 Dalton) wurde als Vertreter fur langkettigen crowder eingesetzt. Ficoll
(70.000 Dalton) ist ein verzweigtes Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer und stellt eine Art
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Ubergang zwischen den crowder-Arten dar. Alle Stoffe wurden auf Eigenfluoreszenz getestet, um
eine Basislinienkorrektur durchfiihren zu kénnen. Hierfiir wurde jede Substanz in die eingesetzte
Endkonzentration gebracht, wobei der Sensoranteil durch Puffer ersetzt wurde. Die
Endkonzentration wurde somit ebenso vergleichbar gehalten, wie die Konzentrationsreihe der

Substanzen.

Abbildung 5-11 zeigt das grundlegende Pipettierschema fiir diese experimentelle Serie. Da vor allen
Dingen der Einfluss auf den Ky-Wert untersucht werden sollte, war es nétig die standardmiRig
verwendeten 24 Zuckerkonzentrationen zu verwenden, um die —fir die K4-Berechnung bendtigten,
S-Kurven zu erhalten (vgl. Abbildung 5-11, rote Ziffern [mM]). Abgesehen von dieser Verdiinnungs-
reihe, wurde die Biosensorlosung (0,5 mg:mL™) und die entsprechende Konzentration des crowding

agents pro well zugegeben (Abbildung 5-11).
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Abbildung 5-11: Schematische Darstellung des Pipettierschemas fiir die Untersuchung des Einflusses von crowdern auf
das Fluoreszenzsignal der Biosensoren. Die Untersuchung wurde im MikrotiterplattenmaRstab durchgefiihrt. Die roten
Ziffern bezeichnen die Endkonzentration an Zuckerlésung (Maltose, Glucose). Links von der Mikrotiterplatte ist die jeweilige
Zusammensetzung der Ansatze beschrieben. Das Endvolumen betrug demnach immer 100 pL. Die crowding agents wurden
in Konzentrationen von 2,5 % - 15 % (w/v) eingesetzt. Ebenfalls wurde je Sensor ein Kontrollansatz mit 20 mM MOPS Puffer
(pH 7,3) anstelle des crowding agents mitgefihrt.
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6 Anhang

MRGSHHHHHHGMASMTGGQQMGRDLYDDDDKDPGRADTRIGVTIYKSAGMVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNG
HKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVTTLTWGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDD
GNYKTRAEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYISHNVYITADKQKNGIKANFKIRHNIEDGSVQLADHYQ
QNTPIGDGPVLLPDNHYLSTOSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYGSRDNFMSVVRKAIEQDAKAAPD
VQLLMNDSQNDQSKQNDQIDVLLAKGVKALAINLVDPAAAGTVIEKARGQNVPVVFFNKEPSRKALDSYDKAYYVGT
DSKESGIIQGDLIAKHWAANQGWDLNKDGQIQFVLLKGEPGHPDAEARTTYVIKELNDKGIKTEQLQLDTAMWDTAQ
AKDKMDAWLSGPNANKIEVVIANNDAMAMGAVEALKAHNKSSIPVFGVDALPEALALVKSGALAGTVLNDANNQA
KATFDLAKNLADGKGAADGTNWKIDNKVVRVPYVGVDKDNLAEFSKKGAGTGG

Blau = ECFP Schwarz = Glucose Bindedoméne Griin = Linker

Abbildung 6-1: Glucosesensor (MP18.1.1) kommentierte Proteinsequenz. Die farbliche Kodierung in der Sequenz
entspricht der des dartiber angeordneten Sensorschemas.

