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Zusammenfassung (de)

Die Moglichkeit zur fluoreszenten Markierung von Proteinen ist eine der herausragendsten
Entwicklungen der Biologie in den letzten Jahrzehnten. Hierdurch ist es moglich, zuvor un-
geahnte Einblicke in die fundamentalen Abldufe des Lebens, etwa der Zellvermehrung, der
DNA-Reparatur und der Kommunikation mit anderen Zellen, zu gewinnen. Um aus den
Daten von Experimenten mit fluoreszierenden Proteinen die chemischen Ratenkonstanten
und weiterfiihrende Informationen zu gewinnen, werden standardméfiig mathematische
Modelle verwendet. Fiir ein gegebenes Experiment bieten sich dabei zumeist mehrere
miteinander konkurrierende Modelle an. Um in einer derartigen Untersuchung letztlich
zu aussagekriftigen Ergebnissen zu gelangen, ist es entscheidend, dass zwischen den Mo-
dellen anhand ihrer Fihigkeit zur Reproduktion der Daten unterschieden werden kann.
Allerdings ist diese Unterscheidbarkeit hdufig aufgrund der mangelnden Spezifitit der ex-
perimentellen Daten oder der zu hohen Anpassungsfihigkeit der Modelle an die Daten
nicht gegeben.

Da die Unterscheidbarkeit zwischen alternativen Modellen derart bedeutend fiir den
Erkenntnisgewinn aus einer Untersuchung ist, befasst sich diese Arbeit daher mit ver-
schiedenen, sowohl theoretischen als auch experimentellen Methoden, mit denen die Un-
terscheidbarkeit zwischen Modellen erh6ht werden kann. Dabei werden solche Modelle
untersucht, die der Beschreibung der Proteinrekrutierung innerhalb einer Zelle nach ei-
nem auslésenden Ereignis, wie etwa nach DNA-Schiden erzeugender Bestrahlung mit
einem Laser, dienen.

Im ersten Teil wird auf rein theoretischer Basis eine Methode entwickelt, die auf dem
Vergleich spezifischer Merkmale von Proteinrekrutierungskurven aufbaut. Diese Methode
soll unter anderem Experimentatoren dabei helfen, anhand ihnen vorliegender experimen-
teller Daten eine Vorauswahl der zur Datenanalyse verwendeten Modelle zu treffen und
hierdurch den Arbeitsaufwand der Datenanalyse zu reduzieren. Zuséatzlich kénnen die Er-
kenntnisse aus dem ersten Teil auch bei der Planung eines Experiments sehr hilfreich sein,
da sie Aufschluss dariiber geben, welche Zeitfenster wihrend der Proteinrekrutierung fiir
die Identifizierung oder den Ausschluss eines bestimmten Modells ausschlaggebend sind.

Im zweiten Teil der Arbeit wird eine Methode vorgestellt, die auf der Verwendung
von FRAP (Fluorescence Recovery after Photobleaching) zu unterschiedlichen Zeitpunk-
ten wihrend der Proteinrekrutierung basiert. FRAP ist eine Standardmethode, die unter
anderem der Untersuchung der chemischen Ratenkonstanten der Proteine dient. In der
hier vorgestellten Weiterentwicklung der FRAP-Methode werden zwei Laser verwendet,
wobei der erste Laser der Erzeugung von DNA-Schiden dient und der Zweite dem Blei-
chen der fluoreszierenden Proteine. Dies fiihrt zum einen zu einer deutlichen Verbesserung
der Unterscheidbarkeit der Modelle. Zum anderen ist es dank dieser Methode auch mog-
lich, Prozesse zu untersuchen, wihrend deren Dauer sich die chemischen Ratenkonstanten
der Proteine dndern. Hierdurch unterscheidet sich die hier vorgestellte Methode wesent-
lich von klassischen FRAP-Analysen und erméglicht damit die Untersuchung von noch
unerforschten, aus wissenschaftlicher Sicht sehr interessanten Abldufen.

Der dritte Teil dieser Arbeit untersucht auf rein theoretischer Basis den Einfluss des
zeitlichen Abstandes zwischen der Bestrahlung zur Erzeugung von DNA-Schiden und der
Verwendung des zweiten Lasers zum Bleichen der Proteine. Diese Untersuchung kommt
zu dem Schluss, dass eine Kombination verschiedener zeitlicher Abstéinde die Unterscheid-
barkeit der alternativen Modelle deutlich verbessert.




Die fiir zukiinftige Experimente entscheidende Botschaft dieser Arbeit besteht zusam-
menfassend in der Aussage, dass die Durchfiihrung von FRAP-Experimenten zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten wihrend der Proteinrekrutierungskurve die Unterscheidbarkeit
zwischen alternativen Modellen und damit die Wahrscheinlichkeit fiir aussagekriftige Er-
gebnisse wesentlich erhéht.




Zusammenfassung (en)

The use of fluorescently labeled proteins is one of the most exciting advances of biology
during the past decades. It enables previously unimagined insights into the fundamental
processes of life itself like cell proliferation, DNA repair and intercellular communication.
In order to extract the chemical rate constants and further informations from experiments
with fluorescent proteins usually mathematical models are used. For a given experiment
often several competing models are apposite. For attaining meaningful results in such a
study the discriminability between the models with regard to their ability to reproduce
the data is vital. However, often the models are indiscriminable due to the data lacking
in specifity or the models adaptability to the data.

Since the discriminability between alternative models is of such importance for the
insights gained from an investigation this thesis deals with theoretical and experimental
methods which help improving the discriminability between models. The models used
will describe the protein recruitment in a cell following a triggering event, such as DNA
damage induced by laser irradiation.

In the first part a purely theoretical method will be introduced, which is based on the
comparison of specific features of theoretical protein recruitment curves. Among other
things, this method is meant to help experimentalists preselecting a model used for data
analysis depending on the experimental data thereby reducing the effort of data analysis.
Additionally, the insights of this thesis can serve the planning of an experiment, since
they give indication of the time frames during protein recruitment that are of crucial
importance for the identification or the exclusion of a given model.

In the second part of this thesis a method is presented that relies on the use of FRAP
(Fluorescence Recovery after Photobleaching) at different time points during the recruit-
ment phase. FRAP is a standard method used, inter alia, for measuring the chemical rate
constants of the proteins. In the method introduced in this thesis two lasers are used with
the first laser inducing DNA lesions and the second laser bleaching the fluorescent prote-
ins. Due to this procedure the discriminability between the models is greatly enhanced.
Additionally, this method allows to investigate processes during which the chemical rate
constants of the proteins change over time, a situation to which classical FRAP analysis
is not applicable. Hence, this advantage enables researching yet unexplored processes of
great scientific interest.

In the third part the influence of the time point at which the recruited proteins are
bleached on the discriminability between the models is investigated. It is shown that a
combination of different time points remarkably improves the model’s discriminability.

For future experiments the most important insight of this work is that conducting FRAP
at different time points during the protein recruitment phase greatly enhances the discri-
minability between alternative models thereby increasing the probability of meaningful
results.
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1 Einleitung

If you try and take a cat apart to see how it works, the first thing
you have on your hands is a nonworking cat.

(Douglas Adams)

Die moderne Biologie erlaubt fundamentale Einblicke in die zahlreichen in lebenden Zel-
len ablaufenden Prozesse, die etwa dem Zelliiberleben, der Vermehrung oder der Kommu-
nikation mit der Umgebung dienen. Entscheidend hierfiir ist die fluoreszente Markierung
von Proteinen (Day and Davidson, 2009). Dies ist eine faszinierende Methode, da hier-
durch Zellen im Zustand des Lebens untersucht werden kénnen. Wir erhalten damit quasi
einen unvergesslichen Einblick in das Innenleben von Douglas Adams Katze, ohne diese
in Mitleidenschaft zu ziehen - abgesehen von der auf die Fluoreszenz folgenden Irritation.

Dank der fluoreszenten Markierung von Proteinen ist es moglich, die rdumliche Ver-
teilung und damit in gewissem Sinne das Verhalten der markierten Proteine nahezu in
Echtzeit zu beobachten. Hierdurch sind daher Untersuchungen der in lebenden Zellen
ablaufenden Prozesse zugéinglich geworden, die in diesem Umfang und Detailgrad vorher
nicht denkbar waren. Besonders spannende Prozesse hierbei sind beispielsweise die stindig
aktive DNA-Reparatur (je nach Zellart mehrere Zehntausend Schiden pro Zelle und Tag
(Bernstein et al., 2013)) sowie die zur Zellteilung notwendige DNA-Replikation. Die Erfor-
schung und das weitestmogliche Verstdndnis dieser beiden Prozesse ist natiirlich bereits
aus einem philosophischen Interesse an der unfassbaren Existenz des Lebens heraus an sich
von Bedeutung. Dariiber hinaus basiert aber auch eines der wichtigsten Forschungsgebiete
der heutigen Zeit, die Krebsforschung, auf eben diesen beiden Prozessen.

Eine besonders niitzliche Methode, die auf der fluoreszenten Markierung von Proteinen
aufbaut, ist FRAP (Fluorescence Recovery after Photobleaching). Mithilfe von FRAP
konnen etwa Informationen iiber die Assoziations- und Dissoziationsratenkonstante der
beobachteten Proteine erlangt werden, wodurch wiederum das Zusammenspiel zwischen
verschiedenen Proteinen noch nidher beleuchtet werden kann.

Die zahlreichen in lebenden Zellen ablaufenden Prozesse kdnnen dank der fluoreszen-
ten Markierung von Proteinen also so untersucht werden, dass man das Innenleben der
Zellen in Aktion direkt vor Augen hat: Wie die Zellen Schiden der DNA reparieren, wie
sie sich teilen und miteinander kommunizieren kann durch die Markierung verschiedener
Proteine in aufregender Weise sichtbar gemacht werden. Das Verfahren gewinnt daher
moglicherweise eine dhnlich grofie Bedeutung fiir die Wissenschaft wie die Erfindung des
Mikroskops.

Um aus den Daten von Experimenten mit fluoreszent markierten Proteinen die ent-
scheidenden Gréflen wie etwa die chemischen Ratenkonstanten zu ermitteln, wird im All-
gemeinen entweder ein phdnomenologisch-deskriptiver Ansatz oder ein mechanistischer
Ansatz gewihlt. Im ersten Fall werden mathematische Funktionen (z.B. monoexponenti-
elle Funktionen) an die experimentellen Daten gefittet (Jakob et al., 2005; Tobias et al.,
2010; Jakob et al., 2011; Strickland et al., 2012), die erfahrungsméfig zum Beschreiben
der Daten geeignet sind. Der mechanistische Ansatz zielt dagegen darauf ab, bestimmte,
fiir das beobachtete Experiment als entscheidend angenommene Prozesse mithilfe ma-
thematischer Ausdriicke abzubilden, etwa unter Verwendung von Differentialgleichungen
(Phair and Misteli, 2001; Lipniackia et al., 2004; Darzacq et al., 2007; Berro et al., 2010;
Luijsterburg et al., 2010; Li and Cucinotta, 2011). Letztendlich ergeben sich auch mit
diesem Ansatz mathematische Formeln, die an die Daten gefittet werden. Die besondere
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Bedeutung des mechanistischen Ansatzes liegt allerdings darin, dass die Ergebnisse einer
Untersuchung héufig direkt mit bestimmten Bestandteilen des verwendeten Modells in
Zusammenhang gebracht werden konnen. Beispielsweise kann sich zeigen, dass eine spe-
zielle chemische Reaktion ausschlaggebend fiir den zeitlichen Verlauf der Konzentration
eines bestimmten Proteins ist.

AufRer der Frage, ob in einer Untersuchung ein mechanistischer oder phanomenologischer
Ansatz gewahlt wird, ist zu entscheiden, wie viele Modelle untersucht und miteinander
verglichen werden sollen. Jedes Modell kann im Prinzip beliebig erweitert und hierdurch
beliebig komplex werden. Dementsprechend ist die Anzahl der theoretisch verwendbaren
Modelle unbegrenzt. Praktisch gesehen ist es natiirlich sinnvoller, nur ein Modell oder ei-
ne kleine Anzahl qualitativ unterschiedlicher Modelle zu verwenden. Bei Untersuchungen,
in denen nur ein theoretisches Modell beriicksichtigt wird, sind die méglichen Aussagen
recht begrenzt: Hiufig besteht die wesentliche Erkenntnis einer solchen Untersuchung le-
diglich in der Antwort, ob das Modell die Daten reproduzieren kann oder nicht. Haufig
sind daher solche Untersuchungen interessanter, in denen verschiedene alternative Model-
le beriicksichtigt werden. Denn diese kénnen in vergleichende Aussagen miinden: Etwa,
dass sich von den untersuchten Modellen eines am ehesten zur Erklirung eines bestimm-
ten Phinomens eignet. Gerade bei Phinomenen der Zellbiologie, in denen eine Vielzahl
unterschiedlicher Prozesse zur Erzeugung des Phinomens beitragen, kann eine solch ver-
gleichende Untersuchung wesentlich dazu beitragen, diejenigen Prozesse herauszufiltern,
die am entscheidendsten zum beobachteten Phanomen beitragen.

Werden Modelle verwendet, die moglichst detailgetreu alle zugrundeliegenden Prozesse
abbilden, so kann die Komplexitit solcher Modelle und die hohe Anzahl an freien Pa-
rametern hiufig dazu fithren, dass mehrere alternative Modelle die Daten &hnlich gut
reproduzieren. Dementsprechend ist es in solchen Féllen schwierig, eindeutige Aussagen
zu treffen. Es ist daher zweckdienlich, mdoglichst einfache Modelle mit einer minimalen
Anzahl an freien Parametern zu verwenden. Natiirlich ist es auch bei solch einfachen
Modellen moglich, dass mehrere Modelle zur Reproduktion eines Datensatzes dhnlich gut
geeignet sind. Die vorliegende Arbeit zielt daher darauf ab, Methoden vorzustellen und zu
untersuchen, mit deren Hilfe die Unterscheidbarkeit alternativer Modelle hinsichtlich ihrer
Fahigkeit zur Reproduktion von Daten erhoht wird und die damit zu aussagekriftigeren
Ergebnissen fithren.

Diese Arbeit konzentriert sich auf Modelle, die der Beschreibung der Proteinkonzentra-
tionen innerhalb einer Zelle nach einem auslésenden Ereignis dienen. Die entsprechenden
Experimente werden mithilfe von fluoreszent markierten Proteinen in lebenden Zellen
durchgefiihrt (Day and Davidson, 2009). Das auslosende Ereignis kann beispielsweise in
der Bestrahlung der Zelle bestehen. Fiihrt diese Bestrahlung zu DNA-Schéiden, so 16st
dies im Normalfall eine Reihe von Reparaturmechanismen in der Zelle aus. Ein wichti-
ger Bestandteil dieser Mechanismen ist die Rekrutierung von Reparaturproteinen an die
beschiidigte DNA. Dies wiederum fithrt zu einer Anderung der riumlichen Verteilung
dieser Proteine, insbesondere nimmt die lokale Proteinkonzentration in der bestrahlten
Region iiber einen gewissen Zeitraum hinweg zu. Dieser Prozess wird im Folgenden als
Proteinrekrutierung bezeichnet. Die hier verwendeten Methoden sind aber nicht auf Un-
tersuchungen der DNA-Reparatur begrenzt. Ein sehr aktuelles Forschungsgebiet sind etwa
TULIPs! (Strickland et al., 2012). Dies sind flexibel einsetzbare, lichtinduzierbare Protei-
ne. Durch Bestrahlung mit Licht einer bestimmten Wellenldnge kann die Funktion dieser
Proteine unterdriickt werden (Toettcher and Lim, 2011). Ebenso kénnen sie dazu gebracht
werden, dass sie sich an bestimmte Proteine anlagern oder bestimmte zelluldre Signalwe-

L tunable, light-controlled interacting protein




ge auslosen (Strickland et al., 2012). Die Erkenntnisse dieser Arbeit sind allgemein auf
Situationen anwendbar, in denen sich die Konzentrationen der Proteine als Antwort auf
ein bestimmtes Ereignis (beispielsweise DNA-Schiden oder TULIPs) dndert.

Der erste Teil dieser Arbeit behandelt auf theoretischer Basis? allgemeine Merkmale
von Proteinrekrutierungskurven, die sogar ohne das Fitten der Daten Aussagen dariiber
erlauben, welche Bestandteile ein Modell zur Reproduktion der Daten benétigt. Die Er-
kenntnisse aus dem ersten Teil sollen unter anderem dabei helfen, ohne die Notwendigkeit
von aufwendigen Auswertungen eine Vorauswahl der zur Beschreibung experimenteller
Daten denkbaren Modelle zu treffen. Es wird sich allerdings zeigen, dass in bestimmten
Situationen mehrere alternative Modelle einen gegebenen Datensatz dhnlich gut beschrei-
ben. In diesen Féllen werden Experimente vorgeschlagen, mit deren Hilfe besser zwischen
den alternativen Modellen unterschieden werden kann.

Sollte es trotz Anwendung der Erkenntnisse des ersten Teils nicht moglich sein, zwischen
alternativen Modellen zu unterscheiden, so bietet sich die im zweiten Teil der Arbeit vor-
gestellte experimentelle Methode an. Diese zielt auf die gesteigerte Unterscheidbarkeit der
alternativen Modelle ab und basiert auf der FRAP-Methode. Hierbei werden zwei Laser
verwendet, wobei der erste Laser der Erzeugung von DNA-Schiden dient und der Zwei-
te dem Bleichen der fluoreszierenden Proteine. Mithilfe dieses Bleichens soll untersucht
werden, wie schnell die an die DNA gebundenen Reparaturproteine ausgetauscht werden.
Entscheidend hierbei ist, in welchem zeitlichen Abstand diese beiden Laser eingesetzt wer-
den. Es wird sich zeigen, dass die aus der Verwendung des zweiten Lasers resultierenden
Informationen erheblich zur Unterscheidbarkeit der alternativen Modelle beitragen und
letztlich zum Ausschluss von zwei der drei untersuchten Modelle fithren. Dariiber hinaus
dient die im zweiten Teil vorgestellte Methode auch der Untersuchung, ob sich die chemi-
schen Ratenkonstanten eines Proteins mit der Zeit dndern. Griinde hierfiir kénnen etwa
posttranslationale Modifikationen® sein. Durch die Moglichkeit einer derartigen Untersu-
chung unterscheidet sich diese Methode wesentlich von klassischen FRAP-Methoden.

Der dritte Teil dieser Arbeit untersucht auf rein theoretischer Basis den Einfluss des
zeitlichen Abstandes zwischen der Bestrahlung zur Erzeugung von DNA-Schiden und der
Verwendung des zweiten Lasers zum Bleichen der Proteine. Diese Untersuchung kommt
zu dem Schluss, dass eine Kombination verschiedener zeitlicher Abstédnde zu den aussage-
kriftigsten Ergebnissen fiithrt, also am ehesten den Ausschluss eines Modells ermd&glicht.

Zusammenfassend werden in dieser Arbeit also sowohl theoretische als auch experi-
mentelle Methoden vorgestellt, mit deren Hilfe die Unterscheidbarkeit alternativer Prote-
inrekrutierungsmodelle erh6ht werden kann. Fiir zukiinftige Experimente ist hierbei vor
allem die Erkenntnis niitzlich, dass die Verwendung von zwei Lasern zum Erzeugen der
DNA-Schéden und zum Bleichen der fluoreszierenden Proteine die Unterscheidbarkeit der
Modelle begiinstigt. Insbesondere sind solche Experimente zu empfehlen, bei denen eine
Kombination von verschiedenen zeitlichen Abstinden zwischen dem Einsatz des ersten
und dem des zweiten Lasers verwendet wird.

Hiermit ist gemeint, dass die Losungen der Differentialgleichungen verschiedener mechanistischer
Modelle untersucht und miteinander verglichen werden.

Als posttranslationale Modifikation wird eine Gruppe von Modifikationen bezeichnet, die nach der
Proteinsynthese stattfinden kénnen.




2 Hintergrundwissen

2.1 Zellen, DNA und Proteine

Eine Zelle ist die kleinste lebende Einheit eines Organismus; wobei als Organismus sowohl
Einzeller als auch Vielzeller verstanden werden. In Vielzellern differenzieren sich die Zel-
len, um der ihnen zukommenden Aufgabe in der Arbeitsteilung gerecht zu werden, und
verlieren hierdurch die Fahigkeit, fiir sich alleine zu existieren. Die verschiedenen Arten
von Zellen, die momentan auf unserem Planeten vorhanden sind, reichen bis in mehrere
Zehnmillionen (Alberts et al., 2007). Allen gemeinsam sind aber folgende Eigenschaften,
die gemeinhin als Definition fiir Leben (zumindest in &hnlicher Formulierung) verstanden
werden:

1. Fahigkeit zur Vermehrung durch Zellteilung,

2. Reizbarkeit bzw. Fahigkeit zur Kommunikation mit der Umwelt,
3. Befdhigung zur Bewegung,

4. das Vorhandensein eines eigenen Stoffwechsels,

5. Wachstum und Anpassungsfihigkeit.

Ein Bestandteil der Zelle, der fiir die soeben genannten Eigenschaften entscheidend ist,
besteht in der DNA (englisch fiir deoxyribonucleic acid). Die DNA ist quasi die Bibliothek
der Zelle und enthélt die zur Zellentwicklung und fiir ihre Funktion notwendigen Infor-
mationen. Die DNA ist aus den vier Basen Adenin (A), Guanin (G), Cytosin (C) sowie
Thymin (T) aufgebaut, wobei die Information durch die Abfolge dieser Basen kodiert ist.
Bei sogenannten Eukaryoten (Zellen mit Zellkern) befindet sich die DNA im Zellkern, der
durch eine Doppelmembran vom umgebenden Zytoplasma abgegrenzt ist. Bei Prokaryo-
ten (Zellen ohne Zellkern) dagegen befindet sich die DNA frei im Zytoplasma. Sowohl bei
Eukaryoten als auch bei Prokaryoten liegt die DNA als Doppelstrang aus komplementéren
Basensequenzen vor. Dies hat den bedeutenden Vorteil, dass, falls eine Seite des Doppel-
strangs beschidigt wird, die Information auf dem komplementaren zweiten Strang noch
vorhanden ist und damit der beschéidigte Strang zumeist ohne Informationsverlust wieder-
hergestellt werden kann. Der Prozess dieser Wiederherstellung wird als DNA-Reparatur
bezeichnet.

Die DNA ist zwar als Informationsspeicher fiir die Zelle unerlésslich, fiir die oben ge-
nannten Merkmale ist es allerdings auch entscheidend, dass die Zelle iiber Arbeitseinheiten
verfiigt. Der Grofsteil der Operationen, die in einer Zelle anfallen, darunter auch die DNA-
Reparatur, werden von sogenannten Proteinen durchgefiihrt. Diese sind aus Ketten von
Aminosduren aufgebaut, wobei das ,Rezept“ fiir diese Kette in der DNA gespeichert ist.
Die Neubildung von Proteinen wird als Proteinbiosynthese bezeichnet. Im ersten Schritt
der Proteinbiosynthese muss die DNA zunéchst ausgelesen werden und eine Abschrift der
DNA verfasst werden. Diese Abschrift wird als mRNA bezeichnet (messenger ribonucleic
acid) und der entsprechende Prozess heifit Transkription. Die mRNA besteht bis auf eine
Ausnahme aus denselben Basen wie die DNA (Thymin wird durch Uracil (U) ersetzt).
Bei Eukaryoten erfolgt die Transkription im Zellkern und bei Prokaryoten zwangslaufig
im Zytoplasma.
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Im zweiten Schritt der Proteinbiosynthese, der Translation, wird die auf der mRNA ge-
speicherte Abfolge von Basen in eine Abfolge von Aminosiuren iibersetzt. Hierbei kodieren
jeweils drei aufeinanderfolgende Basen eine Aminosdure. Durch die Abfolge von Amino-
sduren ist allerdings lediglich die Primé&rstruktur des Proteins definiert. Fiir die spezifische
Funktion eines Proteins ist letztlich auch die rdumliche Struktur, also die Faltung der Ami-
nosaurekette (Tertiarstruktur) entscheidend. Der genaue Ablauf dieser Faltung ist noch
Gegenstand der aktuellen Forschung.

Nach der Translation kann die Funktion des Proteins noch durch so genannte post-
translationale Modifikationen, etwa das Hinzufiigen einer Azetylgruppe (Acetylierung)
oder das Hinzufiigen einer Phosphatgruppe (Phosphorylierung), veréindert werden. Durch
diese Modifikationen werden etwa der Aufbau und die rdumliche Struktur eines Proteins,
also auch seine Eigenschaften, verdndert.

2.2 Zellzyklus

Unter dem Zellzyklus wird eine Reihe von Ereignissen verstanden, die letztendlich zur
Zellteilung und damit der Entstehung von zwei Tochterzellen fiithren. Der Zellzyklus wird
in folgende Phasen unterteilt:

1. G1-Phase (Gap 1): In dieser Phase nimmt die Grofe der Zelle zu, wihrend sie mRNA
und Proteine als Vorbereitung fiir die folgende Phase synthetisiert.

