Praktikum Biophysikalische Chemie und Spektroskopie fur Biochemiker

Versuch: Protein-Protein-Interaktion mit Fluoreszenz-Korrelationsspektroskopie (FCS)
Dr. Glaser / Prof. Heinemann

Organisation: Das Praktikum findet am Klinikum (Arbeitsgruppe "Molekulare und zellulare
Biophysik" Stefan H. Heinemann), Drakendorfer Str. 1, statt.

Kontakt/Betreuung: Ralf W. Glaser, ralf.glaser@uni-jena.de, Tel. 949031, Firstengraben 26
(Dekanat) Erdgeschol links.

Aufgabenstellung: Bestimmung der Dissoziationskonstante fur die Bindungsreaktion zwischen
fluoreszenzmarkierten Calmodulin und Fragmenten des hEAG1 Kanals mittels FCS.
Schwerpunkte: Sie beschéftigen sich mit der Mdglichkeit, aus den zeitlichen Schwankungen der
Fluoreszenzintensitdt in einem winzigen Volumen (<1fl) die Konzentration und die
Diffussionskonstante der fluoreszenzmarkierten Substanz zu bestimmen (Fluoreszenz-
Korrelationsspektroskopie, nur im Autokorrelationsmodus mit einem Farbstoff). Sie lernen in
diesem Praktikum Mdglichkeiten und Grenzen der FCS kennen, bekommen ein Gefiihl daftr
welcher Aufwand an Zeit und Material fir eine Messung erforderlich ist, welche Bedingungen fur
erfolgreiche Messungen gegeben sein missen und welche Zuverlassigkeit erreicht werden kann.
Die Berechnung von Bindungsgleichgewichten und das Handling kleiner Konzentrationen
(Adsorption an GefalRwande) sind weitere Aspekte.

Durchfuihrung: Herstellung der (unmarkierten) Fusionsproteine aus Fragmenten des hEAG1
Kanals: Transfektion, Expression in E. Coli, Reinigung; Suche nach geeigneten Mefl3bedingungen,
Berechnung von Focusvolumen und Konzentrationen, Messung der Diffussionszeiten des
markierten Peptids in Anwesenheit verschiedener Konzentrationen von Calmodulin mittels
Fluoreszenz-Korrelationsspektroskopie, Berechnung der Affinitat (Dissoziationskonstante Kp),
Fehlerbetrachtung. (Zusatzaufgabe: Kompetitionsmessungen)

Theorie: Fluoreszenz-Korrelationsspektroskopie (FCS) ist eine Methode zum Studium von
molekularen Wechselwirkungen in Ldsungen, bei der spontane Intensitatsfluktuationen
fluoreszierender Molekiile in definiertem Volumen (0,25 fl) beobachtet und statistisch ausgewertet
werden. Die Anndherung der Korrelationsfunktion mit einem biophysikalischen Modell liefert
Informationen Uber die Diffusionsgeschwindigkeit der Fluoreszenz-markierten Teilchen, die
abhangig ist von der molaren Masse der Teilchen. Uber die Veranderung der
Diffusionsgeschwindigkeit ist die Erhdhung der Teilchenmasse bei Ausbildung eines Komplexes
zwischen den Molekiilen registrierbar.
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-hEAG1 Kanal z.B: R. Schonherr et al., EMBO J. 19 (2000) 3263-3271.
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