¥bal

++ +CCTCTAGATAATTTTGT T TAACT T TAAGARGGAGATATACATATGCGGGGTTCTCATCATCATCATCAT CATGGTATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAARTGGGTCGGGA
TCTGTACGACGATGACGATAAGGATCCGGGCCGCGCTGATACTCGCATTGGTGTAACAATCTATAAGTCGGC TGGTATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGEGEGTGETGC
CCATCCTEGTCGAGCTGEACGEGCGACGTAAMCGGCCACAACTTCAGCGTCTCCEGGCGAGGECEAGEECEATGCCACCTACGEGCARGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCEGC
ARGCTGCCCETECCCTGECCCACCCTCETEGACCACCCTGACCTEEEECETGCAGT GCTTCAGCCEGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAASTCCGCCATGCCCGA
AGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGECAAC TACAAGACCCGCGCCGAGETGAAGT T CGAGGECGACACCCTGETGAACCGCATCGAGCTGARAGEECATCG
ACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACATCAGCCACAACGTCTATATCACCGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGCCAACTTCAAGATC
CGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGECGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGC
CCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAACCEGCEGATCACATGETCCTECTGEACTTCETGACCGCCECCEEEATCACTCTCCEGCATGEACGAGCTATACGEGTAGCCGAGATAACTTTATGT
CTGTAGTGCGCAAGGCTATTCAGCARGATCCGRARAGCCGCGCCAGATGTTCAGCTGC TGATGRAATGATTCTCAGARTGACCAGTCCAAGCAGAACGATCAGATCGACGTATTGCTG
GCGARAGGGGTGAAGGCACTGGCAATCAACCTGGTTGACCCGGCAGCTGCGGGTACGGTGATTGAGAMAGCGCGTGGGCAMAACGTGLCGGTGGTTTTCTTCAACARAGAACCGTC
TCGTAAGGCGCTGGATAGCTACGACAAAGCCTACTACGT TGGCACTGACTCCAAAGAGTCCGGCATTATTCAAGGCGATTTGATTGCTARACACTGGGCGGCGAATCAGGGTTGGE
CAGATTCAGT TCGTACTGCTGAMAGGTGARCCGGGECCATCCGGAT GCAGAAGCACGTACCACT TACGTGATTARAGAAT TGAACGATARAGGCATCAAA
ACTGRACAGTTACAGT TAGATACCGCAATGTGGGACACCGCTCAGGCGARAGATAAGATGGACGCCTGGCTGTCTGGUCCGAACGLCARCARAATCGAAGTGGTTATCGCCARCAAR
CGATGCGATGGCAATGGGCGCGETTGAAGCGCTGAAAGCACACAACAAGTCCAGCATTCCGETGTTIGGCGT CGATGCGCTGOCAGARGCGCTGECGCTGETGARATCCGGTGCAC
TGGCGGGCACCGTI\CTGI\I\CGF\TGCTMCMCCI\GGCGMI\GCGI\CCTTTGI\TCTGGCGI\I\I\I\I\CCTGGCCGF\'[‘GGTMAGGTGC GGCTGATGGCACCAACTGGMRI\TCGACMC
AAAGTGGTCCGCGTACCTTA! 'GGCGTAGATAAAGACAR [LrGthM'llLAG(.M(:AMHJL&CC(JGTALL i !

HinIIII

Abbildung 6-2: Glucosesensor (MP18.1.1) kommentierte Nukleotidsequenz. Angrenzende Standardschnittstellen fiir
Klonierungen sind Xbal und HindIll.
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MRGSHHHHHHGMASMTGGQQMGRDLYDDDDKDPGRMVSKGEELFTGVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDAT
YGKLTLKFICTTGKLPVPWPTLVTTLTWGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTRAEVKFEGT
LVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYISHNVYITADKQKNGIKANFKIRHNIED GSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDN
HYLSTQSALSKDPNEKRDHMVLLEFVTAAGIKIEEGKLVIWINGDKGYNGLAEVGKKFEKDTGIKVTVEHPDKLEEKFPQ
VAATGDGPDIIFWAHDRFGGYAQSGLLAEITPDKAFQDKLYPFTWDAVRYNGKLIAYPIAVEALSLIYNKDLLPNPPKTW
EEIPALDKELKAKGKSALMFNLQEPYFTWPLIAADGGYAFKYENGKYDIKDVGVDNAGAKAGLTFLVDLIKNKHMNAD
TDYSIAEAAFNKGETAMTIKGPAAWSNIDTSKVNYGVTVLPTFKGQPSKPFVGVLSAGINAASPNKELAKEFLENYLLTD
EGI.EAVNKDI(PI.GAVALI(SYEEELAI(DPRIAATMENAQKGEIM PNIPQMSAFWYAVRTAVINAASGRQTVDEALKDA
QTRITKLEILIFT GV "Flllv GEGEGDATYGK f I
OHDF 'KFEGD'

QONTPIGDGHVLLPDNHYLSYQSALS XBIP‘[N E v”"'DlIH]l'aTI

Blau = ECFP Gelb = Citrine YFP Schwarz = Maltose Bindedoméne Griin = Linker

Abbildung 6-3: Maltosesensor (MP24) kommentierte Proteinsequenz. Die farbliche Kodierung in der Sequenz entspricht
der des darliber angeordneten Sensorschemas.