2. S-Phase (Synthese): Die DNA wird verdoppelt. Anschliefend existieren zwei DNA-
Doppelstringe mit demselben Informationsgehalt (Schwesterchromatide).

3. G2-Phase (Gap 2): Die Grofe der Zelle nimmt erneut zu und es werden Proteine
zur Vorbereitung fiir die anschliefende Phase synthetisiert.

4. M-Phase (Mitosis): In dieser Phase findet die Zellteilung statt.

Zusétzlich zu den oben genannten Phasen unterscheidet man noch die GO-Phase (Gap 0).
Hiermit wird eine Ruhephase bezeichnet, in der die Zelle weder eine Zellteilung durchfiihrt,
noch Vorbereitungen hierfiir trifft. Grund fiir den Ubergang in die GO-Phase kénnen unter
anderem Stressfaktoren (z.B. Nahrungsmangel) sein. Einige Zellen verbleiben dauerhaft
in der GO-Phase, wie beispielsweise ausdifferenzierte Nervenzellen.

2.3 DNA-Reparatur

Je nach Zellart entstehen pro Zelle und pro Tag mehrere Zehntausend DNA-Schiden
(Bernstein et al., 2013). Die Ausloser dieser Schiden konnen sowohl extern (etwa Strah-
lung) als auch intern sein. Ein Beispiel fiir einen internen Ausloser sind Sauerstoffradikale,
die zu oxidativen Schiden fiihren und letztlich ihren Ursprung im normalen Stoffwech-
selvorgang der Zelle finden. Das Zustandekommen von Schéden ist demnach unvermeid-
lich. Fiir die Integritat der Zelle ist es daher unerlisslich, dass sie iiber DNA-Reparatur-
Mechanismen verfiigt, die die Reparatur der verschiedenen Arten von Schiden ermdgli-
chen. Mitunter die bedeutendsten DN A-Reparatur-Mechanismen fiir Einzelstrangschiden
(SSB fiir single-strand break) sind:
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1. Basenexzisionsreparatur (BER): Hierbei handelt es sich um einen Mechanismus, der
Fehler in Form von oxidierten, alkylierten oder deaminierten Basen behebt. Tat-
séchlich kann dieser Mechanismus in zwei verschiedenen Formen auftreten. Das in
dieser Arbeit verwendete Protein PCNA (proliferating cell nuclear antigen) dient
im sogenannten long-patch BER als Ladeplattform. Es bildet einen homotrimeri-
schen® Ring um die DNA und ermdglicht anderen Proteinen, wie etwa FENT und
Ligase I, die Interaktion mit der DNA. Im zweiten Reparaturweg, dem short-patch
BER, kommt dagegen XRCC1 (X-ray cross complementing factor 1) als Ladeplatt-
form im Zusammenspiel mit Ligase III eine bedeutende Rolle zu (Mortusewicz and
Leonhardt, 2007).

2. Nukleotidexzisionsreparatur (NER): Hierbei handelt es sich um einen Reparatur-
Mechanismus fiir besonders ,sperrige, die Doppelhelixstruktur der DNA storende
Schadensstellen. Auch in diesem Reparaturweg dient PCNA als Ladeplattform fiir
weitere Proteine.

3. Basenfehlpaarungsreparatur (MMR fiir mismatch repair): Ein Reparaturweg, der
vor allem Fehler wihrend der DNA-Replikation korrigiert.

Besonders gravierende Schéiden liegen dann vor, wenn beide Stringe der DNA beschidigt
sind. Dies wird als Doppelstrangbruch (DSB) bezeichnet. Die verheerende Wirkung von
Doppelstrangbriichen liegt in der Mo6glichkeit, dass bei mehreren gleichzeitig auftretenden
Doppelstrangbriichen die verbleibenden Bruchstiicke teilweise fehlerhaft zusammengefiigt
werden. Wenn etwa ein Doppelstrang urspriinglich aus den fiktiven Teilstiicken A und B
bestand und der andere Doppelstrang aus den fiktiven Teilstiicken C und D, kann ein
gleichzeitiger Doppelstrangbruch dazu fithren, dass nach der fehlerhaften Reparatur ein
Doppelstrang aus A und C sowie der andere Doppelstrang aus B und D zusammengesetzt
ist. Bine solche Anderung ist ein Beispiel fiir eine Translokation, die zusammen mit anderen
Mutationen dhnlicher Art zur Gruppe der Chromosomenmutation z&hlt. Hierbei handelt
es sich um schwerwiegende Mutationen, die im schlimmsten Fall zur Entstehung von
Krebszellen und Erbkrankheiten fiihren.
Die Reparaturwege fiir Doppelstrangbriiche sind unter anderem:

1. Homologe Rekombination (homologous recombination): Die HR kann nur wihrend
der S- und der G2-Phase durchgefiithrt werden, da nur in diesen beiden Phasen
des Zellzyklus ein homologes Schwesterchromatid existiert. Da auf dem Schwe-
sterchromatid dieselbe Information gespeichert ist, die urspriinglich auf dem nun
beschiadigten Doppelstrang gespeichert war, kann der Doppelstrangbruch im besten
Fall ohne Informationsverlust repariert werden.

2. Nicht-homologe Endverkniipfung (non-homologous end joining): Dieser Reparatur-
weg findet vor allem wihrend der G1-Phase Anwendung, in der kein homologes
Schwesterchromatid existiert. Durch diesen Mechanismus werden die Enden der
Bruchstiicke direkt miteinader verbunden. Sofern beim Doppelstrangbruch keine
Basen verloren gegangen sind, kann dies zur Wiederherstellung der urspriinglichen
Information fithren. Allerdings ist es ebenso moglich, dass die Reparatur fehlerhaft
verlduft und damit etwa die zuvor erwihnten Translokationen verursacht werden.

Ein im spéteren Verlauf interessanter Aspekt der DNA-Reparatur ist, dass es durch das
Zusammenspiel von verschiedenen Proteinen zur Entstehung von sogenannten Multiprote-
inkomplexen kommen kann, die aus verschiedenartigen Proteinen zusammengesetzt sind.

4 Homotrimerisch bedeuted: aus drei gleichartigen Untereinheiten aufgebaut.
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AuRerdem wird von Bedeutung sein, dass PCNA in der Reparatur von verschiedenen
Arten von DNA-Schéden involviert ist.

2.4 Transfektion

Unter Transfektion wird die Einbringung von Fremd-DNA oder RNA in einen Organis-
mus verstanden. Die Transfektion kann dabei stabil oder transient sein. Bei der stabilen
Transfektion wird die Fremd-DNA in das Genom des transfizierten Organismus eingebaut
und wird damit bei jeder Zellteilung an die Tochterzellen weitervererbt. Bei der transi-
enten Transfektion wird die Fremd-DNA mithilfe von sogenannten Plasmiden oder auch
RNA-Konstrukten in den Organismus eingebracht. Diese werden im Fall der transienten
Transfektion allerdings nicht in das Genom des Organismus integriert und gehen daher
im Laufe der Zeit (zumeist mehrere Tage) aufgrund der Zellteilung und anderer Faktoren
verloren.

2.5 Fluoreszierende Proteine

Bereits 1962 wurde von Osamu Shimomura ein Protein der Qualle Aequorea victoria be-
schrieben, das durch Anregung mit blauem oder ultraviolettem Licht griin fluoresziert
(Shimomura et al., 1962). Nach und nach wurden weitere Proteine entdeckt, die iiber
andere Fluoreszenzeigenschaften verfiigen. Die Bedeutung dieser Entdeckungen liegt dar-
in, dass andere Proteine mit diesen fluoreszierenden Proteinen markiert werden konnen.
Hierzu wird der entsprechende Organismus mit Fremd-DNA transfiziert, woraufhin er das
Protein von Interesse in der fluoreszent markierten Version synthetisiert. Im Normalfall
erfolgt allerdings weiterhin die Synthese von den natiirlich vorkommenden, nicht fluores-
zierenden Proteinen (Diese werden im Folgenden als endogene Proteine bezeichnet). Die
endogenen Proteine sind damit genauso wie die fluoreszierenden Proteine an den in einem
Experiment untersuchten Prozessen beteiligt, sind aber unter dem Fluoreszenzmikroskop
nicht sichtbar.

Inwiefern die fluoreszente Markierung die Eigenschaften des markierten Proteins ver-
dndert, ist Gegenstand der aktuellen Forschung. Soweit dem Autor bekannt liegen keine
Anzeichen dafiir vor, dass die fluorezente Markierung einen wesentlichen Einfluss auf die
Eigenschaften des markierten Proteins hat. Dennoch ist dies nicht auszuschliefen, wes-
halb im Spéteren auch ein Model untersucht wird, dass auf der Annahme unterschiedlicher
Eigenschaften zwischen fluoreszenten und endogenen Proteinen basiert.
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3 Untersuchung spezieller Merkmale von Proteinrekrutierungskurven im

Zusammenhang mit den zugrundeliegenden Prozessen

Die Methode, Proteine fluoreszent zu markieren, ermoglicht es, die Verteilung und Dyna-
mik von Proteinen innerhalb lebender Zellen zu messen (Day and Davidson, 2009). Als
fluoreszent markierte Proteine werden hier Proteine verstanden, die mit einem fluores-
zierendem Protein fusioniert wurden. Mithilfe der Gentechnik werden Zellen derart ma-
nipuliert, dass sie das zu untersuchende Protein in einer fluoreszent markierten Variante
synthetisieren. Anschlieffend wird das Fluoreszenz-Signal der Zelle mit einem Fluoreszenz-
Mikroskop gemessen. Eine Besonderheit dieser Methode liegt darin, dass die Zellen hierfiir
nicht fixiert® werden miissen und die Methode damit die Untersuchung der in lebenden
Zellen ablaufenden Prozesse erlaubt. Da die Intensitit des Fluoreszenz-Signals proportio-
nal zur Konzentration der markierten Proteine ist, spiegelt die zeitliche und rdumliche
Anderung des Fluoreszenz-Signals die Anderung der Proteinkonzentration wider. Durch
den Vergleich des Signals aus einer auf bestimmte Weise behandelten Region (etwa durch
Bestrahlung), mit einer unbehandelten Region ist es moglich, die Antwort der Zelle auf
diese Behandlung zu messen, also etwa die relative Anderung der Proteinkonzentrati-
on aufgrund der Rekrutierung der Reparaturproteine an die beschiadigte DNA. Beispiele
hierfiir sind die Untersuchung des DNA-Reparaturprozesses nach der Erzeugung eines
Schadens(Tobias et al., 2010) oder die Signaltransduktion infolge Licht-induzierter Inter-
aktionen (Strickland et al., 2012).

Werden zwei oder mehr verschiedene Proteinspezies markiert, so konnen aus den Rekru-
tierungskurven Informationen iiber die Interaktionen zwischen den Proteinspezies erhalten
werden, sofern die Konzentrationen der verschiedenen Spezies gleichzeitig gemessen wer-
den.

Um aus den experimentellen Rekrutierungskurven die entscheidenden Informationen
zu extrahieren, bedarf es eines theoretischen Modells. Im Folgenden werden hierzu ver-
schiedene mechanistische Modelle verwendet. Derartige Modelle zielen gemeinhin darauf
ab, die chemischen Ratenkonstanten zu ermitteln, diejenigen Proteine und Reaktionen
zu identifizieren, die fiir den beobachteten Prozess (hier also die DNA-Reparatur) von
entscheidender Bedeutung sind sowie Beweise fiir den Ablauf von Prozessen zu finden,
die nicht direkt messbar sind. Haufig wird in mechanistischen Modellen die Diffusion der
Proteine nicht explizit beriicksichtigt. Dies ist dann eine gute Ndherung, wenn die Rekru-
tierung der Proteine auf einer deutlich ldngeren Zeitskala geschieht als deren Diffusion,
sodass die Proteinkonzentration innerhalb der bestrahlten Region nie erschépft ist.

Um die in Zellen ablaufenden Prozesse moglichst detailgetreu wiederzugeben, enthalten
mechanistische Modelle zumeist eine grofe Anzahl an Proteinspezies und mindestens das
Dreifache dieser Zahl an freien Parametern (Assoziations- und Dissoziationsratenkonstan-
te sowie Anfangskonzentration fiir jede Proteinspezies). Aus dieser grofen Zahl an freien
Parametern folgt, dass mithilfe derartiger Modelle die Daten selbst dann gut gefittet, al-
so reproduziert werden konnen, wenn das Modell unzulissig® ist. Die Tatsache, dass ein
solches Modell die Daten gut reproduziert, ldsst daher nicht zwangsldufig den Schluss zu,
dass das Modell die in der Natur ablaufenden Prozesse tatséichlich abbildet. Ein derartiges
Modell ist demnach nur dann niitzlich, wenn es durch die Verwendung anderer Methoden
zusitzlich bestétigt wird oder die miteinander konkurrierenden Modelle qualitativ so un-

konserviert
Unzuléssig in dem Sinne, dass das Modell durch nachfolgende Experimente oder anderweitige Infor-
mationen falsifiziert wird.

6
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terschiedlich sind, dass trotz der grofen Anzahl an Fit-Parametern nur eines von ihnen
die Daten gut reproduzieren kann. Auch Mueller et al. (Mueller et al., 2010) betonen, dass
verschiedene Modelle hiufig &hnlich gut zur Beschreibung experimenteller Daten geeig-
net sind und Friedland et al. (Friedland et al., 2010) kommen etwa zu dem Schluss, dass
die Assoziations- und Dissoziationsratenkonstanten von Ku70/80 und DNA-PKcs” nicht
zweifelsfrei aus den Daten gewonnen werden kénnen.

In der vorliegenden Arbeit werden daher méglichst einfache Proteinrekrutierungsmodel-
le mit einer geringen Anzahl an freien Parametern verwendet und es wird davon ausgegan-
gen, dass der Satz an Reaktionen, die die Rekrutierung des beobachteten Proteins beein-
flussen, unbekannt ist. Es wird zudem durch den systematischen Vergleich verschiedener
mechanistischer Modelle untersucht, welche Informationen aus Proteinrekrutierungskur-
ven gewonnen werden konnen. Die Modelle beriicksichtigen bis zu drei chemische Spezies,
um die Anzahl der freien Parameter gering zu halten und dennoch Situationen beschreiben
zu konnen, in denen eine Proteinspezies durch eine andere beeinflusst wird. Ein solcher Fall
liegt etwa vor, wenn ein Protein als Ladeplattform fiir andere Proteine fungiert oder wenn
zur Durchfiithrung einer bestimmten Aufgabe das Vorhandensein von mehreren Proteinen
am DNA-Schaden nétig ist.

In diesem ersten Teil der Arbeit wird gezeigt, dass die Art der Interaktion zwischen
den Spezies hiufig anhand der Kurvenform der Rekrutierungskurven abgeschitzt wer-
den kann. Auflferdem werden allgemeine Aussagen dariiber getroffen, in welchen Situa-
tionen die Unterscheidung zwischen den verschiedenen theoretischen Modellen aufgrund
experimenteller Daten moglich ist und unter welchen Bedingungen die Modelle unun-
terscheidbar sind. Schliefilich wird gezeigt, dass in vielen Féllen, in denen die Modelle
zunachst ununterscheidbar waren, die Durchfiihrung von Experimenten bei verschiedenen
Proteinkonzentrationen die Unterscheidbarkeit der alternativen Modelle deutlich erhéht.

3.1 Methoden

Die in diesem ersten Teil der Arbeit verwendeten Modelle bestehen aus zwei bis drei
chemischen Spezies. Eine dieses Spezies ist ein Substrat, etwa ein Einzelstrangbruch in
der DNA, und die anderen Spezies sind Proteine, die an dieses Substrat binden kénnen.
Wir nehmen an, dass die Beziehungen zwischen den Spezies aus Elementarreaktionen
aufgebaut sind:

k
P+Ss % sp (1)
und
k
sp pys. (2)

In diesen Reaktionsgleichungen steht P fiir ein einzelnes Protein, S fiir ein Substrat und
SP fiir ein Protein, das an das Substrat gebunden ist (also beispielsweise ein Repara-
turprotein, das an eine DNA-Schadensstelle gebunden ist). Weiterhin wird mit kg, p—sgp
die Reaktionskonstante® der Hinreaktion (Assoziation) bezeichnet und mit kgp—sg,p die

7 Beide Proteine sind in der nicht-homologen Endverkniipfung, also einem Prozess zur Reparatur von

Doppelstrangschiden, beteiligt.

8 In der Literatur wird als Synonym hiufig auch der Begriff Geschwindigkeitskonstante verwendet.
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Reaktionskonstante der Riickreaktion (Dissoziation). Aufgrund der Annahme, dass die
Rekrutierung der Proteine auf einer lingeren Zeitskala geschieht als deren Diffusion, wird
zur Vereinfachung des Modells die Diffusion nicht beriicksichtigt. Unter der Annahme,
dass die Reaktionsgeschwindigkeiten der obigen Reaktionsgleichungen proportional zu
den beteiligten Konzentrationen sind?, kénnen diese Gleichungen in folgendes System von
Differentialgleichungen fiir die Konzentrationen der chemischen Spezies iibersetzt werden:

d[;f] - _dc[ilt)] :_dc[lf] = kg4p—sp[P1[S]—ksp—s4+p[SP]. (3)

Eine Beschreibung anhand eines solch deterministischen Modells ist dann zuldssig, wenn

die Konzentrationen der chemischen Spezies in dem modellierten Volumen so hoch sind,
dass die stochastische Natur der zugrundeliegenden chemischen Prozesse vernachlissigbar
ist. Andernfalls konnen solch deterministische Modelle wie die hier diskutierten aber im-
mer noch als Naherung sinnvoll und niitzlich sein. Modelle mit mehr als zwei chemischen
Spezies sind im Allgemeinen nicht analytisch 16sbar. Allerdings gibt es fiir bestimmte
Spezialfille durchaus analytische Losungen. Insbesondere gilt dies fiir die Situation, in
der mindestens eine der chemischen Spezies quasi Konstant ist. Dies ist beispielsweise der
Fall, wenn die Konzentration der betrachteten Reparaturproteine wesentlich hoher ist als
die Konzentration der DNA-Schiiden. Im Folgenden wird immer dann die quasi konstant
Approximation (QKA) auf eine Proteinspezies X angewendet, wenn die Konzentration
der frei diffundierenden Proteine [X] wihrend der Dauer des gesamten Rekrutierungs-
prozesses nahe dem Startwert [X,] ist und immer deutlich iiber der Konzentration der
gebundenen Proteine [SX] liegt. Es muss also % ~ 1 und % < 1 gelten.

Die QKA kann im obigen Fall angewendet werden, falls [Py] >> [S,] gilt. Ist zusétzlich
noch die Dissoziationsratenkonstante kgp—sg,p = 0, fithrt dies zu:

PO =[Py], @)
d[Ss d[SP
) B ko ls] (5)

mit k§+p—>sp = kS+P—>SP[pO]-

Die meisten der im Spéteren diskutierten Modelle bestehen aus zwei Proteinspezies und
einem Substrat. Nach Anwendung der QKA auf beide Proteinspezies setzt sich das Modell
nur noch aus linearen Differentialgleichungen zusammen, die analytisch 16sbar sind.

Um die Kurven verschiedener Parameterwerte miteinander vergleichen zu kénnen, wur-
den die Kurven auf ihren Gleichgewichtswert normiert. Dies ist auch dadurch motiviert,
dass in realen Experimenten hiufig die absoluten Konzentrationen nicht bekannt sind und
daher nur relative Anderungen der Proteinkonzentrationen ausgewertet werden konnen.
Damit ergibt sich fiir Gleichung (5) folgende Losung:

[S1(t)/So = e Fsr—sspt (6)

[SP1(t)/So=1—e Fstp—sp’, (7)

In diesem Fall hat das System also nur einen freien Parameter kg, ¢, = kg4 p—sspPo-

Im Folgenden wird zunéchst die Situation diskutiert, in der nur eine Proteinspezies an
das Substrat bindet (beziehungsweise alle anderen real vorkommenden Proteine fiir die In-
teraktion des simulierten Proteins nur eine vernachlédssigbare Rolle spielen). Anschliefend
werden Modelle diskutiert, die das Verhalten von zwei an dasselbe Substrat bindenden
Proteinspezies beschreiben.

9 Siehe Massenwirkungsgesetz.
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3.2 Ergebnisse

3.2.1 Ein-Protein-ein-Substrat-Modell

Das einfachste Modell eines Rekrutierungsprozesses umfasst eine Proteinspezies, ein Sub-
strat, eine chemische Reaktion zur Beschreibung der Bindung des Proteins an das Substrat
sowie zur Beschreibung der Dissoziation vom Substrat entsprechend den Gleichungen (86)
bis (3). Dieses Modell ist analytisch auch ohne die QKA 16sbar. Zunéichst wird die Losung
fiir den Fall mit vernachldssigbarer Dissoziationsratenkonstante hergeleitet und anschlie-
fend die allgemeine Losung.

Fiir kgp—sgp = 0 ergibt sich:

dlsP] _ d[P] _ dIS]
de  dt  dt

= ksip—sp[P][S]. (8)

Um dieses System von Differentialgleichungen zu 16sen, bendtigen wir folgende Gleichung,
die beschreibt, dass die Gesamtanzahl der Teilchen im System erhalten ist (die Teilchen
konnen zwar ihren Bindungszustand &ndern, sie sind nach dieser Anderung aber immer
noch im System vorhanden):

[SP]=P,—[P]=5S,—[S]. (9)

Mit dieser Gleichung kann die Differentialgleichung fiir die Konzentration der Substrate
umgeschrieben werden in:

dfs]

dt = —ksip—sp([S]+ Py —Sp)[S]. (10)

Anschlieffend wird die Methode Separation der Variablen angewendet:

d[S] B
[SIS1+P,—So)

—ksip—sspdt. (11)

Aus der Literatur ist bekannt (Bronstein and Semendjajew, 1989):

_dx 1.
x(ax+b) b

wobei ¢ die Integrationskonstante ist.
Mithilfe von Gleichung (12) kann Gleichung (11) integriert werden mit folgenden Er-
gebnis:

ax+b
X

(12)

1 [S]+P,—S,
— In
Py— S [S]

= —ksip—ospt —c (13)

Umformen von Gleichung (9) ergibt: [S]+ Py — S, = [P] = 0. Daher ist es moglich,
Gleichung (13) ohne Betragsstriche zu schreiben:

[S1+Py—S,
n—

(5] = (kg4p—sspt +)(Py—So) (14)
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Umstellen dieser Gleichung nach [S] und eine geeignete Wahl der Integrationskonstante
([S](t =0) =S, muss erfiillt sein) ergibt die Losung fiir [S]:

_ 5
ﬂ - Po (15)
So e(l_f’_g)kzw—)spt — ‘}9)_0
0
Aus Gleichung (9) folgt nun auch die Losung fiir [SP]:
[SPI(0) R
; _ %
=1-——=& . (16)
So e(l_%)k§+P—>5Pt — %

Py

Fiir den allgemeinen Fall, dass die Dissoziation nicht vernachlissigbar ist, muss das
in Gleichung (3) dargestellte System aus Differentialgleichungen gelost werden. Hierzu
werden zunichst dieselben Schritte angewendet wie zur Herleitung von Gleichung (16)
(Verwenden der Teilchenerhaltung und Separation der Variablen). Dies fithrt zu:

d[S]
[8]2 + (P —S. + ksp—>s54p )S _ kSP_)S+PS = —ks-‘rP—)SPdt (17)
0 0" kg p—ssp ksyp—>sp

In der Literatur ist folgende Formel zum Integrieren derartiger Gleichungen zu finden
(Bronstein and Semendjajew, 1989):

J dx B 1 In 2ax+b—+vb2—4ar
ax*+bx+r +/b2—4ar |2ax+b+vVb2—4ar

mit der Integrationskonstante c. Dies erméglicht die Integration von Gleichung (17) und
ergibt:

+c, (18)

1
b2 —4r

2[S]+b—+vb2—4r
2[S]+ b+ vVb2—4r

= —kgip—spt —¢, (19)

n ‘

mit:

kSP—>S+P

b:PO_SO+ s (20)

kS+P—)SP

ksp—s
SP—>S+P
_2Fotb g

r= 0- (21)

ks p—ssp
Um zu erkennen, auf welche Weise die Betragsstriche in obiger Gleichung wirken (entweder
sie haben keine Wirkung oder sie kehren das Vorzeichen um), wird zunéchst untersucht,
ob 2[S]+ b — v/ b2 —4r negativ ist.

