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Relaxationskinetik in lebenden Zellen
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Fast kinetics of biochemical reactions can be measured in vitro using
relaxation experiments. Recently, temperature jump techniques have
been developed that can also be applied for in-cell studies. The high
spatio-temporal resolution of such experiments leads to new insights of
how the cellular environment modifies reaction kinetics.
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Kinetik schneller biochemischer
Reaktionen

B Das Verstdandnis elementarer Schritte bio-
chemischer Reaktionen ist oft essenziell fiir
die Entschliisselung des Reaktionsmecha-
nismus. Beispiele sind die Bildung des
Enzym-Substrat-Komplexes bei der Enzym-
katalyse oder die Bildung von Sekundar-
strukturen bei der Proteinfaltung. Sie laufen
meist auf sehr schnellen Zeitskalen ab, die
sich vom Pikosekunden- (1 Pikosekunde =
10712 Sekunden) bis in den Sekundenbereich
erstrecken. Eine entsprechend hohe Zeitau-
flosung ist erforderlich, um diese Reaktionen

experimentell zu erfassen. Oft geschieht dies
spektroskopisch, beispielsweise durch Be-
stimmung der Konzentration eines Reak-
tionspartners mittels Absorptions- oder Fluo-
reszenzspektroskopie. Des Weiteren miissen
Triggermethoden verwendet werden, die die
Reaktion initiieren und synchronisieren. Stro-
mungsmethoden, wie z. B. die stopped flow-
Technik, beruhen auf einer schnellen
Mischung zweier in Losung befindlicher
Reaktionspartner durch pneumatisch betrie-
bene Treibspritzen. Die Zeitauflosung des
Experiments ist durch die aus dem Misch-
prozess resultierende Totzeit auf einige Milli-
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A Abb. 1: Aufbau eines in cellulo-Temperatursprung-Experiments. Die Temperatur der zu unter-
suchenden zelluldaren Umgebung wird mit einen Infrarot-Laser kontrolliert. Ein invertiertes Mikro-
skop ermoglicht die rdumliche und zeitliche Messung der Relaxationskinetik. Beispielhaft werden
hier experimentelle Daten eines Temperatursprung-Experiments aus [8] gezeigt. Die Graphen
zeigen die maBgeschneiderte Ausgangsleistung des Infrarot-Lasers (rot) und den entsprechend
induzierten Temperaturverlauf in der HeLa-Zelle (blau).

sekunden begrenzt. Eine noch hohere zeitli-
che Auflosung lasst sich durch Relaxations-
experimente ohne Mischvorgang realisieren.
Dabei wird das chemische Gleichgewicht
einer Reaktion durch schockartige Anderung
einer physikalischen GroBe wie Temperatur
oder Druck verschoben. Den verdnderten
Bedingungen folgend strebt die Reaktion
einem neuen Gleichgewichtszustand entge-
gen.

Bisher war der Einsatz solcher Stromungs-
oder Relaxationsmethoden meist auf in vitro-
Experimente begrenzt. Oftmals stellt sich
jedoch die Frage, inwieweit die zellularen
Bedingungen im Vergleich zu verdiinnten Puf-
ferlosungen die Kinetik beeinflussen. Bei-
spielsweise ist bekannt, dass die Viskositat
des zelluldren Mediums deutlich hoher ist
[1]. Die entsprechend verringerte Diffusions-
geschwindigkeit kann zu einer Verlangsa-
mung der Reaktion fiihren. Dagegen kann die
hohe Konzentration an Makromolekiilen in
der Zelle (bis zu 400 Milligramm pro Milli-
liter) [2] Reaktionen aufgrund sterischer
Effekte beschleunigen [3, 4]. Die Verwendung
des zelluldren Milieus als Reaktionsmedium
kann weiterhin zu neuen Erkenntnissen tiber
die Rolle von zelluldren Bindungspartnern
oder Kofaktoren wihrend der Reaktion fiih-
ren. Beispielsweise kann so eine Protein-
faltungsreaktion in Gegenwart molekularer
Chaperone untersucht werden.

Temperatursprung-Experimente

in Zellen

Zur kinetischen Studie biochemischer Reak-
tionen wird haufig die 1959 von M. Eigen ent-
wickelte Temperatursprungmethode verwen-
det [5]. Oft geniigt eine Temperaturanderung
um wenige Grad Celsius, um eine ausrei-
chende Verschiebung des Gleichgewichts zu
bewirken [6]. Somit ist die Temperatur-
sprungmethode auch zur Untersuchung von
Reaktionen in zellularer Umgebung unter
physiologischen Bedingungen geeignet. Der-
artige Temperaturspriinge konnen mit Infra-
rot-Lasern realisiert werden [7, 8]. Die Zelle
und das umgebende Medium werden gleich-
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maBig unter mikroskopischer Beobachtung
aufgeheizt (Abb. 1). Dabei wird eine anfangs
hohe Laserleistung verwendet, um einen rapi-
den Temperatursprung (unter einer Milli-
sekunde) zu induzieren. Die anschlieBend
maBgeschneiderte Senkung der Heizleistung
fiihrt zu einer schnellen Aquilibrierung der
Temperatur. Die Messung der Temperatur und
die Kalibrierung der Temperaturspriinge
erfolgt durch intrazelluldre temperatursensi-
tive Fluoreszenzfarbstoffe. Die Relaxations-
kinetik in der Zelle kann sowohl zeitlich als
auch rdumlich aufgelost werden, etwa durch
Fluoreszenzmikroskopie.