BamHI

o AT CCGGEGCCGCATEETGAGC ARGCEECCAGEAGC TETTCACCEEEECTGETGCCCATCCTCETCEAGC TECACGECGACETARACGECCACAAGTTCAGCCTGTC
CGGCEAGGGCGAGEECEATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCARGCTGCCCETGCCCTGECCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTGS
GGCGTGCAGTGCTTCACCCGCTACCCCGACCACATCAAGCAGCACGACTTCTTCAACTCCCCCATGCCCCGARGCCTACCTCCAGGAGCECACCATCTICTTCAAGGACG
ACCGCAACTACAACACCCECGCCEACCTCGAACTTCCACGCCEACACCCTEETGAACCGCATCEAGCTEGAACCCCATCCGACTTCAAGCACGACGECAACATCCTGEEGLA
CARGCTGEAGTACAACTACATCAGCCACARCGTCTATATCACCGCCEGACAAGCAGARAGARACGECATCARAGEC CARCTT CARGATCCEGCCACAACATCGAGEGACGGCAGT
GTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGECEGACGECCCCEGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAARGACCCCA
ACGAGAAGCECEATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCARARTCGARGAAGGTAARAC TGGTAATCTGGAT TAACGGCGATARAGGCTATARCGG
TCTCGCTGARGTCGGTAAGAAATTCCAGAAAGATACCGGAATTARAGTCACCGTTGAGCATCCGGATAAACT GGAARGAGRARTTCCCACAGGTTGCGGCARCTGGCGAT
GGCCCTGACATTATCTTCTGGGCACACGACCGCTTTGGTGGCTACGCTCAATCTGGCCTGTTGGCTGARATCACCCCGGACARAGCGTTCCAGGACAAGETGTATCCGT
TTACCTGGGATGCCGTACGT TACAACGGCAAGCTGATTGCTTACCCGATCGCTGT TGAAGCGTTATCGCTGATTTATAACARAGATCTGCTGCCGARCCCGCCAARARC
CTGGGAAGAGATCCCGGCGCTGGATARAGAACTGAAAGCGAMAGGTAAGAGCGCGCTGATGT TCARCCTGCARGANCCGTACTTCACCTGGCCGCTGATTGCTGCTGAC
GGGGGTTATGCGTTCAAGTATGARRACGGCARGTACGACATTARAGACGTGGGCGTGGATARCGCTGGCGCGAARGCGGGTCTGACCTTCCTGGTTGACCTGATTARRAA
ACAAACACATGAATGCAGACACCGATTACTCCATCGCAGAAGCTGCCTTTAATAAAGGCGARACAGCGATGACCATCAAGGGCCCGGCGGCATGGTCCAACATCGACAC
CAGCARAGTGAAT TATGGTGTANCGETACTGCCGACCTTCAAGGGT CAAMCCATCCARACCGT TCGTTGECET GCTGAGCGCAGGTATTAMC GCCGCCAGTCCGAACARA
GAGCTGECGARAGAGTTCCTCGARMACTATCTGCTGACTGATGARGGT CTGGAAGCGGTTARTARAGACARNCCGCTGGETGCCGTAGCGCTGARGTC T TACGAGGANG

AGTTGGCGAARAGATCCACGTATTGCCGCCACCATGGARAACGCCCAGARAGGTGARATCATGCCGAACATCCCGCAGATGTCCGCTTTCTGGTAT L:LL.(:LL:CG'[‘I\CTGC
GGTGATCAACGCCGCCAGCGGTCGTCAGACTGTCGATGARGCCCTGARRGACGCGCAGACTCGTATCACCAAGCTCE -

Abbildung 6-4: Maltosesensor (MP24) kommentierte Nukleotidsequenz. Angrenzende Standardschnittstellen fiir
Klonierungen sind BamHI und Hindlll.
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Abbildung 6-5: Emissionsspektrum des Maltosesensors in 20 mM MOPS (pH 7,3) bei 0,5 mg-mL'1 nach Anregung bei 428
nm in An- und Abwesenheit von 100 mM Maltose. Gut zu erkennen ist die Doppelbande der ECFP-Komponente bei 485 nm
und 505 nm und die Abnahme des Donors in Anwesenheit des Zuckers.
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Abbildung 6-6: Emissionsspektrum des Glucosesensors in 20 mM MOPS (pH 7,3) bei 0,5 mg-mL'1 nach Anregung bei 428
nm in An- und Abwesenheit von 100 mM Glucose. Die Doppelbande der ECFP-Komponente bei 485 nm und 505 nm ldsst
sich hier nicht erkennen, jedoch ebenfalls die Abnahme des Donors in Anwesenheit des Zuckers.
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Abbildung 6-7: Emissionsspektrum von Citrine in 20 mM MOPS (pH 7,3) bei 0,5 mg-mL'1 nach Anregung bei 485 nm.
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Abbildung 6-8: Emissionsspektrum von ECFP in 20 mM MOPS (pH 7,3) bei 0,5 mg-mL'1 nach Anregung bei 428 nm.
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Abbildung 6-9: Emissionsspektrum von EYFP in 20 mM MOPS (pH 7,3) bei 0,5 mg-mL'1 nach Anregung bei 485 nm.
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