Im ersten Schritt wird berechnet, welche Werte [S] annehmen kann. Das Maxi-
mum ist offensichtlich der Startwert Sy und das Minimum entspricht dem Grenzwert
lim, ,o[S](t) = S*. Dieser Grenzwert ergibt sich daraus, dass die Dissoziationsrate
kg p—ssp[P*][S*] und die Assoziationsrate kgp—sg,p[SP*] im Gleichgewicht sind (hier
stehen S*, P* und SP* fiir die Konzentrationen, die sich in diesem Gleichgewicht einge-
stellt haben). Es muss also folgende Gleichung erfiillt sein:

ds*
dt

= ks+P—>sp[p*][S*] - ksp—>s+p[sp*:| =0 (22)
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Aus der Teilchenerhaltung (Gleichung (9)) folgt P* = S* + Py — Sy und SP* = Sy —
S*. Einsetzen in Gleichung (22) ergibt eine quadratische Gleichung in S*, deren Losung
gegeben ist durch:

ksip—> ksip—>
Py—So + k=2sp (Po—Sp + =252
S* — 5 SP—>S+P + 4 SP—>S+P + kSP_>S+P SO (23)
S+P—SP

Da in diesem Modell fiir t = 0 s noch keine Proteine an ein Substrat gebunden sind

(SP(t =0)=0), ist der Wert von % niemals positiv. Daher wird [S] monoton abfallen

von S, auf S*. Dementsprechend sind die moglichen Werte fiir [S] gegeben durch:
So=[S]=S" (24)
Damit gilt also folgende Abschitzung:
2[S]+b—vb2—4r >28*+b— Vb2 —4r=0. (25)

Die Betragsfunktion in Gleichung (19) hat also keine Auswirkung, weshalb die Gleichung
auch geschrieben werden kann als:

1 2AS)+b—VB =4 _ .
Vb2 —ar 2[S]+b+vbZ—4r TS

Umstellen dieser Gleichung nach [S] und die Verwendung von [SP] = S, —[S] ergibt
die allgemeine Losung dieses Modells:

(26)

S0
[SPY(D) _,_ —e RS (g, 4 4)) 44, g, )
So z(e(—fa—gk;},_,spﬁqa)qz 1)
mit
P k
q1:5—0(1+kﬁ”_’¢)—1, (28)
0 S+P—>SP
4Pyk
42 = J (@) + o, (29)
0™Ss+p—sp
1. 2+4q,—
q; = ) P Sk L (30)
9 2+q1+q

Das Maximum dieser Funktion SP* entspricht dem Grenzwert lim,_,o,[SP](t) und ist
gegeben durch:

SP* 2 P
ISP _ @ (q—1+1) -2 (31)
So 2 2 So
Fiir den Fall, dass die QKA anwendbar ist, vereinfacht sich die Losung zu:
d[SP] d[S]
ic di ks, p—ssplS1—ksp—ss4p[SP] (32)
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mit kg, p_ssp = ksip—ssp[Po] und

SP|(t —(k*
—[ S].;l)i ) =1—e (kS+P—>SP+k5P_)S+P)t (33)
mit SP* = ﬁ. Interessanterweise enthélt diese Losung die zwei Ratenkonstan-
1+ $E—=5+P
S+P—>SP

ten nur als Summe k°T = kg, p—ssp[Py] + kgp—sgip. Falls die Proteinkonzentration also
wesentlich hoher als die Substratkonzentration ist, kann aufgrund der auf das Maximum
normierten Kurven nicht darauf geschlossen werden, ob Dissoziation eine Rolle spielt oder
nicht. Ein Fit der Daten wiirde in diesem Fall nur den Wert von k° liefern, nicht aber
den Wert der einzelnen Ratenkonstanten kg, p—sgp und kgp—sgip.

Zusatzlich ergibt sich aus Gleichung (33), dass eine Erh6hung der Dissoziationsraten-
konstante kgp—sgp einen dhnlichen Effekt hat wie die Erhéhung von kg ,_, ¢, Auch wenn
dies auf den ersten Blick gegen die Intuition erscheinen mag, so liegt der Grund fiir diesen
Effekt darin, dass die Erh6hung von kgp—sg,p den Wert des absoluten Maximums (also
ohne Normierung) senkt, gleichzeitig aber nur eine geringe Wirkung auf die anfingliche
Steigung der nicht normierten Kurve hat, da der Wert von [SP](t) in der Anfangsphase
sehr gering bzw. am Startpunkt sogar gleich Null ist. Beides fiihrt dazu, dass eine Erho-
hung der Dissoziationsratenkonstante eine Zunahme der Steigung der normierten Kurve
bewirkt.

=
o

o
o

0.63

o
I

=
N
|
|

Konzentration rel. zum Maximum

Zeit (in willk. Einh.)

Abbildung 1: Dargestellt ist die Wirkung einer Variation von S; im Modell mit einem
Protein, einem Substrat und nicht vernachlissigbarer Dissoziationsraten-
konstante. Farbige Kurven: Exakte analytische Losung (Gleichung (27))
normiert auf SP* (Gleichung (31)) mit Py = 6 - 103, kg,p—ssp = 1074,
ksp—ss+p = 1072, Der Wert von Sy nimmt von der untersten Kurve (blau,
So = 6-10%) bis zur obersten Kurve (griin, S;—500) ab. Graue Kurve: QKA
Losung (Gleichung (33)) mit k, ,_,c, = 0.6 und kgp—sg,p = 1072 Der Aus-
schnitt zeigt den Bereich, in dem die blaue Kurve die griine Kurve schneidet,
mit einer 15-fachen Vergroferung. Die roten gestrichelten Linien dienen zur

Parameterabschitzung entsprechend der Beschreibung im Haupttext.

Abbildung 1 zeigt die normierten Rekrutierungskurven dieses Modells fiir verschiede-
ne Werte von Sy. Eine Besonderheit dieses Modells ist, dass die Rekrutierungskurven
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verschiedener Parameterwerte sich gegenseitig schneiden konnen (siehe vergroferter Aus-
schnitt in Abbildung 1). Dies ist unmoglich, falls die Dissoziationsratenkonstante gleich
Null ist. Zusétzlich kann man erkennen, dass mit abnehmendem S, die Kurven gegen die
aus der QKA resultierende Losung (graue Kurve in Abbildung 1) konvergieren.
SchlieRlich wird in Abbildung 1 auch demonstriert, wie man den Parameter kT anhand
der Kurven ablesen kann: Zuerst wird ein beliebiger Punkt auf der Kurve gewihlt, etwa
der Startpunkt bei t = 0 s. Dann muss die Differenz dieses Funktionswertes (also Null)
zur Asymptote (deren Wert bei 1 liegt) bestimmt werden. Anschliefend wird ein zweiter
Funktionswert gewihlt, dessen Differenz zur Asymptote um den Faktor % ~ 0.37 kleiner
als die vorige Differenz ist. In dem hier betrachteten Fall entspricht das also dem Punkt mit
dem Funktionswert 0.63. Das Zeitintervall zwischen den beiden auf diese Art gew#hlten
Punkten gibt nun das Inverse der Ratenkonstante an. In diesem Fall ist das Zeitintervall
1.6 s und damit erhalten wir niherungsweise: kg, ,_,.p + ksp—sg4p R~ % ~ 0.63.
Zusammenfassend sind die Kurven dieses Ein-Protein-ein-Substrat-Modells also mo-
noexponentiell, falls die QKA anwendbar ist. Die Assoziations- und Dissoziationsraten-

konstanten konnen in diesem Fall nicht seperat voneinander bestimmt werden. Es ist
*
S+P—>SP

Kurve zu gewinnen. Wenn die QKA nicht zutrifft, sind die Kurven nicht monoexponen-
tiell und zum Fitten der Daten sollte Gleichung (16) (vernachlissigbare Dis.) oder (27)
(nicht vernachlédssigbare Dis.) verwendet werden. Im Fall einer vernachlissigbaren Dis-

lediglich moglich, den Wert der Summe k + kgp—ss,p aus dem Fit der normierten

soziationsratenkonstante konnen aus derartigen Fits die Parameter k3, ,_,c, und So/Py
abgelesen werden und im Fall einer nicht vernachldssigbaren Dissoziationsratenkonstante
die Parameter ki, o, So/Po und ksp—ss54p/ks, pssp-

Aufgrund der Einfachheit der moglichen Kurvenformen wird hiufig ein Fit von Glei-
chung (16) (vernachldssigbare Dis.) auch dann verhiltnisméfig gut ausfallen (also ei-
ne geringe Abweichung zu den experimentellen Daten haben), wenn der Wert von
ksp—ss+p/ks, p—ssp in der Realitdt gar nicht klein ist, also die Dissoziation nicht ver-
nachléssigbar ist. In diesem Fall konnte man also aufgrund des erfolgreichen Fits falschli-
cherweise zu dem Schluss gelangen, dass die Dissoziation vernachléssigbar ist. Solange also
keine zusétzlichen Informationen {iber die Dissoziationsratenkonstante kgp—sg.,p vorliegen
(etwa durch FRAP-Experimente, wie sie ihm spateren Teil dieser Arbeit vorgestellt wer-
den) oder iiber die absoluten Konzentrationen, ist es nicht moglich, den Wert von k3, <,
aus derartigen Rekrutierungskurven zu extrahieren. Allerdings wird ein Fit von Gleichung
(16) die obere Grenze fiir kg ¢,
tenkonstante nicht grofer als k;

angeben. Unter der Annahme, dass die Dissoziationsra-
s1+p—ssp 18, kann man zusétzlich davon ausgehen, dass der
reale Wert von kg, ., irgendwo zwischen dieser oberen Grenze und deren Hilfte liegt.
Daher kann zumindest die Grofenordnung des Parameters kg, .., abgeschitzt werden.
Beispielsweise ergab die Parameterabschétzung der grauen Rekrutierungskurve in Abbil-
dung 1 einen Wert von kg , ¢, + ksp—sgip ~ 0.63. Hieraus folgt also kg ., < 0.63.
Wenn es zusétzlich noch Hinweise darauf gibt, dass im Gleichgewicht mindestens die Half-
te der Substrate ein Protein an sich binden, fiihrt dies zu kg, ¢, = ksp—>g4p. Damit ist
also der hochste Wert fiir kgp—sg,p und der niedrigste Wert fiir kg, ., gegeben durch:
ksp—ss+p = ki, p—sgp = 0.63/2.

Immer dann, wenn ein solches Ein-Protein-ein-Substrat-Modell beim Fitten der experi-
mentellen Daten versagt, ist dies ein Hinweis darauf, dass zusétzliche Proteine im Rekru-
tierungsprozess beteiligt sind und die Rekrutierung des betrachteten Proteins beeinflussen.
Typischerweise fiihrt dies zu Rekrutierungskurven mit komplizierterem Kurvenverlauf als
den in diesem Abschnitt diskutierten Kurven. Um zu verstehen, auf welche Weise ein zu-

sitzliches Protein die Dynamik des beobachteten Proteins beeinflussen kann und wie sich
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dies in den Kurvenformen bemerkbar macht, werden im néichsten Abschnitt verschiedene
Modelle mit zwei chemischen Spezies und einem Substrat diskutiert. Die zweite chemische
Spezies muss hierbei nicht zwangsliufig ein weiteres Protein sein, es konnte sich auch all-
gemein um eine beliebige Molekiilart handeln, die einen Einfluss auf die Ratenkonstanten
des beobachteten Proteins hat.

3.2.2 Zwei-Proteine-ein-Substrat-Modelle

In diesem Abschnitt werden verschiedene Modelle diskutiert, die zwei Proteinspezies A und
B sowie ein Substrat S beriicksichtigen. Der Einfluss eines zusétzlichen Proteins kann sich
auf die Assoziations- und die Dissoziationsratenkonstante des beobachteten Proteins er-
strecken und diese Ratenkonstanten sowohl erhéhen als auch herabsetzen. Die analytische
Losung des vollen Modells (ohne QKA) ist sehr komplex und beinhaltet hypergeometrische
Reihen. Daher beschrinkt sich diese Arbeit auf die Fille, in denen die QKA anwendbar ist,
was im Ubrigen auf die meisten Rekrutierungs-Experimente (einschlieRlich der im zweiten
Teil dieser Arbeit untersuchten Experimente) zutrifft. Die QKA bedeutet hier also, dass
[Ag]l >> [So] und [By] >> [S,] gilt (die beiden Proteinspezies liegen in deutlich hherer
Konzentration vor als die DNA-Schéden).

Mit [SA] bzw. [SB] wird die Konzentration von an das Substrat gebundenem A bzw.
B bezeichnet und [SAB] steht fiir die Konzentration des Komplexes, in dem sowohl A als
auch B gemeinsam an das Substrat gebunden sind. [S] ist abermals die Konzentration von
ungebundenem Substrat. kg, a—ssa (ksyp—ssp) gibt die Assoziationsratenkonstante von A
(B) an fiir den Fall, dass B (A) nicht bereits an das Substrat gebunden ist, wohingegen
kspin—sap (ksarp—ssap) fiir die Assoziationsratenkonstante steht, falls B (A) bereits an
das Substrat gebunden ist. Die entsprechenden Dissoziationsratenkonstanten sind durch

ksa—ss+a, ksap—ssp+a, kKsp—s+p und ksap—sasp gegeben.
Das Modell besteht aus folgendem System von Differentialgleichungen:

d[S] s ;
dr —(kg p—ssa t ksp—ssp)[S1+ ksp—s15[SB] + ksa—s+a[SA], (34)
d[SA] . .
i kg ia—ssalS]1+ ksap—ssa18[SAB] — (ksa—ss+a t kgpsp—ssap)[SA], (35)
d[SB] . .
dr kg p—ssplS]1+ ksap—ssp+al SAB] — (kg p—ssap + ksp—ss5+5)[SB], (36)
d[SAB] . i}
T kspia—ssaslSB1+ ksp p—s5a SAl — (ksap—ssp1a + ksap—ssar8)[SAB]  (37)

mit kg, 54 = Kssa—s480, Kspia—ssap = Kspra—sapAo: K p—ssp = ksyp—spBo und
kspnip—ssap = Ksarp—sapBo- Die Summe all dieser Gleichungen ist gleich Null, da die
Gesamtkonzentration von gebundenem und ungebundenem Substrat sich nicht &ndern
kann (entspricht der zuvor erwahnten Teilchenerhaltung).

Zur besseren Verstindlichkeit werden im Folgenden bestimmte Versionen dieses Modells
(in denen etwa nur eine der Raten durch das zweite Protein beeinflusst wird) einzeln be-
sprochen. Durch Kombination der sich hieraus ergebenden Erkenntnisse geben diese jedoch

auch iiber den allgemeinen Fall (Beide Raten werden gleichzeitig beeinflusst) Aufschluss.
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Im ersten Schritt werden Modelle diskutiert, in denen alle Dissoziationsratenkonstan-
ten (kSA_>S+A7 kSAB_)SB+A7 kSB_)S+B und kSAB_>SA+B) als Vernachliissigbar angenominen
werden und in denen die Assoziationsratenkonstante von mindestens einer Proteinspezies
durch eine andere Spezies beeinflusst wird (kg,z—ssp 7 Ksar—>s545)- Dem schlieft sich die
Untersuchung iiber solche Fille an, in denen die Dissoziationsratenkonstanten nicht ver-
nachléssigbar sind und in denen die Assoziationsratenkonstanten unbeeinflusst durch die
jeWeilS andeI‘e PTOteinSpeZieS Slnd (ks+A_)SA - kSB+A_)SAB und ks+B_)SB - kSA+B_)SAB)

3.2.3 Protein A beeinflusst die Assoziationsratenkonstante von Protein B

Héaufig geschieht die Assoziation eines Proteins auf einer kiirzeren Zeitskala als dessen
Dissoziation. Wenn die Rekrutierungskurven auf einer Zeitskala analysiert werden, auf
der die Dissoziation nicht relevant ist, konnen die Dissoziationsratenkonstanten kgy—sg 4,
ksag—ssB+as Ksp—ss+p und kgap—ssarp gleich Null gesetzt werden. Zusétzlich wird in die-
sem und den folgenden Modellen davon ausgegangen, dass die QKA anwendbar ist und
dass die Assoziationsratenkonstante des Proteins A unabhingig vom Bindungszustand
des Proteins B ist (kg,p—ssa = kspia—ssag)- Demgegeniiber wird die Assoziationsraten-
konstante von Protein B als beeinflusst von der Gegenwart der Proteine A angenommen
(ks1p—ssB # ksarp—ssap). Wie im weiteren Verlauf gezeigt wird, kann der allgemeine Fall,
in dem die Proteine gegenseitig ihre Assoziationsratenkonstanten beeinflussen, aus dem
hier diskutierten Spezialfall abgeleitet werden. Die Differentialgleichungen dieses Modells
sind gegeben durch:

d[S] . .
dr (kg a—ssa+ Ksip—ss5)[S], (38)
d[SA] . §
dt = kS+A—>SA[S] - k5A+B—>5AB[SA] 5 (39)
d[SB] . i}
dt = kS+B—>SB[S] _ks+A—>5A[SB]’ (40)
d[SAB] . §
dt = kg a—sal SBI+ksy 5 sap[SA]. (41)
Die Losung fiir [S](t) ist trivial:
[S](t) = Soe_(:k;+A—>SA+kz+B—>SB)t. (42)

Hiermit kann Gleichung (40) umgeschrieben werden in:

d[SB]
— —k*
dt s

Dies ist eine inhomogene, lineare, gewohnliche Differentialgleichung, die mithilfe der Stan-
dardmethode Variation der Konstanten gelost werden kann, um [SB](t) zu erhalten:

* *
(kg a—s>sat ks p—r58)t (43)

SB]+ ki Soe

+A->SA[ S+B—SB

[SB](t) =Sy(1— e_k§+B—>SBt)e_k§+A—>SAt ) (44)

Mithilfe derselben Schritte kann auch Gleichung (39) gelost werden:

Sok x x x
[SA](t) = — - StATSA - (—e_(kS+B—)SB+kS+A—>SA)t + e Ksarp—sat) |
Ksia—ssa T Ksip—ssp — Ksarp—sas

(45)
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Nach Einsetzen von [SB](t) und [SA](t) in Gleichung (41) muss nur noch deren rechte
Seite integriert werden. Daraus ergibt sich:

[SAB](t) = So (1 — e Fsea—sa’ — [SA](1)) . (46)

Da Protein A in diesem Modell nicht beeinflusst wird, entspricht die Rekrutierungs-
kurve von A derjenigen aus dem bereits diskutierten Ein-Protein-ein-Substrat-Modell.
Fiir den Spegzialfall kg p ,cp >> kg, , sc,, in dem die Rekrutierung von B néherungs-
weise abgeschlossen ist, bevor [SA] iiberhaupt in nennenswertem Umfang aufgebaut
wurde, entspricht auch die Rekrutierungskurve von B derjenigen aus dem Ein-Protein-
ein-Substrat-Modell. Dementsprechend macht sich in diesem Fall die Beeinflussung durch
das Protein A nicht in den Rekrutierungskurven von B bemerkbar. In allen anderen Féllen
(ks p—ssap = Koyp—ssp und kgu p soun < ki p scp), in denen A entweder die Assozia-
tionsratenkonstante herauf- oder herabsetzt, wirkt sich diese Beeinflussung auf die Form
der Rekrutierungskurven von B aus. Aufgrund der qualitativ unterschiedlichen Wirkung

auf die Kurvenform werden diese beiden Fille allerdings getrennt voneinander diskutiert.

3.2.3.1 Protein A erhoht die Assoziationsratenkonstante von B

In diesem Abschnitt wird der Fall kg, » o, > kg, p ,op analysiert, in dem also die
Assoziationsratenkonstante von B durch Protein A erh6ht wird. Abbildung 2 zeigt, dass
bei geeigneter Wahl der Parameter , wie etwa bei der blauen und violetten Kurve, die
Rekrutierungskurve von B (also die Gesamtkonzentration von gebundenem Protein B:
[SB](t) + [SAB](t)) eine positive zweite Ableitung aufweist. Die Steigung der Rekru-
tierungskurve nimmt also in der Anfangsphase zu. Um herauszufinden, unter welchen
Bedln ungen die zweite Ableitung der Rekrutierungskurve positiv ist, muss die Ableitung

dt I+ d[SAB]) gebildet werden:
d(d[SB] " d[SAB]) B d(k}, p_ssplST+ kS 5 ssa[SAD i d[s] .. d[SA]
dt = dt S+B—SB” 4t SA+B—SAB ™ ¢
= —ks g5 (Ksia—ssa + Ks15—s8) ST+ kgpp—5a8(Ks a—s54lS 1= Kspi p—s55[SAD
(47)

Da wir uns nur fiir die Anfangssteigung interessieren, konnen wir die Startwerte [S] =S,
und [SA] = 0 einsetzen und erhalten:

d(d[SB d[SAB])

*
+ kS+B—)SB

k;+B—>SB(kS+A—>SA )SO + k§A+B—>SAB k;-&—A—)SAS (48)

dt

Durch Umformen ergibt sich hieraus, dass die zweite Ableitung der Rekrutierungskurve
dann positiv ist, falls gilt:

k¥ k¥
— —
Z’:-}_B SAB > ki+B SB +1 (49)
S+B—SB S+A—SA

Unter realen Bedingungen kann die anfingliche Zunahme der Steigung jedoch durch die
Streuung der experimentellen Daten verdeckt werden. Je grofier die linke Seite von Glei-
chung (49) im Vergleich zur rechten Seite ist, desto eher kann diese Eigenschaft der Kurve
trotz des Rauschens erkennbar sein.

Auch im Fall, dass keine nach oben gerichtete Kriitmmung der Kurve sichtbar ist (wie
etwa in der griinen Kurve in Abbildung 2A), ist die Steigung der Kurve aufgrund der
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Abbildung 2: Rekrutierungskurven des Modells, in dem Protein A die Assoziationsraten-

konstante von B erhoht. kg, , .o, = kgp, 1 ey = 0.3 und kg, p o0n =

0.1,0.5,5 von der untersten zur obersten durchgezogenen Kurve. A)
Ksip—sp = 0-1Kgs g s5ap-
mierten Rekrutierungskurven von Protein B, die gepunktete Kurve fiir

Die durchgezogenen Kurven stehen fiir die nor-

die Rekrutierungskurve von A und die roten, gestrichelten Kurven wer-
den zur Abschétzung der Ordnung der Parameter verwendet. Diese Ab-
schiatzung fihrt zu: ki ~ & ~ 0.77 fiir die steilste Kurve, sowie

S+B—SB "~ 13

K gy A 1072 und ki, 5 soan A m ~ 0.097 fiir die unterste Kur-
ve. Abhingig von der Wahl der Parameter zeigen die Kurven eine Zunahme
der Anfangssteigung. B) Bis auf kg, ..
wie in A) verwendet. Die Kurven zeigen immer eine Zunahme der Anfangs-
steigung, wodurch dieser Fall von der Situation kg , .. > 0 unterschieden
werden kann. Zusétzlich fiihrt im Fall kg, .., = 0 eine Erhéhung von B,
dazu, dass sich die Rekrutierungskurven von B denjenigen von A annihern
und im Grenzfall fiir beliebig hohes By sogar gleichen. Dies ist nicht der Fall,

solange k3., ,.p > 0 gilt.

= 0 wurden dieselben Parameter

Beeinflussung durch das zweite Protein steiler als im Fall einer Exponentialfunktion mit
Exponenten k§+B. Der Spezialfall k;+B—>SB =0, in dem Protein B also nicht ohne A bin-
den kann) ist durch eine Anfangssteigung von Null charakterisiert (sieche Abbildung 2B).
Im realen Experiment mag die zeitliche Auflésung zu gering oder das Rauschen zu grof
sein, um diese Eigenschaft der Kurve zu erkennen. Wenn allerdings mehrere Experimente
zu verschiedenen Werten von B, (der Gesamtkonzentration des beobachteten Proteins)
durchgefiihrt werden, ist es moglich, den Fall k3, ., ., = 0 auch dadurch zu identifizie-
ren, dass mit zunehmendem B, die Rekrutierungskurven von B asymptotisch gegen die

Rekrutierungskurve von A gehen:

lim  [SAB](t) = Sp(1—e Ksta—sah) (50)

* 0o

SA+B—SAB
Der Grund hierfiir ist, dass in diesem Fall Protein B eben nicht ohne die Anwesenheit von
A binden kann und die Rekrutierungskurve von B damit nur der Rekrutierungskurve von
A folgen kann bzw. im Extremfall von unendlich hohem B, der Kurve von A entspricht
(siehe Abbildung 2B). Demgegeniiber kann die Rekrutierungskurve von B mit zunehmen-

dem B beliebig steil werden, falls kg .., > 0 gilt, da die Rekrutierung von B dann
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auch ohne die Anwesenheit von A stattfinden kann (siehe Abbildung 2A). Falls das beein-
flussende Protein nicht bekannt ist und damit dessen Rekrutierungskurve nicht gemessen
werden kann, so hilft dieses Kriterium dennoch, die zwei Félle zu unterscheiden: Gilt

ks, p—ssp = 0, dann werden sich die Rekrutierungskurven von B ab einem bestimmten
Wert von B, kaum noch &ndern, sollte B, weiter erhoht werden. Im Fall kg , .., > 0

fiihrt eine Erh6hung von B, dagegen immer zu einer Zunahme der Anfangssteigung der
Rekrutierungskurve von B, unabhingig davon, ob By bereits sehr hoch ist. Wenn das Pro-
tein A unbekannt ist, kann es natiirlich sein, dass die natiirliche Schwankung von A, dazu
fithrt, dass die Rekrutierungskurven von A von Experiment zu Experiment unterschiedlich
sind. Dies erschwert die Anwendung des soeben beschriebenen Kriteriums. Allerdings hilft

auch hierbei das Wissen, dass im Falle von k > 0 die Rekrutierung von B bei einer

S+B—SB
Zunahme von B, auf einer beliebig kurzen Zeitskala stattfinden kann. Demgegeniiber ist
die Zeitskala, auf der die Rekrutierung von B im Fall kg, ... = 0 stattfindet, durch die

Rekrutierung von A begrenzt.