Stabilitat und Entfaltung der
Phosphoglycerat-Kinase in der Zelle

Die Entfaltung von Phosphoglycerat-Kinase
(PGK) wird durch einen Temperatursprung
von 39 °C auf 43 °C induziert und kann durch
Forster-Resonanz-Energietransfer(FRET)-
Mikroskopie gemessen werden (Abb. 2).
Sukzessive Temperaturspriinge erlauben
weiterhin die Aufnahme einer thermischen
Schmelzkurve des Proteins. So kann neben
der Kinetik auch die Stabilitdt des Proteins
bestimmt werden [9]. Die bisherigen Ergeb-
nisse zeigen, dass die durchschnittliche Ent-
faltungszeit der PGK in einer Zelle im Ver-
gleich zu einer verdiinnten Pufferlésung um
den Faktor 1,5 verlangsamt ist [8]. Weiterhin
steigt die Schmelztemperatur (T, ) von 38,9 °C
auf 41,5 °C [9]. Die beiden Substratbindedo-
méanden fiir ADP und 1,3-Bisphosphoglycerat
(1,3-BPG) sind in zelluldrer Umgebung dich-
ter beieinander, was zu einer effizienteren
Katalyse fiihrt [4]. Eine Pixelanalyse erlaubt
die Bestimmung der Entfaltungszeit in ver-
schiedenen Bereichen des Zytoplasmas oder
in verschiedenen Organellen der Zelle
(Abb. 3). Die Ergebnisse zeigen eine posi-
tionsabhédngige Verteilung der Entfaltungs-
zeiten in verschiedenen Mikroumgebungen
innerhalb einer Zelle [10], zwischen ver-
schiedenen Zellen [11] und widhrend ver-
schiedener Stadien des Zellzyklus [12]. Die
Studien demonstrieren die verschiedenarti-
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A Abb. 2: Entfaltungskinetik von Phosphoglycerat-Kinase (PGK). A, Temperatursprung-Experi-
ment und Datenanalyse zur Entfaltung von PGK. Durch die Entfaltung des Proteins vergréBert sich
der Abstand zwischen dem N-terminalen AcGFP1 (griines Rechteck) und dem C-terminalen
mCherry (rotes Rechteck). Somit wird eine zeitliche Abnahme des FRET-Signals nach dem Tempe-
ratursprung detektiert, welche anschlieBend per Pixelanalyse ausgewertet wird. B, Entfaltungs-
kinetik von PGK infolge des Temperatursprungs von 39 °C auf 43 °C in der Zelle (rot) und in vitro

(blau). Modifiziert aus [8].

gen zellbiologischen Einfliisse, welche die
Kinetik biochemischer Reaktionen im Ver-
gleich zu in vitro-Experimenten verdndern.

Fazit und Zukunftsaussichten

Mithilfe von in cellulo-Temperatursprung-
Experimenten kann die Kinetik von Biomo-
lekiilen in der ,nativen” zellularen Umgebung
mit hoher rdumlicher und zeitlicher Auflo-
sung gemessen werden. Die Methode kann
in einem Hochdurchsatzverfahren betrieben
werden und bietet somit die Moglichkeit der
Entwicklung neuartiger zellbasierter Assays.
Weiterhin kann die Technik auch zur geziel-
ten Stimulation einzelner Zellen in einem
Organismus z. B. Cae-
norhabditis elegans

Forschung des Landes Nordrhein-West-
falen und den Exzellenzcluster RESOLV (EXC
1069). [ |

Literatur

[1] Verkman A (2002) Solute and macromolecule diffusion in
cellular aqueous compartments. Trends Biochem

Sci 27:27-33

[2] Zimmerman S, Trach S (1991) Estimation of macromolecu-
le concentrations and excluded volume effects for the cyto-
plasm of Escherichia coli.

J Mol Biol 222:599-620

[3] Minton AP (2005) Models for excluded volume interaction
between an unfolded protein and rigid macromolecular coso-
lutes: macromolecular crowding and protein stability revisi-
ted. Biophys ] 88:971-985

[4] Dhar A, Samiotakis A, Ebbinghaus S et al. (2010)
Structure, function, and folding of phosphoglycerate kinase
are strongly perturbed by macromolecular crowding.

Proc Natl Acad Sci USA 107:17586-17591
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ringerten Entfaltungszeit einher. Die breiten Verteilungen der Messwerte,
welche hier durch die elliptischen Bereiche schematisch dargestellt wer-
den, sind nicht auf experimentelle Messungenauigkeiten, sondern auf
zelluldre Heterogenitat zurlickzufiihren. Modifiziert aus [10].
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