. * *
Die Parameter kg p oo und kg, . soin

der spiten Rekrutierungsphase abgeschitzt werden. Die Kurvenform ist in diesen Phasen
hauptsichlich durch den Wert von kg 5, op baw. kg, p o ,p bestimmt. Die Anfangsstei-
gung der Rekrutierungskurve von B ist identisch mit kg , .. (da zu diesem Zeitpunkt
Protein A noch gar nicht gebunden ist) und sollte zumindest grob anhand realer Rekrutie-
rungsdaten abgeschiitzt werden konnen. Falls kg . op > ki, , sc, gilt, kann alternativ
auch der Zeitpunkt ermittelt werden, an dem die normierte Rekrutierungskurve den Wert
1—1/e ~ 0.63 erreicht. Dieser Zeitpunkt ist eine grobe Ndherung von 1/k3. . ,.p
Abschiitzung der Grofenordnung dieses Parameters. Je kleiner kg , ., im Vergleich zu
ks, p—ssp ist, desto genauer ist diese Abschitzung. Die anhand der griinen Kurve in Ab-
bildung 2A durchgefiihrte Abschéitzung fiihrt etwa zu k3, o, ~ %3 ~ 0.77, wohingegen
der tatsichlich in dieser Simulation verwendete Wert fiir diese Kurve bei kg, .., = 0.5
lag. Die Abweichung kommt gerade dadurch zustande, dass Protein A die Assoziationsra-

konnen iiber die Betrachtung der frithen und

zur

tenkonstante heraufsetzt und die Kurve hierdurch steiler wird.

Falls das Protein B langsamer rekrutiert wird als A, kann der Wert von kg, ., ¢ .»
aus der spiten Phase der Rekrutierung abgeschiitzt werden: Hierzu muss gemessen wer-
den, in welchem Zeitintervall die Differenz zur Asymptote, die den Wert 1 annimmt, auf
1/e ~ 37% der Differenz zu Beginn dieses Zeitintervalls gefallen ist. Im vergrofert darge-
stellten Ausschnitt in Abbildung 2A ergibt sich etwa folgendes: Zunéchst wird der Punkt
ausgewahlt, an dem die Kurve den Funktionswert 0.9 zum Zeitpunkt t = 26.5 s aufweist.
Die Differenz zur Asymptote ist an dieser Stelle 1 —0.9 = 0.1. Nun muss derjenige Zeit-
punkt gefunden werden, an dem die Differenz von Asymptote und Kurve 0.37-0.1 = 0.037
entspricht, also den Wert 1 —0.037 = 0.963 annimmt. Der entsprechende Zeitpunkt ist
t =36.8 s Damit ergibt sich die Abschétzung kg, ; ,c.5 ~ m ~ 0.097, wohingegen
in dieser Simulation tatséchlich der Wert kg,., ..., = 0.1 verwendet wurde. Die Ab-
schitzung ist also sehr gut, da zu diesem Zeitpunkt die Rekrutierung von A fast komplett
abgeschlossen ist (graue, gepunktete Kurve in Abbildung 2A) und die Rekrutierungskur-
ve von B ab diesem Zeitpunkt sehr gut durch eine monoexponentielle Funktion mit dem
Parameter kg, . .., gendhert werden kann.

Ein Beispiel fiir reale Daten, die eine positive zweite Ableitung zu Beginn der Rekru-
tierungsphase zeigen, sind die Kurven von 53BP1, die von Tobias et al. (Tobias et al.,
2010) gemessen wurden. Tatséchlich ist auch bekannt, dass die Bindung von 53BP1 von
anderen Proteinen abhéingt, so wie es in dem hier vorgestellten Modell beschrieben wird.

Im Allgemeinen wird sich eine Zunahme der Anfangssteigung dann zeigen, wenn das ge-
messene Protein mit deutlich hoherer Rate bindet, sobald ein anderes Protein bereits am
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Substrat gebunden ist. Alternativ konnte die Beeinflussung der Assoziationsratenkonstan-
te auch durch eine Modifikation der DNA zustande kommen, etwa einer Phosphorylierung.
Es ist daher entscheidend, darauf zu achten, ob die Rekrutierungskurven eine Zunahme
der Anfangssteigung zeigen. Dies ist immerhin ein Indikator fiir die Beeinflussung des
beobachteten Proteins und kann damit zu wertvollen Erkenntnissen fithren.

3.2.3.2 Protein A verringert die Assoziationsratenkonstante von B

In diesem Abschnitt wird der Fall kg, 5 ,c.n < Ko, 5o

einen verringernden Einfluss auf die Assoziationsratenkonstante von B hat. Abbildung 3A

diskutiert, in dem Protein A

zeigt typische Rekrutierungskurven fiir diese Situation. Nachdem die Konzentration von
gebundenem A hoch ist, wird die Rekrutierung von B deutlich verlangsamt (violette Kurve
bei etwa t =5 s) und die Steigung der Rekrutierungskurve von B nimmt dementsprechend
deutlich schneller ab (violette Kurve bei etwa t = 5 s) als dies in einer monoexponentiellen
Funktion mit dhnlicher Anfangssteigung moglich wére (graue durchgezogene Kurve). Auch
ein Drei-Parameter-Fit des Ein-Protein-ein-Substrat-Modells mit Dissoziation (Gleichung
(27)) schliigt fehl (der entsprechende Fit ist der Ubersichtlichkeit wegen nicht dargestellt).
Der Grund hierfiir ist folgender: Die Kriimmung in der Rekrutierungskurve von B wird
dadurch hervorgerufen, dass die Konzentration von gebundenem A so gut wie geséttigt
ist und nicht, wie im Fall der Ein-Protein-ein-Substrat-Modelle, durch die Entleerung der
Bindungsstellen fiir B. In den Ein-Protein-ein-Substrat Modellen erfolgt die Kriimmung
der Rekrutierungskurve namlich aufgrund der Tatsache, dass die Konzentration von S
gegen Null geht. Dies ist in dem hier betrachteten Modell nicht der Fall. Der starke Abfall
der Steigung der Rekrutierungskurve (im weiteren Knick genannt) kann in diesem Modell
durchaus auch dann stattfinden, wenn die Konzentration von gebundenem B ([SB](t) +
[SAB](t)) noch weit von der Sittigung entfernt ist.

Ein interessanter Spezialfall ist durch kg, , ..., = 0 gegeben (Abbildung 3B). Hier
verhindert Protein A die Assoziation von B und die Konzentration von gebundenem B
kann beschrieben werden durch:

1

[SBI(t) + [SAB](t) = So(1 — —————)e Ksua—sa™sip—sp)", (51)
1 4 kf+A—>SA
S+B—>SB

Entsprechend dieser Gleichung ist die Rekrutierungskurve von B monoexponentiell. Da-
her konnen die Kurven in diesem Fall nicht von denjenigen der Ein-Protein-ein-Substrat-
Modelle unterschieden werden und man kénnte falschlicherweise zu dem Schluss kommen,
dass Protein B unbeeinflusst ist. Sollte allerdings auch die Konzentration von A bekannt
sein (etwa ein Protein, von dem man vermutet, dass es B beeinflusst), ist eine Unterschei-
dung dieser Fille moglich: Falls B durch Protein A blockiert wird (k; ALB—SAB — 0), fiithrt
eine Erh6hung von A, zu einer Verringerung des absoluten Maximums der Rekrutierungs-
kurve von B (siche Abbildung 4). Im anderen Fall, in dem B also unbeeinflusst durch A
ist, sollte es keinen Zusammenhang zwischen dem Wert von A, und dem Wert des abso-
luten Maximums der Rekrutierungskurven von B geben. Besteht also der Verdacht, dass
ein bestimmtes Protein ein anderes Protein blockiert, kann dieser Test zur Uberpriifung
verwendet werden.

3.2.3.3 Protein A beeinflusst die Assoziationsratenkonstante von B (Dissoziation ist re-
levant)

Kann die Dissoziationsratenkonstante von B nicht vernachlissigt werden, sind ansonsten
aber alle Bedingungen gleich denjenigen aus dem vorigen Abschnitt (QKA ist anwendbar,
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Abbildung 3: Rekrutierungskurven des Modells, in dem Protein A die Assoziationsraten-

: * J— * — * p—
konstante von B verringert. k3., o, = kip 4 yo,p = 0.3 und kg 5 yop =

0.1,0.5,5 von der untersten zur obersten durchgezogenen Kurve. A)
Ksarp—ssap = 0-1kg, p—sp-
mierten Rekrutierungskurven von Protein B, die gepunktete Kurve fiir die

Die durchgezogenen Kurven stehen fiir die nor-

Rekrutierungskurve von A und die durchgezogene, graue Kurve ist ein mo-
noexponentieller Fit. Die gestrichelten Linien dienen der Parameterabschét-
zung und fiihren auf: kg, o o, &~ 47+20 ~ 0.05. Nachdem das gebundene A
eine hohe Konzentration erreicht hat, wird die Rekrutierung von B erheblich
langsamer und die Steigung der Rekrutierungskurve von B nimmt dement-
sprechend deutlich schuneller ab (violette Kurve bei etwa t = 5 s), als dies
in einer monoexponentiellen Funktion mit dhnlicher Anfangssteigung mdog-
lich wiire (graue durchgezogene Kurve). B) Bis auf k¢, , ,.,; =0 wurden
dieselben Parameter wie in A) verwendet. Die Kurven haben immer eine

monoexponentielle Form.

kS+A—>SA = kSB+A—>SABa kS+B—>SB 7é kSA+B—>SA37 kSA—>S+A = kSAB—>SB+A =0, kSB—>s+B =
ksap—ssarp > 0), ist das System aus Differentialgleichungen fiir dieses Modell gegeben

durch:

d[S] \ \

dr —(ksya—ssat Ko p—ssp)[S]+ ksp—s5.5[SB], (52)
d[sA] . )
dt = kS+A—)SA[S] + kSB—>S+B [SAB] - kSA+B—>SAB [SA] s (53)
d[SB] . .

dt = kS+B—>SB [S] - (ks+A—>5A + kSB—>S+B)[SB] 5 (54)

d[SAB] . .
T = ks+A—>5A[SB] + kSA+B—>SAB [SA] - kSB—>S+B [SAB] . (55)

Das Addieren der ersten und dritten dieser vier Gleichungen sowie das Addieren der

zweiten und vierten Gleichung fiihrt zu:
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Abbildung 4: Rekrutierungskurven des Modells, in dem Protein A die Assoziationsra-
tenkonstante von B verringert: Spezialfall kg, . ,o.. = 0 (A blockiert
B). kg p—ssa = kipin—ssay = 0.3 (durchgezogene Kurven), k

kipin—ssag = 1.2 (gestrichelte Kurven), kg ., .., =0.5 und k3, . p yo,n =

0. Die Rekrutierungskurve von B im Fall mit niedrigem A, (durchgezogene

* —
S+A—SA

blaue Kurve) weist ein hoheres Maximum auf als die Rekrutierungskurve
von B im Fall mit hohem A, ( gestrichelte griine Kurve). Diese Eigenschaft
hilft zur Unterscheidung zwischen diesem Modell (A blockt B) und den Ein-
Substrat-ein-Protein-Modellen ohne Beeinflussung.

@ = kg, p—s4([S]+[SB]), (56)
d([sA] d+t[SABD =k psa((S1+SBD). (57)

Diese Differentialgleichungen entsprechen denen aus dem Methodenteil bekannten Dif-
ferentialgleichungen des Ein-Protein-ein-Substrat-Modells ohne Dissoziation (Gleichung
(5)) sofern [S] in Gleichung (5) mit ([S]+ [SB]) und [SP] mit ([SA]+ [SAB]) ersetzt
wird. Der Grund fiir diese Ubereinstimmung liegt darin, dass die Gleichungen (56) und
(57) nur noch das Verhalten von A, das in diesem Modell nicht dissoziiert, beschreiben
und nicht mehr auch das Verhalten von B. Dementsprechend ergibt sich die Losung durch
Einsetzen in Gleichung (6) und (7):

[S1(t) + [SBI(t) = Spe *ssa—sa’, (58)

[SAI(E) +[SAB](t) = So(1 — ¢ “ssa—s1"). (59)
Das Auflésen von Gleichung (58) nach [S](t) und Einsetzen in Gleichung (54) ergibt:

d[SB]
dt

= k§+3—>sB(Soe_k5+A_’5At —[SB]) — (kg p—sga t ksp—ss+8)[SB]. (60)
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Da in dieser Gleichung nur noch [SB] als Variable auftaucht, kann diese inhomogene Dif-
ferentialgleichung mithilfe der Standardmethode Variation der Konstanten gelost werden.
Dies ergibt:

[SB](t) = e Ksra—rsat kS—O_>(1 — 6_(kz+B—>SB+kSB_>S+B)t) . (61)
+ Ksp—sip
ks 5—>sB

Dieselben Schritte fiihren zur Losung fiir [SA](t) und [SAB](t): Zunichst muss Gleichung
(59) nach [SA](t) umgestellt werden:

[SAI(t) = So(1 — e Fs+a—sa") —[SAB](t). (62)

Anschliefend wird [SA](t) entsprechend obiger Gleichung sowie [SB](t) entsprechend
Gleichung (61) in Gleichung (55) eingesetzt, um eine Differentialgleichung zu erhalten, in
der nur noch [SAB](t) als Variable auftaucht. Diese kann wiederum mithilfe der Variation
der Konstanten gelost werden und fiihrt zu:

Ik
[SABI(t) %0 Soksiassn _g o ) e e
- kop—s kop—s 20" s54+B—54AB/ 7% 1%
1+ SB=—SHB ] 4 SBOSHR kspip—ssap T Ksp—s+8 = Ksiassa
SA+B—>SAB S+B—>SB
Sokgk A—>SA e_(k§+A->SA+k;+B->SB+kSB_)S+B)t K k
— k+ . ” ” +re sa+B—>sa T SB->S+B)t,
H — —
1+ SB2848 Kg o p soap —Koiassa— Ksip—ssp
S+B—>SB
(63)
mit
*
r __( So + Soksia—sa — S k* ) 1
- kop—s kop—s 0™SA+B—SAB/ 7 % 1
1+ FE=5+8 ] SBOSHE Ksps—ssap T Ksp—ss+8 = Kgia—ssa
SA+B—>SAB S+B—SB
*
N Soksa—ssa 1
keg—> * 1% _ 1%
1+ 382548 kg pyoap —Kg i as50 — Ko p—ssp
S+B—>SB

(64)

Bis auf zwei Ausnahmen sind die Eigenschaften dieses Modells dieselben wie die des zu-
vor diskutierten Modells (beeinflusste Assozationsratenkonstante ohne Beriicksichtigung
der Dissoziation): Wenn die Assoziationsratenkonstante von B durch A erh6ht wird, kann
dies bei bestimmten Parametern zu einer positiven zweiten Ableitung der Rekrutierungs-
kurve von B fithren und wenn die Assoziationsratenkonstante von B durch A herabgesetzt
wird, kann dies zu einer Kurve mit Knick dhnlich den in Abbildung 3 dargestellten Kur-
ven fiihren. Da diese Eigenschaften des Modells sehr dhnlich sind, werden sie hier nicht
nochmals im Detail diskutiert.

Ein neu hinzugekommenes, prignantes Merkmal der Kurven dieses Modells ist in Ab-
bildung 5 zu sehen: Im Gegensatz zu allen vorherigen Modellen kénnen die Kurven dieses
Modells ein Maximum aufweisen, das grofier als das Plateau bei der Gleichgewichtskon-
zentration ist. Eine Bedingungen fiir dieses Merkmal ist, dass A nicht schneller als B
rekrutiert wird. Auferdem muss kg,p—ssp > kgarp—gap und kgg—sg g > O gelten, al-
so die Assoziationsratenkonstante muss durch A verringert werden und die Dissoziation
darf nicht vernachlissigbar sein. Der Grund fiir diesen Overshoot (Maximum gefolgt von
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2
ks sp—ssptKsB—s 48
von B ausgeglichen sind. Die Kurve hat daher an dieser Stelle ein Maximum, an dem

sie verweilen wiirde, wenn die Konzentration von gebundenem A nach diesem Zeitpunkt

die Assoziations- und Dissoziationsrate

Plateau) ist, dass bei etwa t ~

konstant wire. Da die Konzentration von gebundenem A allerdings weiter zunimmt, wird
hierdurch die Assoziationsratenkonstante von B und damit auch der Gleichgewichtswert
von B herabgesetzt. Dieser Prozess findet erst dann ein Ende, wenn die Rekrutierung von
A abgeschlossen ist.

Interessanterweise zeigt die Rekrutierungskurve von B mit dem niedrigsten Wert von
B, das hochste Maximum. Dies kann dadurch erkldrt werden, dass diese Kurve iiber die
niedrigste asymptotische Konzentration bei t = oo verfiigt (absoluter Wert) und die
Kurven auf diesen Wert normiert wurden.

Das zweite neu hinzugekommene Merkmal dieses Modells ist, dass auch im Fall
ksip—ssp < kspyp—ssap die Rekrutierungskurven von B einen Knick aufweisen konnen,
bei dem die Steigung zu stark abfillt, um von einer monoexponentiellen Funktion gefittet
zu werden (die Kurven &hneln qualitativ denen aus Abbildung 3A). Im vorigen Modell
war dies nur fiir den Fall kg, p—scp > kgarp—ssap moglich! Der Grund, warum dieses Mo-
dell einen derartigen Knick auch fir kg p—sgp <2 ksaip—ssap €rzeugen kann, ist dhnlich

wie derjenige fiir den Overshoot: Bei t ~ 1= ’ sind die Assoziations- und die
S+B_>SB+ SB—>S+B

Dissoziationsrate von B etwa ausgeglichen. Je nach Parameterwahl ist die Rekrutierung

von A an diesem Zeitpunkt aber nicht abgeschlossen, wodurch der Gleichgewichtswert
von B langsam nach oben verschoben wird. Diese im Vergleich zur Rekrutierung von
B langsam ablaufende Verschiebung des Gleichgewichtswerts erzeugt den Knick in der
Rekrutierungskurve von B. Da im vorherigen Modell bei gegebener Wahl von kg, p—5gp
und kga,p—ssap nur eines der Merkmale (zunehmende Steigung in der Anfangsphase oder
Knick) auftauchen konnte, wohingegen in diesem Modell beide Merkmale der Kurven auf-
tauchen koénnen, sind die Modelle unterscheidbar. In realen Experimenten kénnte dies
wieder iiber eine Variation von B, getestet werden: Zeigen die Kurven bei einem gerin-
gen Wert von B; eine Zunahme der Steigung in der Anfangsphase, deutet dies darauf
hin, dass kg p—sp < kgarp—s>sap gilt. Es ist allerdings noch unklar, ob die Dissoziation
beriicksichtigt werden muss oder nicht. Zeigen die Rekrutierungskurven von B bei einer
Erh6hung von B, aber einen Knick dhnlich den in Abbildung 3A dargestellten Kurven,
kann hierdurch darauf geschlossen werden, dass Dissoziation eine Rolle spielt. Immerhin
wire dies im vorherigen Modell (ohne Dissoziation) unmdoglich.

3.2.3.4 Protein A und B beeinflussen die Assoziationsratenkonstante des jeweils anderen
Proteins

In den vorigen Abschnitten wurden Fé#lle untersucht, in denen nur die Assoziationsra-
tenkonstante von B beeinflusst wurde. In diesem Abschnitt wird dagegen die Situation
behandelt, in der sowohl kg s—ss4 7 kspia—ssap als auch kg,p—ssp # Kgarp—ssap gilt.
Die Proteine beeinflussen also beide die Assoziationsratenkonstante des jeweils anderen
Proteins. Es wird wieder angenommen, dass die Dissoziationsrate beider Proteine vernach-
lassigt werden kann (kgp—sg4a = ksap—ssB+a = Ksp—>s4+8 = ksap—ssars = 0) und weiterhin
die QKA anwendbar ist. Die Differentialgleichungen dieses Modells sind damit gegeben
durch:

d[S] . .
dt = —(kg a5t ks p—55)[S], (65)

d[SA] . .
dc kg a—ss5alS1— ks, p—s5a5[ SAL (66)
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Abbildung 5: Rekrutierungskurven des Modells, in dem Protein A die Assoziationsraten-
konstante von B verringert und in dem die Dissoziation von B relevant ist.
k = ki = 0.3 und Kk = 5,0.5,0.1 von der griinen

S+A—SA SB+A—>SAB S+B—>SB
. 1% _ * _ . _
zur blauen Kurve; kg, » oo,p =0.1kg o op und kgg—sg,p = 0.1. Die Kur

ven sind auf den asymptotischen Wert bei t = 00 normiert. Im Gegensatz
zu den vorherigen Modellen weisen die Rekrutierungskurven dieses Modells
ein Maximum auf, das hoher ist als die Gleichgewichtskonzentration, falls
die Rekrutierung von A langsamer stattfindet als die von B und zusétzlich

ksip—ssp > ksarp—ssap sowie ksp—sg,5 > 0 gilt.

d[SB] . .

dr ks1p—>sp[S1—Kspia—ssas[SBI, (67)
d[SAB] ., .

dr Kspra—ssanlSB1+ Kspp—s5asl SAL- (68)

Die Herleitung der Losung dieser Gleichungen erfolgt analog zur Herleitung der Gleichun-
gen (42) bis (46): Zunichst wird die Differentialgleichung fiir [S](t) gelost. Nach dem
Einsetzen von [S](t) in die Differentialgleichungen fiir [SA](t) und [SB](t) sind die ent-
sprechenden Gleichungen mit der Methode Variation der Konstanten losbar. Anschlieflend
erhilt man die Losung von [SAB](t) durch Integration. Aus den soeben beschriebenen
Schritten ergeben sich folgende Lésungen:

[S](t) = Soe_(k§+A—>5A+k§+B_>SB)t ’ (69)
Sok: ) * *
A= e (e Ksarp—sapt —e ™ Ksia—sathsip—sp)t) (70)
k§+A—)SA + k§+B_>SB — k§A+B_>SAB ,
Sok ) * *
Bl = kg + k:)‘ S+B-)Sf ki (e_kSB+A_)SABt—e_(k5+A—>SA+ks+B—>SB)t), (71)
S+A—SA " "S+B—>SB "SB+A—>SAB
[SABY(E) = So (1= wamoon s’ ) ~ [SA1(0) ~[SBY) (72)
=35, |

Die Losung fiir [SA](t) und [SB](t)+[SAB](t) ist identisch mit der im vorigen Abschnitt
ermittelten Losung fiir das Modell, in dem A nicht durch B beeinflusst wurde und in
dem die Dissozationsrate von beiden vernachlissigbar war (Gleichungen (44) bis (46).

32



Dementsprechend enthilt die Rekrutierungskurve von B keine Informationen dariiber, ob
B die Assoziationsratenkonstante von A beeinflusst oder nicht. Allerdings ist die Lésung
fiir [SA](t)+[SAB](t) in den beiden Modellen nicht identisch. Es also nur dann moglich,
herauszufinden, ob die Beeinflussung gegenseitiger Natur ist, falls die Rekrutierungskurven
von beiden Proteinen gemessen werden.

Ein interessanter Spezialfall ergibt sich, falls k¢p o .n = kg, pyo,p = 0 gilt. Dies be-
deutet, dass die Proteine in Konkurrenz um die Substrate stehen. In diesem Fall sind die
normierten Kurven [SA](t)/[SA](o0) und [SB](t)/[SB](o0) gleich der monoexponentiel-

s a—ssahsp—se) | Sie sittigen demnach beide zum selben Zeitpunkt.

len Funktion 1—e
Werden also nur die normierten Kurven betrachtet, so ist diese Situation nicht unter-
scheidbar von der Situation, in der die beiden Proteine gemeinsam als Komplex rekrutiert
werden. Auch in dem letztgenannten Fall wiren die Rekrutierungskurven identisch.

Falls die beiden Proteine in Konkurrenz um die Substrate stehen, fiihrt eine Erho-
hung der Anfangskonzentration des einen Proteins allerdings zu einer Verringerung des
Sattigungswerts des anderen Proteins. Durch den Vergleich der Sattigungswerte von ver-
schiedenen Experimenten sollte es also moglich sein, diesen Fall zu erkennen. Werden die
beiden Proteine gemeinsam als Komplex rekrutiert, so sollte eine Erhéhung der Anfangs-
konzentration des einen Proteins keinen negativen Effekt auf die Sittigungskonzentration
des anderen Proteins haben.

Zuvor wurde bereits der Fall diskutiert, in dem A die Rekrutierung von B verhindert,
selbst aber unbeeinflusst von B ist. Diese Situation kann von der hier vorgestellten, in dem
auch B die Rekrutierung von A verhindert, wieder durch die Durchfiihrung von Experi-
menten bei unterschiedlichen Anfangskonzentrationen unterschieden werden. Falls eine
Erhohung von B dazu fiihrt, dass die Rekrutierungskurve von A frither und bei einem
niedrigeren Wert séttigt, so stehen die zwei Proteine in Konkurrenz um die Substrate. Ist
der Verlauf der Rekrutierungskurve von A dagegen unabhingig von By, so liegt der zuvor
diskutierte Fall vor, in dem nur A die Rekrutierung von B verhindert.

3.2.4 Protein A beeinflusst die Dissoziationsratenkonstante von B

Im Allgemeinen kann ein Protein nicht nur die Assoziationsratenkonstante eines anderen
Proteins sondern auch dessen Dissoziationsratenkonstante beeinflussen. Daher wird in
diesem Abschnitt der Fall untersucht, in dem die Dissoziation von B durch Protein A
beeinflusst wird. Um den Effekt einer beeinflussten Dissozationsratenkonstante mdéglichst
ungestort untersuchen zu konnen wird angenommen, dass die Assoziationsratenkonstante
von beiden Proteinen nicht durch das jeweils andere Protein beeinflusst wird. Demnach
gilt k3,1 ssa = Kspia—ssap SOWie kg o sop = kS, p soup- Im Gegensatz zu den vorherigen
Modellen gilt kgg—sg g > 0 und kgpg—sgarp = O mit kgg—sg,p5 # Kgap—ssarp- Bs wird
wie schon zuvor angenommen, dass die Dissozationsrate von Protein A vernachlissigbar
ist (kgp—ss+a = ksap—>sp+a = 0) und dass die quasi konstant Approximation anwendbar
ist. Aus den allgemeinen Differentialgleichungen (34) bis (37) ergeben sich also fiir dieses
Modell folgende Differentialgleichungen:

d[S] . .
dr —(kgya—sa T ks p—5p)[S1+ ksp—s515[SB], (73)
d[SA] . .
dt = kg 4ssalS]1—ks p—ssp[SAl + ksap—ssa+5[SAB], (74)
d[SB] . i
dt = kS+B—>SB [S]— (kS+A—)SA + kSB—>S+B)[SB] > (75)
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Abbildung 6: Rekrutierungskurven des Modells, in dem die Proteine sich gegenseitig be-

einflussen. Spezialfall: kgp , sc.p = koy.psc4p = 0 (Die Proteine stehen in
Konkurrenz um die Substrate). A) kg, ¢, = 0.3 (durchgezogene Kurven),

sia—sa = 1.2 (gestrichelte Kurven), kg , .., = 0.5 (beide Kurven). B)

sia—sa = 0.3 (beide Kurven), ki . ,c. = 0.5 (durchgezogene Kurven),
ks p—ssp = 2 (gestrichelte Kurven). Besondere Merkmale: Eine Erhohung

der Konzentration des einen Proteins fiihrt immer zur Verringerung des S&t-
tigungswertes des anderen Proteins. Die Rekrutierungskurven beider Prote-
ine haben einen monoexponentiellen Verlauf und séttigen immer gleichzeitig
(Im zuvor diskutierten Fall, in dem nur B durch A blockiert wird aber nicht
umgekehrt, ist der Sattigungs-Zeitpunkt und -Wert von A unabhingig von
der Konzentration von B).

d[SAB]

T = k§+A—>5A[SB] + k§+3—>53 [SA]— ksap—ssar8[SAB]. (76)

Die Herleitung der Losung dieser Gleichungen ist analog zur Herleitung der Lisung des
Modells, in dem Protein A die Assoziationsratenkonstante von B beeinflusst hat und in dem
Dissoziation relevant war (Gleichung (61 bis (63)): Zunédchst miissen die Gleichungen (73)
und (74) addiert werden sowie die Gleichungen (75) und (76) addiert werden. Anschliefend
wird die bereits bekannte Losung aus Gleichung (5) verwendet. Nach entsprechenden
Umformungen und mithilfe der Methode Variation der Konstanten ergibt sich folgende

Losung:

[S1(£) = S - e Fsra—ssa’ —[SBI(1), (77)

[SAI(t) = So(1 — e ¥sta—sa’) —[SAB](E), (78)

[SB](t) = e_k§+A—>SAt . L 1— e_(k§+3—>53+k53.>5+3)t) , (79)
1+ kiB—>S+B
S+B—>SB
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—k* t * *
: (e s+54 (ks p—s54— Kgop—ss5p — Ksp—s+8) +

ksp—
+ Ssp—sin

[SAB](t) = SO(
1 _k;+A—>SA + k§+B—>SB + ksap—>sa+B
S+B—SB

S+A—SA

+  (80)

k* e_(k§+A—>SA+k§+B—>SB +ksp—ss48)t ) 1
+

kgap—>

SAB—>SA+B

1+ =%
S+B—>SB

*
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d= _( : ( Ksra—sa— Ksip—ssp — Ksp—s+p
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ksin—ssa T ks p—ssp T Ksap—sarn
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1+ ksp—>s1B
3

k
kS+A—>SA 1
K np " T e )
S+A—SA SB—>S+B SAB—SA+B 1+ —=e——4E
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Die Losung fiir [SB](t) (Gleichung (79)) kann folgendermafen verstanden werden: Der
erste Term beschreibt das exponentielle Absinken der Anzahl von Substraten, an de-
nen A noch nicht gebunden ist. Der zweite Term ist identisch zu Gleichung (33) und
beschreibt die Rekrutierung von B an Substrate, die bisher noch kein A gebunden ha-
ben. Fiir t > k*; ist die Konzentration von [SB](t) sehr gering und der Grofteil

S+A—>SA
von B ist zusammen mit A an das Substrat gebunden. Der Sattigungswert hierfiir liegt

bei lim,_, o [SAB](t) = Sy/(1 + ’%}%) und wird durch das Gleichgewicht zwischen
Assozation und Dissoziation von Bsgsestisfnmt. Dieses Wert hingt nicht von der Assoziati-
onsratenkonstante von A ab, da die Dissoziation von A als vernachléssigbar angenommen
wurde. Hieraus ergibt sich, dass fiir grofe t nahezu an jedes Substrat ein Protein A ge-
bunden ist und dementsprechend der Gleichgewichtswert fiir [SAB] nur noch von den B
zugeordneten Konstanten abhéngt.

Abhéngig davon, ob kgg—sg,p > kgap—ssarp oder der umgekehrte Fall gilt, zeigen die
Rekrutierungskurven unterschiedliche Merkmale. Diese sind allerdings nur sichtbar, wenn
Protein A im Vergleich zu B langsamer rekrutiert wird. Dies entspricht der Bedingung
ks s—ssa < ks.p—ssp- Andernfalls ist die Rekrutierung von A bereits zu weit vorange-
schritten, bevor die Konzentration von B nahe dem Gleichgewichtswert kommt und damit
ist die Auswirkung von A auf die Dissozationsratenkonstante von B in den Kurven kaum

noch auszumachen.

3.2.4.1 Protein A verringert die Dissoziationsratenkonstante von B

Im Fall kgg—s5.p > kgap—ssa+p, in dem die Dissoziationsratenkonstante von B durch die A

verringert wird, zeigen die Kurven interessanterweise einen Knick dhnlich demjenigen im

Modell, in dem A die Assoziationsratenkonstante von B verringert hat (Abbildung 7A). Die
2

Kurven weisen diesen Knick etwa bel t & & T
s+B—>sp T KSB—>s+B

und Dissoziationsrate von gebundenem B (ohne gleichzeitig gebundenes A) etwa im Gleich-
gewicht sind. Ab diesem Zeitpunkt steigen die Rekrutierungskurven nur noch sehr langsam
dadurch an, dass der Gleichgewichtswert von B durch die noch andauernde Rekrutierung

auf, wenn die Assoziations-
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von A und die hiermit einhergehende Verringerung der Dissoziationsrate nach oben ver-
schoben wird. Da die Verschiebung des Gleichgewichtswerts durch A hervorgerufen wird
und die Rekrutierungskurve von A einer monoexponentiellen Kurve folgt, entspricht auch
der Verlauf des Gleichgewichtswerts einer monoexponentiellen Kurve. Dementsprechend
fiihrt das Anfitten einer monoexponentiellen Funktion an den Abschnitt der Rekrutie-
rungskurve von B nach dem Knick zu einem guten Fit (Abbildung 7A orangefarbene
Kurven).

Wie bereits erwidhnt, wurde ein &hnlicher Knick auch schon im Modell beobachtet,
in dem die Assozationsratenkonstante von B durch A verringert wurde. Dementsprechend
kann dieses Modell die in Abbildung 7A dargestellten Rekrutierungskurven von B auch gut
fitten (graue Kurven). Zur Unterscheidung dieser beiden Modelle ist also ein zusétzliches
Kriterium notwendig.

Wird die Anfangskonzentration B, verringert (Abbildung 7A, unterste Kurve), erfolgt
der Knick immer noch zu einem frithen Zeitpunkt, an dem wieder die Assoziationrate
und Dissoziationrate von B an Substrate ohne A im Gleichgewicht sind (also B ist etwa

im Gleichgewicht mit SB). Dies ist etwa bei t ~ = erkss—m . der Fall. Aufgrund
S+B—>SB +

der niedrigeren Konzentration von By wird A allerdings schneller rekrutiert im Vergleich
zur Zeitskala, auf der sich das Gleichgewicht zwischen B und SAB einstellt. Dementspre-
chend folgt die Rekrutierungskurve von B nach dem Knick keinem monoexponentiellen
Verlauf. Stattdessen nimmt die Steigung nach dem Knick sogar zu, da die Rekrutierung
von A schneller erfolgt als die Rekrutierung von B an solche Substrate, an denen A bereits

gebunden ist. Die Rekrutierungskurve weist in diesem Fall also einen Wendepunkt auf.

Da von allen hier diskutierten Modellen nur dieses einen Wendepunkt erzeugen kann,
ist der Wendepunkt ein niitzliches Merkmal, um zwischen diesem Modell und den anderen
zu unterscheiden. Zeigt sich also in experimentellen Daten fiir niedrige Werte von B ein
Wendepunkt dhnlich wie in der untersten Kurve von Abbildung 7A, so kénnen die anderen
hier vorgestellten Modelle ausgeschlossen werden.

Ein weiteres Merkmal, mit dessen Hilfe dieses Modell von demjenigen unterschieden
werden kann, in dem A die Assoziationsratenkonstante von B verringert hat, ist in Abbil-
dung 7B dargestellt. In diesen Kurven wurde der Wert von A, um den Faktor 1.5 bzw.
2 variiert. Die entsprechenden Rekrutierungskurven von B weisen den Knick alle am glei-
chen Zeitpunkt und bei derselben Konzentration auf. Wird dagegen die Konzentration
von S, und diejenige von B, zusitzlich variiert (wie dies in realen Experimenten zwangs-
laufig der Fall wire), so erfolgt der Knick immer noch am gleichen Zeitpunkt, aber nicht
bei derselben Konzentration. In dem Modell, bei dem der Knick durch eine Verringerung
der Assoziationsrate hervorgerufen wird, zeigt sich der Knick bei einer Variation von A,
zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Der Grund hierfiir ist, dass der Knick in diesem Fall
nicht davon abhéingt, wann B und SB im Gleichgewicht sind, sondern davon, wie schnell
A rekrutiert wird. Da fiir dieses Kriterium nur eine geringfiigige Variation von Ay bendotigt
wird, konnte in realen Experimenten die natiirliche Variation von A, fiir die Anwendung
dieses Kriteriums geniigen, selbst wenn das Protein A nicht bekannt ist.

3.2.4.2 Protein A erhoht die Dissoziationsratenkonstante von B

Im Fall kgg—s5.5 < kgap—ssarp weisen die Rekrutierungskurven von B einen Overs-
hoot auf (Abbildung 8). Der Grund hierfiir ist, dass wie auch schon zuvor bei etwa
2

t ~

= A die Assoziation und Dissoziation von B etwa im Gleichgewicht
s1p—>sp TKSB—>5+B

sind. Da allerdings die Konzentration von rekrutiertem A noch weiter ansteigt, wird die
Dissoziationsratenkonstante von B erhoht und damit auch der Gleichgewichtswert von
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Abbildung 7: Rekrutierungskurven des Modells, in dem Protein A die Dissoziationsraten-

konstante von B herabsetzt. A) kg, , o) = ksp, 1 ssap = 0.3, Ko, pyop =
0.5, 5,10 von der untersten zur obersten durchgezogenen Kurve, kgg—sg, 5 =
5, kgap—ssarg = 0. Graue Kurven: Fits des Modells, in dem A die Asso-
ziationsratenkonstante von B verringert. Orangefarbene Kurven: Monoex-
ponentieller Fit mit einem Ordinatenabschnitt grofer als Null. Eine Ver-
ringerung von B, fiihrt zu einem neuen Merkmal: Die Kurven zeigen friih
einen Knick, dem ein Abschnitt mit zunehmender Steigung folgt. Da dieses
Merkmal nicht von dem Modell erzeugt werden kann, in dem die Assozia-
tionsrate durch A verringert wird, dient es zur Unterscheidung zwischen

den Modellen. B) Es wurden dieselben Parameter wie fiir A) verwendet au-

Rer: k§+A—>SA = 0.15,0.3,0.45 von der untersten zur obersten Kurve und
ks, p—ssp = 5. Trotz der Variation von A zeigen alle drei Kurven den Knick

zum selben Zeitpunkt.

B herabgesetzt. Ein &hnlicher Overshoot wurde bereits im Abschnitt iiber das Modell
diskutiert, in dem A die Assoziationsrate von B verringert hat und in dem Dissoziation
vernachlissigt wurde. Interessanterweise ist jenes Modell in der Lage, die in Abbildung 8
dargestellten Kurven gut zu reproduzieren (graue Kurven). Nichtsdestotrotz kann prin-
zipiell zwischen beiden Modellen unterschieden werden, denn das Modell, in dem A die
Assoziationsrate verringert und in dem Dissoziation relevant ist, kann zwei besondere
Merkmale erzeugen, den Overshoot und den Knick. Demgegeniiber kann das in diesem
Abschnitt diskutierte Modell mit kgg—ss,5 < kgap—>sarp nur den Overshoot erzeugen.
Falls in experimentellen Daten also beide diese Merkmale beobachtet werden, dann spricht
dies fiir das Modell, in dem die Assoziationsrate von B durch A verringert wird und in
dem Dissoziation nicht vernachlissigbar ist.

Tabelle 1 zeigt eine grafische Zusammenfassung der bisher erworbenen Erkenntnisse.
Es ist dargestellt, welche Merkmale durch ein bestimmtes Modell erzeugt werden kénnen
(die Tabelle enthélt an der entsprechenden Stelle eine Eins). Unter dem vollen Modell
wird dasjenige Modell verstanden, in dem es keine Einschrinkung fiir die Beziehungen
zwischen den Ratenkonstanten gibt. Dieses Modell umfasst also die Félle, in denen nur
die Assoziations- oder Dissoziationsratenkonstante beeinflusst wird, als auch den Fall, in
dem beide Raten beeinflusst werden. Da alle anderen hier diskutierten Modelle Spezialfille
dieses vollen Modells sind, kann das volle Modell jedes der Merkmale erzeugen.
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Abbildung 8: Rekrutierungskurven des Modells, in dem Protein A die Dissoziationsraten-

konstante von B erhoht. kg, o, =kép 4 yop =0.3, kg pop =10,5,0.5
von der griinen zur blauen Kurve, kgg—ss,p = 0 und kgpp—sgasp = 5. Graue
Kurven: Fits des Modells, in dem A die Assoziationsratenkonstante von B

verringert hat und in dem die Dissoziation nicht vernachléssigbar war.

Assoziation Dissoziation
erhoht nicht vorhanden 1 0 0 0
verringert nicht vorhanden 0 1 0 0
erhoht nicht beeinflusst 1 1 0 0
verringert nicht beeinflusst 0 1 1 0
nicht beeinflusst erhoht 0 0 1 0
nicht beeinflusst verringert 1 1 0 1
1 1 1 1

volles Modell

Tabelle 1: Vergleich der Modelle anhand der jeweils mdéglichen speziellen Merkmale der

Kurven.
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3.3 Diskussion

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden einfache, mechanistische Protein-Rekrutierungsmodelle
auf einer rein theoretischen Basis untersucht und gezeigt, wie die Interaktion zwischen
verschiedenen Proteinen anhand der Form der Rekrutierungskurven abgeleitet werden
kann. Sind nur die Rekrutierungskurven eines Proteins, hier als B bezeichnet, bekannt,
so ergeben sich vier Merkmale der Rekrutierungskurven, die auf eine Beeinflussung der
Assoziations- oder Dissoziationsratenkonstante schliefen lassen:

1. Die Steigung der Rekrutierungskurve nimmt in der Anfangsphase zu.

2. Die Rekrutierungskurve weist einen Knick auf. Die Kurve flacht an dieser Stelle
schneller ab, als dies etwa bei einer monoexponentiellen Funktion moéglich wére.

3. In der Rekrutierungskurve ist ein Overshoot zu sehen, der dadurch gekennzeichnet
ist, dass die Rekrutierungskurve nach Erreichen das Maximums wieder abfillt und
anschliefend ein Plateau erreicht.

4. In der Anfangsphase der Rekrutierungskurve existiert ein Wendepunkt. Die Steigung
nimmt also zunichst ab und kurz darauf wieder zu.

Das zuletzt aufgezdhlte Merkmal ist das einzige, das nur von einem der hier diskutierten
Modelle erzeugt werden kann. Es eignet sich also hervorragend, um die anderen Modelle
als Erkldrung fiir einen experimentell ermittelten Kurvenverlauf auszuschlieffen. Wie in
Tabelle 1 zu sehen, kénnen die anderen drei Merkmale entweder durch die Beeinflussung
der Assoziationsratenkonstante, der Dissoziationsratenkonstante oder durch eine gleich-
zeitige Beeinflussung beider Ratenkonstanten hervorgerufen werden. Um herauszufinden,
welche Art der Beeinflussung zu einem experimentell beobachteten Merkmal fiihrt, sind
zuséitzliche Experimente mit verschiedenen Konzentrationen von B und falls méglich auch
A hilfreich.

In den hier vorgestellten Modellen wurde angenommen, dass entweder die Assoziations-
oder die Dissoziationsratenkonstante beeinflusst wird. Hierdurch war es mdoglich, die ent-
sprechenden Differentialgleichungen analytisch zu 16sen. Da die Assoziation und Disso-
zation eines Proteins h#ufig auf unterschiedlichen Zeitskalen eine Rolle spielt, konnen
die hier erworbenen Erkenntnisse auch auf komplexere Situationen angewendet werden
(beispielsweise eine gleichzeitige Beeinflussung beider Ratenkonstanten). So kann die Re-
krutierungskurven etwa in mehrere Abschnitte unterteilt werden: Einen Abschnitt, in dem
die Dissoziation vernachlissigbar ist, und einen, in dem sie nicht vernachlissigbar ist.

Die hier vorgeschlagenen Modelle sind unter anderem anwendbar in folgenden typischen
Szenarien:

1. Ein Protein ben6tigt zur Durchfiihrung einer bestimmten Aufgabe ein weiteres Pro-
tein.

2. Ein Protein dient als Ladeplattform fiir weitere Proteine.

3. Die Eigenschaften eines Proteins werden durch posttranslationale Modifikationen
verdndert.

Eine Anwendung der hier dargestellten Erkenntnisse konnte etwa in der Untersuchung der
Frage liegen, ob zwei Proteine jeweils einzeln an ein bestimmtes Substrat binden oder zuvor
einen Komplex bilden, der anschliefend an das Substrat bindet (wie im Fall von XRCC1
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und dessen Kofaktor Ligase III, die beide in der Basenexzisionsreparatur involviert sind).
In dem Fall, in dem beide Proteine zunéchst einen Komplex bilden und anschlieffend ge-
meinsam an das Substrat binden, wiirde man erwarten, dass die Rekrutierungskurven im
Rahmen der Messgenauigkeit identisch sind. Allerdings kann aus solch nahezu identischen
Kurven im Umkehrschluss nicht ohne Weiteres gefolgert werden, dass die zwei Proteine als
Komplex rekrutiert werden. Schliefslich konnen die Rekrutierungskurven auch dann iden-
tisch sein, wenn die Proteine nacheinander rekrutiert werden und das zuletzt rekrutierte
Protein iiber eine deutlich héhere Assoziationsrate verfiigt, als das zuerst rekrutierte Pro-
tein. Um diesen Fall zu identifizieren sollten die Rekrutierungskurven in der Anfangsphase
mit moglichst hoher zeitlicher Auflésung aufgenommen werden. Falls die Proteine ndmlich
nacheinander rekrutiert werden, sollte die Steigung der Rekrutierungskurven des zuletzt
rekrutierten Proteins wihrend der Anfangsphase zunehmen. Wie in dieser Arbeit gezeigt
wurde, sind die Rekrutierungskurven auch dann identisch, wenn sich die beiden Proteine
gegenseitig blockieren. Um diesen Fall auszuschliefen, sollten Experimente mit verschie-
denen Gesamtkonzentrationen der Proteine durchgefiihrt werden. Falls eine Variation der
Gesamtkonzentration des einen Proteins keinen negativen Effekt auf den Sittigungswert
der Rekrutierungskurven des anderen Proteins hat, ist dieses Modell unzutreffend. Alter-
nativ kdnnen zur Klirung der Frage, ob die Proteine einzeln oder als Komplex rekrutiert
werden, die hier vorgestellten Erkenntnisse auch durch weitere Untersuchungen ergénzt
werden, die der Erforschung von Protein-Protein-Interaktionen dienen, wie etwa Forster-
Resonanzenergietransfer citepTru0l oder Co-Immunprizipitation (Selbach and Mann,
2006).

In den hier vorgestellten Modellen wurde die Dissoziation von A nicht beriicksichtigt.
Die Ergebnisse dieser Arbeit sind allerdings auch dann anwendbar, wenn A nach der
Modifikation von B schnell wieder dissoziiert, sofern diese Modifikation im Vergleich zur
Zeitskala, auf der die Rekrutierung von B stattfindet, lange anhélt.

Zum Lésen der Differentialgleichungen wurde angenommen, dass die Proteine in deut-
lich héherer Konzentration vorliegen als die Substrate. Sollte dies nicht zutreffen, so wer-
den die Rekrutierungskurven Merkmale aufweisen, die qualitativ den hier vorgestellten
Merkmalen dhneln. Die hier erworbenen Erkenntnisse sollten also dennoch anwendbar
sein. Trifft die quasi konstant Approximation etwa nicht zu, so konnte das Modell, in dem
A die Assoziationsratenkonstante von B verringert, keine Kurve reproduzieren, in der ein
Knick auftaucht, an dem die Steigung schneller als eine entsprechende monoexponentielle
Funktion abnimmt. Das Ergebnis ware also dasselbe wie unter Verwendung der QKA.

Fiir den Grofiteil der hier vorgestellten Methoden zur Unterscheidung zwischen ver-
schiedenen Modellen ist es unerheblich, ob das beeinflussende Protein A bekannt ist oder
nicht. Falls die Rekrutierungskurve von A allerdings ebenfalls gemessen wurde, kénnen die
Modelle dank dieser zusétzlichen Information noch besser voneinander unterschieden wer-
den, insbesondere wenn die Konzentration von A relativ zur Konzentration von B bekannt
ist. In diesem Fall sollte ein Fit des vollen Modells (Gleichungen (34) bis (37)) Aufschluss
dariiber geben, welche Parameter vernachlissigbar sind und welche nicht.

Liegt dagegen keine Information iiber das beeinflussende Protein vor, so kénnen durch
die im Anschluss vorgestellte Methode zusétzliche Informationen aus den Rekrutierungs-
kurven von B gewonnen und hierdurch die Unterscheidbarkeit zwischen den alternativen
Modellen erh6ht werden. Im folgenden Teil der Arbeit werden etwa Rekrutierungskurven
mit einem Overshoot untersucht. Die in diesem ersten Teil vorgestellten Ergebnisse die-
nen unter anderem dazu, eine Vorauswahl der méglichen Modelle zu treffen. Von den hier
diskutierten Modellen kénnen ndmlich nur dasjenige, in dem A die Assoziationsrate ver-
ringert und in dem Dissoziation nicht vernachlissigbar ist sowie das Modell, in dem A die
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Dissoziationsrate erhoht, einen solchen Overshoot erzeugen. Zur weiterfithrenden Unter-
suchung, ob eines dieser Modelle tatsichlich als Erklarung des gemessenen Kurvenverlaufs
herangezogen werden kann, bedarf es der im folgenden Teil vorgestellten Methode.
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4 FRAP wiahrend der Rekrutierungsphase

Wie im ersten Teil dieser Arbeit gezeigt, enthilt der Verlauf von Proteinrekrutierungskur-
ven hiufig geniigend Informationen, um zwischen alternativen Modellen beziiglich ihrer
Fahigkeit zur Reproduktion der Daten zu unterscheiden. Da allerdings auch gezeigt wur-
de, dass diese Information nicht in jedem Fall zur Unterscheidung der Modelle geniigt,
soll hier eine Methode vorgestellt werden, mit deren Hilfe der Informationsgehalt der Re-
krutierungskurven und damit die Unterscheidbarkeit der Modelle gesteigert werden kann.
Diese Methode basiert auf der Idee, dass durch das Bleichen der Proteine wihrend der Re-
krutierungsphase Informationen iiber die Assoziations- und Dissoziationsratenkonstante
der Proteine zum Zeitpunkt des Bleichens gewonnen werden kénnen.

Eine bereits etablierte Methode zum Bleichen der Proteine ist FRAP (Fluorescence Re-
covery after Photobleaching). In FRAP-Experimenten werden die fluoreszent markierten
Proteine in einer kleinen Region der Zelle mithilfe eines Lasers mit vergleichsweise ho-
her Leistung'® irreversibel photogebleicht. Die Dissoziation und Diffusion der gebleichten
Proteine sowie die Diffusion und Assoziation der ungebleichten Proteine in der Umge-
bung dieser Region fiihrt dazu, dass sich das Signal auch innerhalb der Region erholt.
FRAP-Experimente geben damit Aufschluss iiber die mittlere Mobilitdt der markierten
Proteine in einem kleinen Volumen und erlauben die Berechnung der Assoziations- und
Dissoziationsratenkonstante des markierten Proteins mithilfe des Fittens von mathemati-
schen Modellen an die Daten (Carrero et al., 2003; Mueller et al., 2010; Phair et al., 2004).
Falls die Diffusion der Proteine auf einer deutlich kiirzeren Zeitskala geschieht als deren
Assoziation und Dissoziation, konnen Diffusions-entkoppelte Modelle verwendet werden
(Sprague and McNally, 2005).

Standardmifig sind in FRAP-Experimenten die Konzentrationen der untersuchten Pro-
teine im Gleichgewicht. Thre Assoziations- und Dissozationsrate sind also equilibriert (Car-
rero et al., 2003; Phair et al., 2004; Rabut et al., 2004; Sprague and McNally, 2005). Durch
diesen Umstand ist die Anwendung von FRAP recht limitiert: Die Proteinkonzentratio-
nen in lebenden Zellen sind hiufig nicht im Gleichgewicht und es wére dennoch sehr
niitzlich, unter diesen Umstdnden FRAP-Experimente und -Simulationen durchzufiihren,
die eben nicht auf die Gleichgewichts-Bedingung angewiesen sind. Ein Beispiel fiir einen
externen Ausloser, der eine Anderung der Proteinkonzentration und damit ein Nicht-
Gleichgewicht verursacht, ist etwa die Bestrahlung mit einem DNA-Schiden erzeugenden
Laser (Mortusewicz et al., 2008), also eine Situation, wie sie schon im ersten Teil dieser
Arbeit diskutiert wurde. Die Limitierung klassischer FRAP-Experimente, also die Gleich-
gewichtsbedingung, ist auch sofern von Bedeutung, als sie eben nicht die Analyse von
Prozessen erlaubt, wihrend deren Ablauf sich die Werte fiir die Ratenkonstanten &ndern.
Dies ist allerdings durchaus von grofiem wissenschaftlichen Interesse.

Um die Bedeutung des FRAP-Bleichens wiahrend der Rekrutierungsphase fiir die Un-
terscheidbarkeit der Modelle zu ermitteln, werden in dieser Arbeit zu Vergleichszwecken
zunéchst normale Rekrutierungskurven ohne FRAP vorgestellt und mit verschiedenen Mo-
dellen dhnlich denjenigen aus dem ersten Teil dieser Arbeit gefittet. Anschlieffend werden
FRAP-Rekrutierungskurven analysiert, in denen die Zelle sowohl zu Beginn zum Erzeu-
gen der DNA-Schéiden bestrahlt wurde als auch zu einem spéteren Zeitpunkt von einem
zweiten Laser bestrahlt wurde, um die markierten Proteine zu bleichen. Die Auswer-
tung der FRAP-Rekrutierungskurven erfolgt mit denselben Modellen wie die Auswertung

10 Die Leistung dieses Lasers ist hoch im Vergleich zum Laser, der zur Aufnahme des Fluoreszenz-
Signals verwendet wird.
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der normalen Rekrutierungskurven bis auf den Unterschied, dass eben das Bleichen der
Proteinkonzentration beriicksichtigt wird. Diese Auswertungsmethode zeichnet sich im
Vergleich zu klassischen Auswertungen von FRAP-Experimenten gerade dadurch aus,
dass sie nicht auf das Gleichgewicht der Proteinkonzentrationen angewiesen ist.

Die hier vorgestellten Experimente wurden in Kollaboration mit Cristina Cardoso,
Britta Muster und Alexander Rapp durchgefiihrt. Der Autor war sowohl fiir die Pla-
nung, Durchfiihrung als auch die im Folgenden vorgestellte Auswertung der Experimente
zustindig.

Zum Fitten der experimentellen Daten werden verschiedene mechanistische Modelle ver-
wendet. Es wird gezeigt, dass die zuséitzliche Information aufgrund der Erholungskurven
nach dem Bleichen entscheidend zur Unterscheidbarkeit der Modelle beitrigt und sogar
dazu fiihrt, dass zwei der drei vorgestellten Modelle als Erklarung fiir den Kurvenverlauf
der experimentellen Daten ausgeschlossen werden kénnen.

4.1 Materialien und Methoden

4.1.1 Zell Kultur

Es wurden HeLa Kyoto Zellen (Landry et al., 2013) verwendet, die stabil integriertes
mCherry-PCNA (Sporbert et al., 2005) exprimierten. Die Zellen wurden in Kulturgeféfen
mit Deckglasboden unter Verwendung von Blasticidin (2.5 g/ml) kultiviert.

4.1.2 Experimenteller Aufbau

Die Aufnahmen und die Bestrahlung der Zellen wurden mit einem UltraVIEW VoX spin-
ning disc confocal system (Perkin Elmer) in einer closed live-cell microscopy chamber
(ACU, Perkin Elmer) bei 37°C, mit 5% CO,, 60% Luftfeuchtigkeit und unter Verwen-
dung eines Nikon TI Mikroskops (Nikon) durchgefiihrt.

Die Bilder wurden bei 60x Objektivvergroferung mittels eines CFI Apochromat
60x/1.45 NA Immersionsobjektivs aufgenommen. Zur Aufnahme des Fluoreszenz-Signals
wurde mcherry-PCNA mit einem 561 nm Laser angeregt und das Fluoreszenz-Signals mit-
hilfe eines 612+ 70 nm (Halbwertsbreite) Emissionsfilters gemessen. Durch die Anregung
mit dem 561 nm Laser fithrte jede Aufnahme zum Bleichen einer geringen Menge der
mcherry-PCNA-Proteine.

Fiir die im spéteren Verlauf gezeigten Experimente wurden nur solche Zellen verwendet,
die nicht in der S-Phase waren. Diese konnten durch die sehr markante, inhomogene,
rdumliche Verteilung der PCNA-Proteine identifiziert und ausgeschlossen werden. In den
restlichen Zellen wurde eine zuvor ausgewihlte, anndhernd kreisformige Region (etwa
1 wm Durchmesser) innerhalb des Zellkerns fiir 1.2 Sekunden mit dem 405 nm Laser
bei 100% der Maximalleistung bestrahlt (Im Folgenden wird diese Vorgehensweise als
Mikrobestrahlung oder Bestrahlung bezeichnet). Dies entspricht einer deponierten Energie
von etwa 0.99 mJoule. Aus der Literatur ist bereits bekannt, dass dieser Laser Einzel- und
Doppelstrangbriiche sowie oxidative Basenschidden herbeifiihrt (Lan et al., 2005).

In den FRAP-Mikrobestrahlungsexperimenten wurde dieselbe Region, die zuvor bereits
mit dem 561 nm Laser bestrahlt worden war, nach einem gewissen zeitlichen Abstand
nochmals fiir eine Sekunde bestrahlt, allerdings unter Verwendung des 561 nm Lasers
bei 100% der Maximalleistung (entspricht 6.7 mJoule). Diese zweite Bestrahlung wird im
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Folgenden als FRAP-Bleichen oder Bleichen bezeichnet. Eine entscheidende Eigenschaft
des 561 nm Lasers ist, dass die Bestrahlung mit diesem Laser zu keinen direkten DNA-
Schéden fiihrt, an die PCNA rekrutiert wird (siehe Abschnitt 4.1.4).

Vor und nach der Mikrobestrahlung sowie dem Bleichen wurden konfokale Aufnahmen
der mittleren Kernebene als 16 bit Bilder in einem Abstand von 2 Sekunden (in einem
Teil der Experimente auch 4 Sekunden) aufgenommen.

Die Laserenergie wurde mittels eines Laser-Leistungsmessgerits (OPHIR) direkt nach
der Objektivebene gemessen, wobei sich der Laser in der Parkposition befand.

4.1.3 Daten-Analyse

Fiir die Daten-Analyse wurde die gesamte Zellkernflache (griiner Kreis in Abb.9, die Gro-
e dieser Fliche wird mit NFSp54,, bezeichnet) per Hand markiert. Das Integral der
Intensitat iiber alle Pixel dieser Fliche ergibt das Nukleus-Fluoreszenz-Signal (NFS). Au-
ferdem wurde per Hand eine kleine Region auferhalb der Zelle markiert (blauer Kreis in
Abb. 9, die Groke dieser Fliche ist mit HSp5.. bezeichnet), um das Hintergrundsignal zu
bestimmen (HS). Schlieklich wurde auch die bestrahlte Region markiert (violetter Kreis
in Abb. 9, Grofe dieser Fliache ist mit SBRyj;. bezeichnet) und hieraus das Signal der
bestrahlten Region gewonnen (SBR). Das Ziel dieser Auswertung ist die Bestimmung der
Konzentration von rekrutiertem PCNA innerhalb der bestrahlten Region. Das Signal in-
nerhalb dieser Region wird jedoch hervorgerufen durch das an die DNA gebundene PCNA
als auch das frei diffundierende PCNA. Daher wird eine Methode benétigt, um das Signal
des frei diffundierenden PCNAs abzuschitzen. Wie im Unterkapitel 4.1.4 gezeigt wird,
ist die Konzentration des frei diffundierenden PCNAs annéhernd konstant (unter Beriick-
sichtigung des Ausbleichens der Proteine). Daher wird fiir die spitere Auswertung das
Signal des frei diffundierenden PCNAs auf einen konstanten Wert gesetzt. Als Abschit-
zung fiir diesen Wert dient das Signal aus der bestrahlten Region vor der Mikrobestrahlung
(SBRy, gemittelt {iber die vier Werte vor der Mikrobestrahlung), welches um das Hinter-
grundsignal korrigiert wurde. Jede Anwendung des Lasers (Bestrahlung, Photobleichung,
Bildaufnahme) fithrt zum Ausbleichen eines Anteils der PCNA-Proteine. Daher nimmt
das Fluoreszenz-Signal mit jedem aufgenommenen Bild ab, selbst wenn die Konzentra-
tion der Proteine unveréandert bleibt. Um diesen Bleicheffekt zu korrigieren, wird das
Zellkern-Fluoreszenz-Signal (NFS(t)) eines beliebigen Zeitpunkt mit dem Mittelwert vor
der Bestrahlung, NFS, verglichen, wobei jeweils eine Korrektur infolge des Hintergrundsi-
gnals nétig ist. Der Bleich-Faktor BF = (NFS(t)—HS(t) fgiche ) /(NFS, —HS, ik )
quantifiziert schliefflich den Bleicheffekt und mit ihm ergibt smh das Fluoreszenz- Slgn;iJ der
an die DNA gebundenen PCNA-Proteine (FSRP fiir Fluoreszenz-Signal der rekrutierten
Proteine) als:

SBR SBRp»
FSRP = (SBR( ) HS( )ﬂ)BF (SBRO HSO Fliche
SFlaChe Flédche

) (82)
Hierbei ist SBRO HSO%W:‘e die zuvor erwdhnte Abschitzung fiir das Signal der frei
diffundierenden PCNA-Proteine in der bestrahlten Region (korrigiert um das Hintergrund-
signal). Um aus dem Fluoreszenz-Signal der gebundenen Proteine die entsprechende Kon-
zentration zu ermitteln, wird ein Faktor v bendtigt, der das Signal in die das Signal
erzeugende Proteinmenge iibersetzt. Indem diese Menge durch die Grofe der bestrahlten
Fldche geteilt wird, kann schlieflich die Konzentration der gebundenen Proteine berech-
net werden. Eine grobe Bestimmung dieses Faktors ist hierbei ausreichend, da er keine
Auswirkung auf die aus den Fits resultierenden Ratenkonstanten hat. Eine Anderung des
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Faktors wiirde lediglich zu einer hierzu proportionalen Anderung aller Proteinkonzentra-
tionen fiihren.

Die Daten vor der Bestrahlung zeigen, dass die Menge an fluoreszentem PCNA in allen
Zellen, die in derselben Phase des Zellzyklus sind, gleich grof ist. Mithilfe von quanti-
tativen Western Blots wurde von Danny Nowak dariiber hinaus das Verhiltnis zwischen
endogenem und fluoreszent markiertem PCNA gemessen. Diese Western Blots wurden mit
Zell-Lysaten'! der in den spéteren Experimenten verwendeten Zell-Linie gemacht. Aus die-
sen Daten wurde von Alexander Rapp ein Verhéltnis von 8.1 2.7 zwischen endogenem
und fluoreszierendem PCNA ermittelt (siehe Appendix Abbildung A1). Die Gesamtmenge
von endogenem PCNA #dnderte sich in der in diesen Experimenten verwendeten Zell-Linie
nicht.

Eine niitzliche Information ist aufferdem, dass laut Morris and Mathews (1989) insge-
samt etwa 3.6 - 10° PCNA-Proteine in der G1 Phase vorhanden sind, wohingegen es in
der G2 Phase 11.4 - 10° PCNA-Proteine sind. Die Zellen in den hier vorgestellten Ex-
perimenten waren entweder in der G1 oder der G2 Phase, da von vornherein die Zellen
in der S-Phase anhand der charakteristischen Verteilung des PCNA (rdumlich sehr inho-
mogen) aussortiert wurden. Aufgrund der unterschiedlichen Grofe der Zellen in der G1
Phase im Vergleich zur G2 Phase (etwa Faktor 1.3), wurde ermittelt, dass 81.5% der hier
verwendeten Zellen in der G1 Phase waren und 18.5% der Zellen in der G2 Phase. Un-
ter Verwendung der Ergebnisse von Morris und Mathews ergibt sich damit pro Zelle eine
durchschnittliche Gesamtmenge von (18.5-11.4+81.5-3.6)10° &~ 5-10° PCNA-Proteinen.
Auflerdem muss beachtet werden, dass der Anteil von an Chromatin gebundenem PCNA
in Zellen auferhalb der S Phase laut Morris and Mathews (1989) vernachlédssigbar ist.
Schlieflich ergibt sich also eine durchschnittliche Menge von 5 - 10°/8.1 fluoreszierenden
PCNA-Proteinen pro Zelle. Im n#chsten Schritt wird das mittlere Nukleus-Fluoreszenz-

Signal vor der Bestrahlung (NFS;) iiber alle Zellen gemittelt (NFS,). Hiermit ergibt sich
der Faktor, der das Fluoreszenz-Signal in eine Proteinmenge tibersetzt als:

500000/8.1
V= T/ (83)

NFS,

Um die Proteinkonzentration innerhalb der bestrahlten Fliche zu bestimmen, wird die
Grofle eben dieser Fliche benotigt. Hierbei ist zu beachten, dass die in dieser Arbeit ver-
wendete mathematische Beschreibung mithilfe von Differentialgleichungen implizit davon
ausgeht, dass die modellierten Prozesse sich in einem gleichgrofien Volumen abspielen, so-
fern die Ergebnisse der verschiedenen Simulationen miteinander verglichen werden sollen
(etwa wenn mehrere Kurven von verschiedenen Zellen gleichzeitig gefittet werden). Daher
wird die Proteinkonzentration der gebundenen Proteine stets auf die grofite der bestrahl-
ten Flichen (SBRpyiche, Max) Pezogen. Auferdem wird angenommen, dass die Zellkerne
ungefihr gleich hoch sind, weshalb der Einfachheit halber die Proteinkonzentration nur auf
SBRFische, Max Dezogen wird und nicht auf das entsprechende Volumen. Wiirde stattdes-
sen das Volumen verwendet, miissten alle im spéateren Verlauf gelisteten Konzentrationen
durch die Zellkernhéhe geteilt und die Assoziationsraten mit diesem Wert multipliziert
werden, wohingegen die Dissoziationsraten unverdndert blieben. Hiermit ergibt sich die
Konzentration der rekrutierten (und fluoreszierenden) PCNA-Proteine zu:

11 Ergebnis der Lyse, bei der die Zellmembran chemisch aufgelost wird und Protein-Protein-

Interaktionen unterbunden werden. Dariiber hinaus wird die Sekundir und Tertidr-Struktur der
Proteine zerstort. Es liegen also die linearen Peptidketten vor.
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Abbildung 9: Schematische Darstellung und exemplarische Aufnahmen der FRAP-Mikro-
bestrahlungsexperimente. In der Datenauswertung wird per Hand die Fléche
des Zellkerns markiert (griiner Kreis). Durch Integration des Fluoreszenz-
Signals iiber diesen Bereich wird das Nukleus-Fluoreszenz-Signal (NFS)
ermittelt. Zusétzlich wird eine kleine Region aufierhalb der Zelle (blauer
Kreis) zur Messung des Hintergrundsignals (HS) sowie die bestrahlte Regi-
on (violetter Kreis) zur Messung des Signals der bestrahlten Region (SBR)

markiert.
PCNA = v FSRP
Rek — Ame
¢ SBRFliiche, Max
SBRpy; — SBRp
— ; ((SBR(‘G) — Hs(t)ﬂ)BF _ (SBRO _ HSO Fliche ))
SBRFléChe, Max HSFléche SFlache
(34)

4.1.4 Kontrollexperimente

Es miissen mehrere Kontrollexperimente durchgefiihrt werden, um eine Reihe von fiir
die theoretischen Modelle wichtigen Fragen iiber die experimentellen Bedingungen zu
beantworten. Diese lauten:

1. Verursacht der 561 nm Laser'? DNA-Schiiden, an die PCNA bindet?

12 Dies ist der Laser, mit dem das FRAP-Bleichen durchgefiihrt wird.
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2. Wie kurz ist die Zeitskala, auf der die Diffusion des PCNA stattfindet?
3. Ist das Bleichen der Proteine reversibel?
4. Andert sich die Gesamtmenge an PCNA wihrend der Zeitspanne eines Experiments?

5. Andert sich die Konzentration von frei diffundierendem PCNA wihrend eines Ex-
periments?

Im ersten Teil der Kontrollexperimente werden die ersten beiden Fragen beantwortet.
Um zu iiberpriifen, ob der 561 nm Laser DNA-Schiden verursacht, an die PCNA bindet,
wird in vier Zellkernen das Fluoreszenz-Signal einer Region untersucht, die 0.8 Sekunden
mit dem 561 nm Laser bestrahlt wurde. Der Laser war hierbei auf 100% eingestellt, was
insgesamt einer Energie von 5.4 mJoule entspricht. Die Datenanalyse dieser Kontrollexpe-
rimente wird auf dieselbe Art durchgefiihrt, wie in den Mikrobestrahlungsexperimenten
(siehe Abschnitt 4.1.3). Damit geben die resultierenden Kurven also die Konzentration
der gebundenen, fluoreszierenden Proteine in der bestrahlten Region wieder. Falls der
561 nm Laser Schiden hervorruft, an die PCNA rekrutiert wird, sollte sich dies darin
dufbern, dass die entsprechenden Kurven kurz nach der Bestrahlung oberhalb von Null
liegen. In Abbildung 10a ist ersichtlich, dass dies nicht der Fall ist. Bei t = 0 s fillt
die Kurve unter Null, hervorgerufen durch das Bleichen, welches die Konzentration der
fluoreszierenden Proteine innerhalb der bestrahlten Region so stark verringert, dass sie
unterhalb des Zellkernmittelwertes fiir die Konzentration der fluoreszierenden Proteine
sinkt. Kurz nach dem Bleichen erholen sich die Kurven und erreichen wieder den Wert
Null. Die Erholung der Kurven geschieht aufgrund der Diffusion der noch ungebleichten
PCNA-Proteine und vollzieht sich auf einer wesentlich kiirzeren Zeitskala verglichen mit
dem Rekrutierungsprozess (siehe Abschnitt 4.2). Dies rechtfertigt die Verwendung des
hier vorgestellten theoretischen Modells, in dem implizit davon ausgegangen wird, dass
Diffusion und Rekrutierung auf unterschiedlichen Zeitskalen stattfinden.

Einige der in Abbildung 10a dargestellten Kurven brechen frither ab als andere. Der
Grund hierfiir liegt darin, dass sich die entsprechenden Zellen wihrend des Experiments zu
weit von der Startposition entfernt hatten und die Auswertung der spiteren Aufnahmen
zu Artefakten gefithrt hétte.

Wihrend der ersten acht Minuten liegen die Konzentrationen der gebundenen Proteine
in der Ndhe von Null. Daher kann geschlussfolgert werden, dass der 561 nm Laser keine
direkten Schiden verursacht, an die PCNA rekrutiert wird.

Im zweiten Teil der Kontrollexperimente soll die dritte und vierte Frage beantwor-
tet werden: Ist das Bleichen der Proteine reversibel und dndert sich die Gesamtmenge an
PCNA wéhrend eines Experiments? Um diese Frage zu beantworten, werden dieselben Da-
ten wie im vorigen Kontrollexperiment verwendet. Im Unterschied zur vorigen Kontrolle
wird hier allerdings das Nukleus-Fluoreszenz-Signal (NFS(t)) ausgewertet. Das Ergebnis
ist in Abbildung 10b dargestellt. Zu Beginn fillt das Signal aufgrund des Bleichens deut-
lich ab. Wihrend der ersten Minute sinkt das Signal noch weiter. Dies wird hervorgerufen
durch die hohe Bildaufnahmerate und das hierdurch hervorgerufene zusétzliche Bleichen
der Proteine. In den Experimenten wurde nach etwa einer Minute die Bildaufnahmera-
te herabgesetzt, weshalb die Proteine weniger gebleicht wurden und daher die Kurven
wiahrend des restlichen Zeitabschnitts kaum merklich absinken. Dies zeigt also, dass sich
die Gesamtmenge an PCNA wihrend der Zeitspanne eines Experiments nicht &ndert und
dass das Bleichen der Proteine irreversibel ist (andernfalls miissten die Kurven wieder an-
steigen). Dieses Ergebnis wird auch unterstiitzt durch die Erkenntnisse anderer Autoren
(Sporbert et al., 2002). Beide Ergebnisse dieser Kontrollexperimente (Bleichen ist irrever-
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Abbildung 10: A) Konzentration der rekrutierten PCNA-Proteine nach Bestrahlung mit
dem FRAP-Laser (561 nm). B) Nukleus-Fluoreszenz-Signal (NFS) der
in A) gezeigten Zellen. Der experimentelle Aufbau entspricht der obigen

Skizze.

sibel und die Gesamtmenge an PCNA ist konstant) sind wichtige Informationen fiir die

theoretische Modellierung.
Zur Beantwortung der fiinften Frage werden die Aufnahmen der FRAP-Mikrobestrah-

lungsexperimente ausgewertet, die auch im Abschnitt 4.2 verwendet werden. Anstatt je-
doch das Signal aus der bestrahlten Region zu analysieren, wird eine Region im Zellkern
ausgewertet, die weder mikrobestrahlt noch gebleicht wurde (auffer dem unvermeidlichen
Bleichen in Folge der Bildaufnahmen). Um die Konzentration der frei diffundierenden
PCNA-Proteine innerhalb dieser Region zu erhalten, wird eine Variation von Gleichung
(84) verwendet:

PCNA (1) =

NBRFliiche

((NBR(t) -

NBRypy;
HS (t) Flédche )BF)
Fliache

(85)

Hierbei steht NBR(t) fiir das Signal aus der nicht bestrahlten und nicht photogebleichten
Region sowie NBRyyj0pe fiir die Fliche dieser Region. In Abbildung 11 ist PCNA,..(t) fiir
die dreizehn Zellen dieses Datensatzes dargestellt. Die Anderung von PCNAg.(t) kurz
nach dem Mikrobestrahlen und dem Bleichen resultiert daher, dass durch die Mikrobe-
strahlung und das FRAP-Bleichen die annidhernd homogene, rdumliche Verteilung von
PCNA gestort wird. Ansonsten bleibt PCNA,...(t) niherungsweise konstant. Letzteres
ist auch wieder eine wichtige Information fiir das spiter verwendete Modell.
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Abbildung 11: Dargestellt ist die Konzentration von PCNA in einer nicht bestrahlten Re-
gion wiahrend der FRAP-Mikrobestrahlungsexperimente. Der experimen-
telle Autbau entspricht der obigen Skizze. Die Kurven der dreizehn Zellen
wurden der Ubersichtlichkeit halber in zwei Gruppen aufgeteilt. Griinde fiir
die von Zelle zu Zelle unterschiedlich hohe PCNA-Konzentration sind die
Unterschiede im Zellvolumen und in der Menge an markiertem PCNA. Fiir
die weitere Auswertung sind diese Unterschiede nicht weiter von Belang.
Entscheidend fiir die spater verwendeten Modelle ist dagegen, dass in allen
Zellen die PCNA-Konzentration in der hier ausgewerteten, nicht bestrahl-
ten Region bis auf den Zeitraum kurz nach der Mikrobestrahlung und kurz
nach dem FRAP-Bleichen anniihernd konstant ist. Die kurzzeitige Ande-
rung der Konzentration resultiert daher, dass durch die Mikrobestrahlung
und das FRAP-Bleichen die anndhernd homogene, rdumliche Verteilung
von PCNA gestort wird.

4.1.5 Theoretische Modelle

Um zu verstehen, welche Prozesse am entscheidensten zu der charakteristischen PCNA-
Rekrutierungskurve in den hier vorgestellten Experimenten beitragen, werden verschie-
dene theoretische Modelle entwickelt. Diese Modelle sind moglichst einfach gehalten, da
mit geniigend hoher Komplexitit (Anzahl chemischer Spezies und Reaktionen) jedes Mo-
dell die experimentellen Daten gut fitten wiirde. Es wire bei Modellen mit entsprechender
Komplexitét also nicht moéglich, auf Grundlage dessen, wie gut sie die experimentellen Da-
ten reproduzieren, zwischen ihnen zu unterscheiden oder gar ein Modell auszuschliefsen.
Zusitzlich wird es mit steigender Komplexitit eines Modells immer schwieriger, dieje-
nigen Bestandteile des Modells herauszufiltern, deren Beitrag zum Reproduzieren der
experimentellen Daten am bedeutendsten ist. Ein besonders interessantes Merkmal der
hier vorgestellten Daten ist etwa der Overshoot in den PCNA-Rekrutierungskurven (siehe
Abbildung 12). Unter Overshoot wird hier und im Folgenden verstanden, dass die Rekru-
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tierungskurven friith ein Maximum aufweisen und anschliefend abfallen. Entscheidend ist
auch, dass die Rekrutierungskurven nicht wieder auf Null abfallen, sondern bei etwa 30
Minuten ein Plateau erreichen. Mogliche Erklarungen fiir diesen Overshoot und das sich
anschliefende Plateau sind:

1. Der Laser verursacht mindestens zwei Arten von DNA-Schiden (Einzenstrang-
briiche, Doppelstrangbriiche, Basenmodifikationen)mit unterschiedlicher PCNA-
abhéngiger Reparaturrate.

2. Die Dissoziationsratenkonstante von PCNA wird durch ein anderes Protein beein-
flusst.

3. Die Assoziations- und Dissoziationsratenkonstante des natiirlich vorkommenden
PCNAs (welches nicht fluoresziert und damit in den Experimenten nicht sichtbar ist)

unterscheiden sich von den entsprechenden Raten des kiinstlichen (fluoreszierenden)
PCNAs.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die meisten der dort diskutierten Modelle
allein durch das Vorhandensein des Overshoots ausgeschlossen werden konnen. Ledig-
lich das Modell, in dem die Dissoziationsratenkonstante von einem unbekannten Protein
erhoht wurde und das Modell, in dem die Assoziationsratenkonstante von einem unbe-
kannten Protein verringert wurde und in dem Dissoziation nicht vernachlissigbar ist,
kommen von den im ersten Teil der Arbeit diskutierten Modellen als Erkldrung fiir den
Overshoot in Frage. Von den zwei letztgenannten Modellen wurde nur das Modell, in dem
die Dissoziationsratenkonstante von einem unbekannten Protein erhéht wird, in die obi-
ge Auflistung aufgenommen, da es fiir die folgende Untersuchung besonders geeignet ist.
Der Grund hierfiir ist, dass die hier vorgestellte Methode auf dem Vergleich der FRAP-
Kurven zu unterschiedlichen Zeitpunkten wahrend der Rekrutierungsphase basiert und
damit besonders sensitiv fiir eine Anderung der Dissoziationsratenkonstante ist.

Fiir alle drei der oben aufgelisteten Szenarien werden im Folgenden minimale Model-
le vorgestellt. Zuvor muss betont werden, dass in dem hier vorgestellten Verfahren alle
experimentellen Kurven einer Gruppe gemeinsam und mit denselben Parametern (etwa
Assoziations- und Dissoziationsratenkonstanten) gefittet werden. Die erste Gruppe sind
hierbei die vierzehn Zellen gemeint, die nur bestrahlt (also nicht photogebleicht) wurden.
Die zweite Gruppe umfasst die dreizehn Zellen, die sowohl bestrahlt als auch photoge-
bleicht wurden. Dank des gleichzeitigen Fittens aller Kurven einer Gruppe reduziert sich
die Zahl der freien Parameter und damit auch der Paremeterraum, der zu &hnlich guten
Fits fiihrt, erheblich.

Alle im Folgenden diskutierten Modelle bestehen aus zwei bis drei chemischen Spezies.
Mindestens eine hiervon ist ein Substrat (S), wie etwa ein Einzelstrangbruch in der DNA,
ein Doppelstrangbruch oder eine Basenmodifikation. Alle drei sind Schiaden, die durch
Bestrahlung mit dem 405 nm Laser verursacht werden kénnen(Lan et al., 2005). Auferdem
beinhaltet jedes dieser Modelle mindestens ein Protein, welches an dieses Substrat bindet
(P). Es wird angenommen, dass die Beziehungen zwischen den chemischen Spezies durch
Elementarreaktionen dargestellt werden kénnen, wie beispielsweise:

kg p—ssp

S+p 2% gp (86)
und
k
spEL g4 p. (87)




In obigen Gleichungen steht P stellvertretend fiir ein PCNA-Protein, S représentiert ei-
ne Schadensstelle in der DNA und SP bezeichnet an einen DNA-Schaden gebundenes
PCNA. Weiterhin stehen kg, p—ssp und kgp—sg,p fiir die Ratenkonstante der Hin- und
Riickreaktion (Erstere wird im Folgenden auch Assoziationsratenkonstante und letztere
Dissozationsratenkonstante genannt). PCNA ist ein Trimer, also aufgebaut aus drei gleich-
artigen Untereinheiten. In den hier vorgestellten Modellen wird angenommen, dass PCNA
entweder als Trimer an die DNA bindet oder dass die Trimerisation im Vergleich zur Re-
krutierung des PCNA auf einer kiirzeren Zeitskala stattfindet. Um das Modell moglichst
einfach zu halten, wird daher nur der komplette PCNA-Trimer im Modell beriicksichtigt
(bezeichnet als P). Da wir wissen, dass die Diffusion von PCNA im Vergleich zur Rekrutie-
rung auf einer kiirzeren Zeitskala ablauft (siehe Abschnitt 4.1.4), enthélt das Modell keine
Beschreibung der Diffusion. Dies dient erneut dazu, das Modell so einfach wie moglich zu
halten. Unter der Annahme der Giiltigkeit des Massenwirkungsgesetzes kdnnen die obigen
chemischen Reaktionsgleichungen in folgendes System von Differentialgleichungen fiir die
Konzentrationen der chemischen Spezies (bezeichnet mit [S], [P] und [SP]) {ibersetzt
werden:

dlsp] _ d[P] dIS]
de dt  dt

= ks+p—>SP[p][S] - kSP—>S+P[SP]- (88)

Dieses Gleichungssystem représentiert das Basismodell. Zur weiteren Vereinfachung wird
in diesem und in den sich anschliefenden Modellen davon ausgegangen, dass die Konzen-
tration der frei diffundierenden PCNA-Proteine in der bestrahlten Region wiahrend der
Dauer des Experiments anndhernd konstant ist. In der Realitit wird die Konzentration
der frei diffundierenden PCNA-Proteine in der bestrahlten Region kurzfristig dadurch ver-
ringert, dass PCNA an den Schaden bindet. In den hier vorgestellten Modellen wird aber
davon ausgegangen, dass die Gesamtmenge an PCNA-Proteinen im Vergleich zur Anzahl
an DNA-Schiden hoch ist, dass die Diffusion fiir einen schnellen Ausgleich der Konzen-
tration in der bestrahlten Region sorgt und dass damit die kurzfristige und geringfiigige
Anderung der Konzentration frei diffundierender PCNA-Proteine vernachliissigbar ist.
Die Ergebnisse der Kontrollexperimente (Konzentration der frei diffundierenden PCNA-
Proteine in einer unbestrahlten Region ist annidhernd konstant) sprechen dafiir, dass diese
Vereinfachung zuldssig ist. Damit reduziert sich das obige Gleichungssystem auf:

[P1(t) =Py, (89)

disp] _ d[s]
de dt

= kg p—sspPo[S]—ksp—ss5.p[SP]. (90)

Dieses Basismodell ist zu einfach, um den Overshoot aus den experimentellen Daten
zu reproduzieren. Die Anfangssteigung und der Sattigungswert dieser Kurve kdnnen zwar
durch eine Anderung der Parameter k®f = Pyks, p—ssp +kgp—sg.p und Sy (siehe Abschnitt
3.2.1) variiert werden, nicht jedoch die eigentliche Kurvenform, die monoton steigend und
monoexponentiell ist (Fiir ein Beispiel siehe graue Kurven fiir Protein A in beliebiger
Abbildung aus Abschnitt 3.2.2). Folglich wird eine grofere Anzahl von chemischen Spezies
oder chemischen Reaktionen bendtigt, um den Overshoot aus den experimentellen Daten
im Modell zu erzeugen.

In dieser Arbeit werden folgende Erweiterungen des Basismodells diskutiert:
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1. Es wird eine chemische Reaktion hinzugefiigt, die beschreibt, dass der Schaden kom-
plett repariert wird und PCNA anschlieffend dissoziiert:

kRepair

SP——P (R3)

Um das Modell so einfach wie moglich zu halten, wird die Dissoziation von PCNA
vor Reparatur des Schadens vernachléssigt. Hieraus ergibt sich folgendes Gleichungs-

system:
[P](t) =Py, (91)
d
% = —ks p—spPolS], (92)
d[dStP] = ks1p—spPolS]— kRepair[SP]- (93)

2. Es wird ein zweites Substrat D hinzugefiigt. Dies kann etwa ein Doppelstrangbruch
sein, der wihrend der Dauer des Experiments nicht repariert wird, von dem PCNA
aber dennoch dissoziieren kann:

k
D+P 222 pp (R4)
k
pp-2=2 N pyp (R5)

In dieser Erweiterung wird die Reparatur der ersten Art von DNA-Schéiden (etwa
Einzelstrangbriiche) auf dieselbe Art beriicksichtigt wie in der zuerst angesprochenen
Erweiterung des Basismodells:

kRepair

sp—5p (94)

Allerdings wird in diesem Modell beriicksichtigt, dass PCNA dissoziieren kann (es
wird also Gleichung (87) verwendet). Hieraus ergibt sich folgendes Gleichungssystem:

[P](t) =Py, (95)
% = —ksp—sspPo[S]+ ksp—s54p[SP], (96)
% = —kpp—sppPolD] + ksp—spip[DP], (97)

d[sP] _ d[s] d[D]
dt  dt dt

- kRepair[SP] s (98)




3. Eine zweite Proteinart wird hinzugefiigt. Diese beeinflusst die Dissoziationsraten-
konstante von PCNA, ist selbst aber unbeeinflusst von PCNA. Um das Modell so
einfach wie moglich zu halten, bleibt die Dissozation des zweiten Proteins unberiick-
sichtigt. Eine Beriicksichtigung der Dissoziation dieses Proteins hatte zudem keinen
nennenswerten Einfluss auf die Ergebnisse dieser Untersuchung, da die Rekrutie-
rungskurven des beeinflussenden Proteins sich qualitativ nicht &ndern wiirden (Es
wéren immer noch monoton ansteigende, monoexponentielle Funktionen). Wieder-
um aus Griinden der Einfachheit des Modells wird in dieser Variante nur eine Art
von DNA-Schéden beriicksichtigt. Auch wenn in den Experimenten tatséchlich ver-
schiedene Arten von DNA-Schiden die Rekrutierung von PCNA bewirken sollten,
kann dieses Modell dennoch eine gute Beschreibung liefern, falls die Ratenkonstan-
ten von PCNA fiir die verschiedenen Schiden ungeféhr gleich sind. A steht fiir die
zweite Proteinart und mit SPA wird ein DNA-Schaden bezeichnet, an den sowohl
PCNA als auch dieses zweite Protein gebunden sind. Die Gleichungen dieses Modells
lauten (zusétzlich zu den Gleichungen (86) und (87)):

ksia—>sa

S+A—TH oA (R6)
SP 4+ A SSPHAS G py (R7)
sa+p 2 oy (R8)
SPA SR Ga L p (R9)

Zur Vereinfachung des Modells wird angenommen, dass auch Protein A in geniigend
hoher Konzentration vorliegt, sodass die lokale Anderung der Konzentration in der
bestrahlten Region vernachlissigbar ist. Damit ergibt sich folgendes Gleichungssy-

stem:

[AY(E) = 4, (100)

ds] =k [SP]—k Py[S]—k AolS] 101
T — RSp—S+P — Rs+p—spto — Rs+A—sA0 > ( )

d[SP
O KspspPolS 1~ Kpsp[SPT — KspassmlSP1. (102
d[SA]
dt = kS+A_>SAAO[S] + kSPA_)SA+P [SPA] - kSA+P_)SPAPO[SA] . (103)
d[SPA]

dt = kSP+A_)SPAAO[SP] + kSA+P—)SPAPO[SA] - kSPA_)SA-i-P [SPA] . (104)
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4. Die vierte Erweiterung des Basismodells baut auf der Annahme auf, dass die
Assoziations- und Dissoziationsratenkonstanten der endogenen'® PCNA-Proteine
(welche nicht fluoreszieren und damit in den hier vorgestellten Experimenten nicht
sichtbar sind) verschieden sind von den entsprechenden Raten der fluoreszierenden
PCNA-Proteine. Aus der Literatur ist bekannt, dass die natiirlichen PCNA-Proteine
ghnlich stark an die DNA gebunden sind wie die fluoreszierenden PCNA-Proteine
((Sporbert et al., 2005), Abbildung 2). Dennoch wurde dieses Modell in die hier
vorgestellte Untersuchung aufgenommen, um zum einen das Ergebnis von Sporbert
et al. (2005) zu bekréftigen und zum anderen zu demonstrieren, dass die hier vor-
gestellte Methode tatséichlich hilft, Modelle auszuschliefsen. Die endogenen PCNA-
Proteine werden mit E bezeichnet und es ergeben sich folgende Gleichungen (wieder
zusétzlich zu den Gleichungen (86) und (87)):

k
S+EEE gp (R10)
k
SE-L G4 E (R11)

Hieraus ergibt sich folgendes Gleichungssystem:

[P](t) =Py, (105)
[E](t) = Eo, (106)
d[;tP] = ks p—spPolS]1—ksp—s4p[SP]. (107)
d[th] = ksyp—spEolS]—ksg—s4p[SE]. (108)

dls]  d[sP] dISE]
dt  dt dt (109)

Deterministische Modelle wie die hier aufgelisteten sind dann eine gute Beschreibung der
in ihnen abgebildeten Prozesse, wenn die Konzentrationen der beteiligten Spezies hoch

genug sind, dass die stochastische Natur der zugrundeliegenden Prozesse vernachléssigbar
ist. Dies dufiert sich beispielsweise darin, dass die experimentellen Rekrutierungskurven
von PCNA verhiltnisméfig glatt sind (Sie haben eine geringe Streuung um den lokalen
Mittelwert, etwa tiber jeweils fiinf benachbarte Datenpunkte gemittelt). Selbst wenn die
stochastische Natur der simulierten Prozesse nicht vernachlissigbar sein sollte, dienen
solche deterministischen Modelle dennoch als niitzliche Niherung.

Um die Differentialgleichungen der jeweiligen Modelle zu 16sen, wird ein expliziter
Runge-Kutta Cash-Karp Algorithmus verwendet (Cash and Karp, 1990). Da dieser Al-
gorithmus verhéltnisméfig lange Rechenzeiten bend6tigt, wenn die Konzentrationen der
chemischen Spezies oder die Ratenkonstanten sehr hohe oder sehr niedrige Werte anneh-
men, werden diese GroRen auf das Intervall [e™2°, e2°] beschriinkt. Eine Moglichkeit fiir
eine derartige Einschrinkung ist die Nutzung einer Bestrafungsfunktion, die den durch den

13 Endogen steht fiir korpereigen. Hiermit sind also die natiirlich vorkommenden Proteine gemeint.
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Fit-Algorithmus zu minimierenden Wert kiinstlich hoch setzt, wenn die Werte in den un-
erlaubten Bereich riicken. Da dies aber zu unerwiinschten Nebeneffekten fiihrt, etwa dass
der Fit-Algorithmus deutlich langsamer konvergiert oder an offensichtlich nicht optimalen
Parametersitzen konvergiert, wird der Fit-Algorithmus mit verdnderten Parametern K.,
durchgefiihrt. Hier steht x,,,, fiir einen beliebigen Parameter, also eine Ratenkonstante
oder eine Proteinkonzentration. Dieser neue Parameter ergibt sich aus dem urspriinglichen
Parameter k wie folgt: K., = e2>*"), Hierdurch wird also sichergestellt, dass die Werte
fiir K, innerhalb des Intervalls [e™2°,e?*] liegen.

Um den besten Fit eines bestimmten Modells an einen gegebenen Datensatz zu finden,
wird ein Algorithmus verwendet, der auf der Covariance Matrix Adaptation Evolution
Strategy (CMA-ES) (Hansen, 2006) aufbaut. Dieser evolutionidre Algorithmus basiert auf
dem wiederholten Zusammenspiel von Variation und Selektion: In jeder Iteration wird un-
ter Zuhilfenahme des zuvor erwidhnten Runge-Kutta Cash-Karp Algorithmus eine Schar
von Losungen fiir die vorgegeben Differentialgleichungen erzeugt. Diese Losungen werden
zufillig anhand einer Verteilung generiert, die von der Elterngeneration abhingt. An-
schlieRend werden aus dieser Schar von Losungen diejenigen mit der hichsten Fitness'®
ausgewahlt. Diese Losungen werden im nichsten Iterationsschritt als Elterngeneration
verwendet. Letztendlich ergibt sich im Laufe vieler Iterationsschritte eine Lisung mit
moglichst hoher Fitness. Der Startwert fiir die Konzentration der frei diffundierenden
Proteine wird auf P, = SBR,, (also auf den Mittelwert des Signals aus der bestrahlten
Region vor der Mikrobestrahlung) gesetzt. Ausgehend von diesem Startwert kann der
Fit-Algorithmus den Wert von P, verdndern, allerdings wird der Algorithmus dabei auf
folgenden Bereich eingeschréinkt:

0.8-SBR, < P, < 1.2-SBR,. (110)

Es wird also erlaubt, dass der Wert von P, um 20% vom experimentell ermittelten
Wert ﬁo abweicht. Diese erlaubte Abweichung orientiert sich an den Kontrollexperi-
menten in Abbildung 11, in denen die Konzentration von PCNA in einer unbestrahlten
und ungebleichten Region nur eine geringe Anderung wihrend der Dauer des Experiments
erfahrt (ausgenommen die Bereiche kurz nach der Mikrobestrahlung und kurz nach dem
Bleichen). Fiir die im spéateren Verlauf gezeigten Resultate ist der exakte Wert dieser
erlaubten Abweichung nicht entscheidend, daher geniigt eine grobe Abschitzung anhand
der Kontrollexperimente.

Um den Parameterraum zu reduzieren, werden stets alle Rekrutierungskurven der Zellen
eines Experimentes gleichzeitig gefittet und dabei fiir alle Kurven dieselben Werte fiir die
Ratenkonstanten verwendet. Da keine Daten {iber die Konzentration der DNA-Schiden
oder die Konzentration eines anderen Proteins aufler PCNA vorliegen, wird dem Fit-
Algorithmus erlaubt, beliebige positive Werte fiir diese Konzentrationen zu wihlen (wobei,
wie zuvor erwihnt, vor der Ubergabe dieser Parameter an den Algorithmus zum Losen
der Differentialgleichungen sichergestellt wird, dass die Parameter im Intervall [e 2°, e%°]
liegen). Die Startwerte fiir die Konzentration der DNA-Schiden S, sowie fiir die Raten-
konstanten werden auf 10* gesetzt, wobei x eine reelle Zahl ist und zuféllig zwischen 2
und —4 gezogen wird. Der Grund hierfiir ist, dass Startwerte auferhalb dieses Bereiches
zu Kurven mit sehr starker Abweichung zu den experimentellen Daten fithren und der
Fit-Algorithmus héufig an offensichtlich nicht optimalen Stellen konvergiert (die Abwei-
chung zwischen den Modellkurven und den experimentellen Kurven ist auch nach der
Konvergierung des Fit-Algorithmus immer noch sehr hoch).

14 In dieser Arbeit wird die Fitness iiber die Giite des Fits bestimmt. Siehe hierzu nichster Unterab-
schnitt.
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4.1.6 Kreuzvalidierung

Als Kennzahl fiir die Giite eines Fits wird y? verwendet:

X =

Exp _ Theo 2
Z(PCNA [T]—PCNAThO[TT) )

Rek Rek
T o?[T]
Die Summe geht hierbei iiber alle Datenpunkte. PCNAEE;;E[T] ist also der Tte experi-
mentell ermittelte Wert der Konzentration von rekrutiertem PCNA und PCNAEEEO[T]
ist der Tte theoretische Wert der Konzentration von rekrutiertem PCNA. Aus welchen
Termen sich die Rekrutierungskurve zusammensetzt, ist allerdings von Modell zu Modell
verschieden. Fiir das Modell mit zwei Arten von DNA-Schéiden gilt etwa: PCNAE;I‘EO[T] =
[SP][T]+[DP][T] (Summe von an Einzel- und Doppelstrangbriichen gebundenes PCNA).
Wohingegen fiir das Modell, in dem die Dissoziationsratenkonstante von PCNA von ei-
nem weiteren Protein beeinflusst wird, folgendes gilt: PCNAESEO[T] = [SP][T]+[SPA][T]
(Summe von rekrutiertem PCNA in Abwesenheit und Anwesenheit von A). Im Modell mit
verschiedenen Ratenkonstanten fiir endogene und fluoreszierende Proteine gilt schlieflich:
PCNA}T{EIEO[T] = [SP][T]. Im Ubrigen sei darauf hingewiesen, dass der Losungsalgorith-
mus fiir das Differentialgleichungssystem eine adaptive Schrittweite verwendet, zum Ver-
gleich mit den experimentellen Datenpunkten werden aber nur diejenigen theoretischen
Datenpunkte herausgegriffen, deren Zeitvariable mit derjenigen der experimentellen Da-
tenpunkte libereinstimmt.

In der obigen Gleichung steht o?[T] fiir die gleitende Varianz der experimentellen
Daten. Um diese gleitende Varianz zu berechnen, muss zunéchst der gleitende Mittelwert
bestimmt werden. Da fiir eine bestimmte Zelle zu einem bestimmten Zeitpunkt nur ein
einzelner Wert vorliegt, wird der gleitende Mittelwert iiber die zwei Datenpunkte vor und

hinter dem entsprechenden Datenpunkt errechnet:

i=T+2
Ex Expr.
PCNARP[T] = ( Z PONALP[i])/5
i=T—2
= (PCNAP[T — 2]+ PCNATP[T — 1]+ PCNALP[T]+ PCNAL [T + 1]+ PONALP[ T +2])/5
(112)

Mit diesem gleitenden Mittelwert kann nun auch die gleitende Varianz auf &hnliche Weise
ermittelt werden:

i=T+2
o[T]1=( Y (PCNARP[i]1—PONARRIT]))/S (113)
i=T-2

Fiir die Datenpunkte, in denen dieses Verfahren nicht anwendbar ist (etwa direkt vor
und nach dem Bleichen), wird die Varianz der Datenpunkte vor der Mikrobestrahlung
verwendet.

Kleine Werte von y2 kennzeichnen einen guten Fit, wohingegen grofe Werte von y2
das Merkmal eines schlechten Fits sind. Daher versucht der Fit-Algorithmus, den Wert
von y2 zu minimieren.

Um ein zusétzliches Maf dafiir zu haben, ob ein Modell die Daten gut beschreibt oder
nicht, wird ein Kreuzvalidierungsverfahren angewendet. Von den 13 Kurven der FRAP-
Mikrobestrahlungsexperimente (den 14 Kurven der Mikrobestrahlungsexperimente) wer-
den zehn Kurven als Trainingsmenge verwendet. Der Fit-Algorithmus wird also darauf
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angesetzt, den Wert von y? bezogen auf diese zehn Trainingskurven und ein gegebe-
nes Modell zu minimieren. Anschliefend werden die verbliebenen Kurven des jeweiligen
Experiments als Validierungsmenge verwendet: Die chemischen Ratenkonstanten des Mo-
dells werden auf die Werte gesetzt, an denen der Fit-Algorithmus nach dem Fitten der
Trainingskurven konvergierte, und mit diesen fixen Werten wird y2 bezogen auf die Vali-
dierungskurven minimiert.

In den Validierungsfits gibt es fiir jede Rekrutierungskurve mindestens zwei freie Pa-
rameter, Sy und Py. Letzterer ist wie zuvor erwiahnt limitiert durch Gleichung (110). Im
Falle des Modells mit zwei Arten von DNA-Schiden kommt zu diesen noch ein weiteren
freier Parameter hinzu: die anfingliche Konzentration von Doppelstrangschiden Dy. Im
Falle des Modells mit beeinflusster Dissoziationsratenkonstante kommt als zusétzlicher
freier Parameter die Konzentration des beeinflussenden Proteins A, hinzu.

Fiir ein gegebenes Modell und einen gegebenen experimentellen Datensatz wird dieses
Kreuzvalidierungsverfahren vierfach angewendet, wodurch jede experimentell ermittelte
Rekrutierungskurve genau ein Mal Teil der Validierungsmenge ist. Da die Gesamtzahl an
Rekrutierungskurven im Falle der FRAP-Mikrobestrahlungsexperimente 13 war (im Fal-
le der Mikrobestrahlungsexperimente 14), besteht die erste Validierungsmenge aus vier
Kurven, die zweite Validierungsmenge aus drei Kurven (im Falle der Mikrobestrahlungs-
experimente aus 4 Kurven) und die letzten beiden Validierungsmengen aus drei Kurven.
Um schlieflich zu bestimmen, wie gut ein Modell die Daten beschreibt, wird die Summe
iiber y? fiir alle Validierungskurven errechnet und dieser Wert mit den entsprechenden
Werten der anderen Modelle verglichen.

4.2 Ergebnisse

In diesem Abschnitt werden die Daten der Mikrobestrahlungsexperimente sowie die Da-
ten der FRAP-Mikrobestrahlungsexperimente vorgestellt. Aufferdem werden zu jedem
dieser Experimente die Validierungs-Fits der verschiedenen Modelle gezeigt. Schliefslich
wird gezeigt, dass die Kurven der FRAP-Mikrobestrahlungsexperimente mehr Informa-
tionen iiber die der Rekrutierung zugrundeliegenden Prozesse enthalten als die Kurven der
Mikrobestrahlungsexperimente. Dank dieser Informationen wird es mdoglich sein, Modelle
auszuschlieffen, die aufgrund der Kurven ohne FRAP nicht ausgeschlossen werden kénnen.
Zunichst werden die Rekrutierungskurven der Mikrobestrahlungsexperimente vorgestellt,
um hiermit die FRAP-Mikrobestrahlungsexperimente und die Wahl der Modelle zu mo-
tivieren.

4.2.1 Mikrobestrahlungsexperimente

Die Rekrutierungskurven der vierzehn Zellen aus den Mikrobestrahlungsexperimenten
sind in Abbildung 12 dargestellt. Zu sehen ist die Konzentration von rekrutiertem PCNA
(gepunktete Kurven) innerhalb der bestrahlten Region, so wie sie aus den experimentellen
Daten ermittelt wurde (entsprechend Gleichung (84)). Bei t = 0 s erfolgt jeweils die Mi-
krobestrahlung, die zu DNA-Schiden und damit auch zur Rekrutierung von PCNA fiihrt.
Nach etwa fiinf Minuten weisen die Rekrutierungskurven ein Maximum auf, nach dem
sie monoton abfallen, bis sie schlieflich nach etwa dreifiig Minuten ein Plateau erreichen.
Einige der Kurven enden frither als andere, da sich die Zellen in diesen Experimenten ab
diesem Zeitpunkt zu stark bewegten und damit die Auswertung der nachfolgenden Daten
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unbrauchbar war. Vor dem Erreichen des Plateaus sind die Assoziations- und Dissozia-
tionsrate von PCNA augenscheinlich nicht im Gleichgewicht, weshalb klassische FRAP-
Methoden an dieser Stelle nicht anwendbar sind. Wie noch gezeigt wird, ist die theoretische
Auswertung von FRAP-Experimenten unter diesen Bedingungen aber durchaus méglich
und sehr niitzlich.

Zunachst werden die Kurven der Mikrobestrahlungsexperimente mithilfe des ersten der
erweiterten Modelle gefittet. In diesem Modell werden lediglich zwei chemische Spezies
beriicksichtigt, die PCNA-Proteine und die DNA-Schéden, sowie zwei chemische Reak-
tionen: Das Binden von PCNA an beschiddigte DNA (Gleichung (86)) und die Reparatur
des Schadens mit anschliefender Dissoziation von PCNA (Gleichung (R3)). Dieses Mo-
dell ist nach dem Basismodell das einfachste der hier vorgestellten. Um das Modell nicht
komplizierter als notig zu gestalten, werden die Reparatur des DNA-Schadens und die
Dissoziation von PCNA zu einem Schritt zusammengefasst. Dies ist dann eine gute Ni-
herung, wenn die Dissoziation von PCNA nach abgeschlossener Reparatur im Vergleich
zur Dauer der Reparatur sehr schnell abliuft. Natiirlich spielen bei der Reparatur der
DNA auch andere Proteine neben PCNA eine wichtige Rolle. Wiederum aus Griinden
der Einfachheit des Modells werden diese nicht berticksichtigt. Das Modell kann dennoch
eine gute Naherung der tatsichlich ablaufenden Prozesse sein, wenn die Rekrutierung von
PCNA der ratenlimitierende Schritt in den modellierten Prozessen ist und die weiteren
Proteine keinen grofien Einfluss auf die Rekrutierung und Dissoziation von PCNA haben.

Abbildung 12 zeigt den besten Fit dieses Modells unter Verwendung von y2, wie im Me-
thodenteil erldutert. In diesem Fit wurde allerdings das Kreuzvalidierungsverfahren nicht
angewendet. Es wurden also alle 14 Rekrutierungskurven gleichzeitig gefitted, wobei die
chemischen Ratenkonstanten freie Parameter waren (aber eben fiir alle 14 Kurven densel-
ben Wert angenommen haben). Es wurde auf das Kreuzvalidierungsverfahren verzichtet,
um zu iiberpriifen, ob die Kurven von diesem Modell iiberhaupt zufriedenstellend gefittet
werden konnen.

Dieses sehr einfache Modell ist in der Lage, das Maximum in den Rekrutierungskur-
ven und den anschliefenden Abfall zu reproduzieren. Allerdings schliigt es dabei fehl, das
Plateau bei etwa dreifig Minuten wiederzugeben (siehe die Kurven zu den Zellen 1-3 in
Abbildung 12). Dies liegt daran, dass in diesem Modell nach geniigend langer Zeit nihe-
rungsweise alle Schiden repariert worden sind und die Konzentration von rekrutiertem
PCNA daher gegen Null strebt.

Dieses Ergebnis legt nahe, dass es nicht gentigt, nur ein Substrat und eine Proteinspezies
im Modell zu beriicksichtigen, sofern der Overshoot inklusive Plateau reproduziert werden
soll. Daher werden im néchsten Abschnitt drei Modelle diskutiert, die entweder zwei Sub-
strate (etwa Einzel- und Doppelstrangbriiche) oder zwei Proteinspezies beinhalten und
hierdurch in der Lage sind, den Overshoot inklusive Plateau zu reproduzieren.

4.2.1.1 Zwei-DNA-Schadensarten-Modell

Eine mogliche Erkldrung fiir einen Overshoot mit anschliefendem Plateau ist das Vorhan-
densein zweier Arten von DNA-Schéiden, etwa Einzel- und Doppelstrangbriiche, die mit
unterschiedlichen Raten repariert werden. In einem derartigen Szenario wird der Overs-
hoot hervorgerufen durch die schnelle Reparatur der ersten Art von Schiden. Der Grund
fiir das Plateau liegt dann darin, dass die Reparatur der zweiten Art von Schiden auf
einer Zeitskala ablauft, die langer als die Dauer des Experiments ist (also im Modell nicht
berticksichtigt wird).

Dieses Modell besteht aus den Gleichungen des Basismodells (Gleichung (86) und (87)),
zu denen die Gleichungen (R4), (R5) und (94) hinzugefiigt wurden. Um das Modell so
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Abbildung 12: Proteinrekrutierungskurven der 14 Zellen aus den Mikrobestrahlungsexpe-
rimenten. Die experimentellen Daten sind als Punkte dargestellt und die
Fits als durchgezogene Linien derselben Farbe. Der experimentelle Aufbau
entspricht der obigen Skizze. Fiir die Fits wurde das erste der erweiter-
ten Modelle verwendet (Es ist das einfachste Modell, das einen Overshoot
erzeugen kann). Dieses beriicksichtigt lediglich das Binden von PCNA an
beschiadigte DNA (Gleichung (86)) und die Reparatur des Schadens mit
anschliefender Dissoziation von PCNA (Gleichung (R3)). Zum Fitten der
Daten wurde an dieser Stelle auf die Anwendung des Kreuzvalidierungs-
verfahrens verzichtet, es wurden also alle 14 Kurven gleichzeitig gefittet.
Dennoch kann das Modell das Plateau nach dem Overshoot (siehe Zellen
1-3 bei t > 1800 s) nicht reproduzieren. ¥~ 1.9-10° und die Anzahl der
gefitteten Datenpunkte ist 6320.

einfach wie moglich zu halten, hingen die Assoziations- und Dissoziationsratenkonstante
von PCNA nicht davon ab, an welche Art von DNA-Schaden das PCNA gebunden ist
(ks4+p—ssp = kpip—spp und kgp—sgip = kpp—sp4p). Der einzige Unterschied in den zwei
Arten von DNA-Schiden liegt in diesem Modell also darin, dass die erste Art wihrend
der Dauer des Experiments repariert werden kann, wohingegen die zweite Art in dieser
Zeitspanne nicht komplett repariert wird.

Auch in diesem Modell wird die Reparatur des DNA-Schadens der ersten Art und die
anschliefende Dissoziation von PCNA als ein Schritt zusammengefasst (entsprechend Glei-
chung (94)). Wie bereits erwihnt, ist dies dann eine gute Naherung, wenn die Dissoziation
von PCNA nach abgeschlossener Reparatur im Vergleich zur Dauer der Reparatur sehr
schnell ablduft (anders ausgedriickt: Die Dissoziationsratenkonstante nach Reparatur ist
deutlich grofer als die Reparaturratenkonstante). Hierbei sei darauf hingewiesen, dass die
Dissoziationsratenkonstante von PCNA nach abgeschlossener Reparatur nicht gleichzuset-
zen ist mit der Dissoziationsratenkonstante von PCNA vor der Reparatur des Schadens.
Die verdnderte DNA-Struktur kénnte etwa Einfluss auf die Dissoziationsratenkonstante
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von PCNA haben. Daher besteht kein Widerspruch im Zusammenfassen des Reparatur-
schritts und der anschliefenden Dissoziation mit den noch zu diskutierenden Ergebnissen
der Validierungsfits dieses Modells (in diesen ist die Reparaturratenkonstante deutlich
grofer als die Dissoziationsratenkonstante vor der Reparatur).

Abbildung 13 zeigt einen Validierungsfit dieses Modells bezogen auf die Experimente
ohne FRAP. Die Parameterwerte sind darunter in Tabelle 2 zu finden. In diesem Va-
lidierungsfit wurden die Kurven der Zellen 5-14 als Trainingsmenge verwendet, um die
Werte fiir die chemischen Ratenkonstanten zu ermitteln. Anschliefend wurden die Kur-
ven der Zellen 1-4 als Validierungsmenge verwendet. Die entsprechenden Ergebnisse fiir
die Parameterwerte und y? der anderen drei Validierungsfits (mit rotierender Zuteilung
der Kurven in Trainings- und Validierungsmenge) sind ebenfalls in Tabelle 2 wiedergege-
ben. Da die Kurven dieser Validierungsfits den in Abbildung 13 dargestellten Kurven sehr
dhneln, wird auf eine entsprechende zusétzliche Abbildung verzichtet.

Wie in Abbildung 13 zu sehen, kann dieses Modell den Overshoot inklusive Plateau
reproduzieren. Interessanterweise ist sowohl in diesem Validierungsfit als auch in den an-
deren drei Validierungsfits die Dissoziationsratenkonstante (kgp—sg.p &~ 1.7 - 1071) acht
Grofenordnungen unterhalb der Dissoziationsratenkonstante aus den Validierungsfits der
im spéteren Verlauf diskutierten FRAP-Mikrobestrahlungsexperimente (Fiir alle vier Va-
lidierungsfits der FRAP-Mikrobestrahlungsexperimente liegt kgp—ss,p zwischen 4.3-1073
und 6.2 - 1072, siche unterer Bereich von Tabelle 2 aus dem nichsten Abschnitt iiber die
Experimente mit FRAP).

4.2.1.2 Modell mit beeinflusster Dissoziationsratenkonstante

Eine weitere Erklarung fiir den Overshoot mitsamt Plateau ist, dass die Dissoziations-
ratenkonstante von PCNA durch ein zweites Protein, dessen Konzentration aus dem
Experiment nicht bekannt ist, beeinflusst wird. Eine alternative Motivation fiir dieses
Modell ist eine posttranslationale Modifikation des PCNA durch ein anderes Protein nach
dem Binden an die Schadensstelle, etwa eine Acetylierung (Cazzalini et al., 2014). Solch ei-
ne Modifikation kénnte durch die Beeinflussung der chemischen Ratenkonstanten ebenfalls
zu einem Overshoot und anschlieffendem Plateau fiihren.

Dieses Modell besteht also aus PCNA, einer Art von DNA-Schéden (die auch stellvertre-
tend fiir verschiedene Schadensarten stehen kann, solange die Ratenkonstanten von PCNA
fiir die verschiedenen Arten anniihernd gleich sind) und einer zweiten Proteinspezies, die
mit A bezeichnet wird. Beide Proteine, PCNA und A, kénnen an die beschiadigte DNA
binden. Dieses Modell setzt sich zusammen aus den chemischen Reaktionsgleichungen des
Basismodells (Gleichungen (86) und (87)) und zusétzlich den Reaktionsgleichungen (R6)
bis (R9). Aus Griinden der Einfachheit des Modells wird die Dissoziation von A nicht
beriicksichtigt. Eine Beriicksichtigung der Dissoziation von A hiitte dariiber hinaus keinen
Einfluss auf die Fit-Ergebnisse, da die Rekrutierungskurven von A sich qualitativ nicht
andern wiirden (Laut den Ergebnissen aus Abschnitt 3.2.1 ist im Falle der quasi konstant
Approximation nur die Summe von Assoziations- und Dissoziationsratenkonstante fir
den Konzentrationsverlauf entscheidend). Dahingegen wird die Dissoziation von PCNA in
diesem Modell beriicksichtigt und die entsprechende Ratenkonstante hiingt davon ab, ob
neben PCNA auch A an derselben Schadensstelle gebunden ist: Im Fall, dass allein PCNA
an den Schaden gebunden ist (dann wird die Ratenkonstante kgp—sg,p verwendet) ist die
Dissoziationsratenkonstante geringer im Vergleich dazu, dass PCNA zusammen mit A an
eine Schadensstelle gebunden ist (hier wird die Ratenkonstante kgps—sgarp verwendet).

In diesem Modell wird angenommen, dass die vollstindige Reparatur des Schadens auf
einer lingeren Zeitskala stattfindet als die Dauer des Experiments, weshalb wiederum aus
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Abbildung 13: Validierungsfit des Zwei-DNA-Schadensarten-Modells an die Mikrobe-
strahlungsexperimente. Die experimentellen Daten sind als Punkte dar-
gestellt und die Fits als durchgezogene Linien derselben Farbe. Der experi-
mentelle Aufbau entspricht der obigen Skizze. Die Validierungsmenge setzt
sich aus den Kurven der Zellen 1 bis 4 zusammen und die Trainingsmenge
aus den restlichen Kurven. y2 = 2.9-10% In diesem Validierungsfit ist die
Anzahl der Datenpunkte 1980 und die Parameterwerte sind in der ersten
Zeile von Tabelle 2 angegeben.

Validierungsgruppe | ksip—ssp | ksp—ssip | Kyepair | P | # Datenpunkte
Mikrobestrahlungsexperimente:
Zellen 1-4 36-10° [ 1.7-1071 [ 1.9-1072 | 2.9-10* 1980
Zellen 5-8 43-10° | 1.5-107" | 1.7-1072 | 3.7-10% 2340
Zellen 9-11 49-10° | 1.4-107" | 1.7-1072 | 2.7-10% 900
Zellen 12-14 44-10° | 15-10" | 1.6-1072 | 2.7-10* 1100
Summe 1.2-10° 6320
FRAP-Mikrobestrahlungsexperimente:

Zellen 1-4 3.7-10%| 43-10° [ 1.3-107° [ 1.2-10° 7000
Zellen 5-7 3.1-10%| 58-10° | 1.6-107° | 5.7-10* 2950
Zellen 8-10 3.6-10*| 6.2-102% | 1.5-1073 | 6.7-10* 1800
Zellen 11-13 3-100% | 52-107° [ 2.3-107° | 1.2-10° 4650

Summe 3.5-10° 16400

Tabelle 2: Parameterwerte der Validierungsfits des Zwei-DNA-Schadensarten-Modells (so-
wohl fiir die Mikrobestrahlungsexperimente als auch die FRAP-Mikrobestrah-
lungsexperimente). Die Zusammensetzung der jeweiligen Validationsmenge ist
in der ersten Spalte angegeben. Die Trainingsmengen ergeben sich jeweils aus
den iibrigen Kurven.

61




Griinden der Einfachheit des Modells auf eine Reaktionsgleichung zur Beschreibung der
vollstdndigen Reparatur verzichtet wurde.

Abbildung 14 zeigt einen Validierungsfit dieses Modells und die Daten der Mikrobe-
strahlungsexperimente. Wie schon zuvor ergeben die Kurven der Zellen 1-4 die Validie-
rungsmenge. Die Trainingsmenge setzt sich aus den restlichen Kurven zusammen. Auch
dieses Modell ist in der Lage, den Overshoot inklusive Plateau zu reproduzieren. Allerdings
wird das Plateau (Kurven 1-3 bei t > 1800 s) schlechter gefittet als im Validierungsfit
des Zwei-DNA-Schadensarten-Modells. Dementsprechend ist auch der Wert von y? in
diesem Validierungsfit schlechter als der entsprechende Wert des Validierungsfits zum
vorigen Modell (y2 ~ 4.1-10* gegeniiber zuvor y2? ~ 2.9 - 10%). Nichtsdestotrotz ist
die Summe von y? iiber die vier Validierungsfits in etwa gleich fiir die beiden Modelle
(>)x% ~ 1.2-10°). Daher ist es aufgrund dieser Kennzahl und der Daten der Experi-
mente ohne FRAP nicht moglich, zwischen den beiden Modellen zu unterscheiden. Beide
sind gleich gute Kandidaten zur Erklarung des beobachteten Phénomens (Overshoot mit
anschliefendem Plateau).

hilfreich, da dies zeigt, dass die Daten mit FRAP

4.2.1.3 Modell mit verschiedenen Ratenkonstanten fiir endogene und fluoreszierende Pro-
teine

In diesem Modell wird angenommen, dass die endogenen Proteine (die nicht zum
Fluoreszenz-Signal beitragen) eine andere Assoziations- und Dissoziationsratenkonstan-
te aufweisen als die fluoreszierenden Proteine. Das Modell besteht aus den Reaktionsglei-
chungen des Basismodells (86) und (87) sowie den Reaktionsgleichungen (R10) und (R11),
mit denen die Rekrutierng der endogenen Proteine an den DNA-Schaden sowie deren Dis-
soziation beschrieben wird. Die Assoziationsratenkonstante der endogenen Proteine wird
mit kg, p—sgp und ihre Dissoziationsratenkonstante mit kgz—sg,r bezeichnet. Wie schon
im Methodenabschnitt erwidhnt, wurde ermittelt, dass das Verhéaltnis zwischen markierten
und endogenen Proteinen etwa 1 : 8.1 entspricht. Dementsprechend wurde in den Fits die
Konzentration der frei diffundierenden endogenen Proteine auf folgenden Wert gesetzt:
E,=8.1-P,.

Im Vergleich zu den beiden zuvor diskutierten Modellen muss darauf hingewiesen wer-
den, dass die Anzahl an Freiheitsgraden in diesem Modell deutlich reduziert ist. Es gibt
nur einen freien Parameter pro Rekrutierungskurve, S,. Zusétzlich kann wie auch schon
in den vorigen Modellen der Wert von P, variiert werden, dies ist jedoch durch Gleichung
(110) eingeschrénkt (P, darf nur um bis zu 20% vom experimentell ermittelten Wert
ﬁo abweichen). Der Fit-Algorithmus verfiigt also zum Fitten der vier Kurven aus der
Validierungsmenge nur iiber vier vollkommen freie Parameter (S, fiir jede der Kurven),
wohingegen er in den zwei vorigen Modellen iiber jeweils acht vollkommen freie Parame-
ter verfiigt (im Modell mit zwei Arten von Schiden kam noch der Parameter Dy fiir jede
Kurve hinzu und im Modell mit beeinflusster Dissoziationsratenkonstante kam fiir jede
Kurve der Parameter A, hinzu).

Abbildung 15 zeigt die Validierungsfits dieses Modells an die Daten der Mikrobestrah-
lungsexperimente. Erneut besteht die Validierungsmenge aus den Kurven der Zellen 1 bis
4. Auch dieses Modell ist in der Lage, den Overshoot mitsamt Plateau zu reproduzieren.
Wobei der Validierungsfit der Kurve von Zelle 2 deutlich schlechter ist als der Validie-
rungsfit dieser Kurve in den zwei vorherigen Modellen. Auch die Summe von 2 iiber alle
vier Validierungsmengen ist grofier als die entsprechende Summe in den zuvor diskutierten
Modellen (D] y? & 1.6-10° im Vergleich zu . y* ~ 1.2:10° im Modell mit zwei Arten von
Schéden sowie dem Modell mit beeinflusster Dissoziationsratenkonstante). Dennoch sind
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Abbildung 14: Validierungsfit des Modells, in dem die Dissoziationsratenkonstante von
PCNA durch ein hypothetisch angenommenes Protein A beeinflusst wird.
Die experimentellen Daten sind als Punkte dargestellt und die Fits als
durchgezogene Linien derselben Farbe. Der experimentelle Aufbau ent-
spricht der obigen Skizze. Die Validierungsmenge setzt sich aus den Kurven
der Zellen 1 bis 4 zusammen und die Trainingsmenge aus den restlichen
Kurven. y2 ~ 4.1-10% In diesem Validierungsfit ist die Anzahl der Da-
tenpunkte 1980. Die Parameterwerte sind in der ersten Zeile von Tabelle
3 angegeben.

Validierungsgruppe | ks, p—ssp | ksin—sa | ksp—ssp | kspa—ssare | x° | # Datenpunkte
Mikrobestrahlungsexperimente:
Zellen 1-4 41-10%| 1-10™ [45-107Y] 5.1072% [ 4.1-10% 1980
Zellen 5-8 44-107%| 22-107° | 24-107'1 | 6.2-1072 | 2.9-10* 2340
Zellen 9-11 43.-10%| 71-10° | 25-1071°| 5.4-1072 | 1.6-10* 900
Zellen 12-14 36-10%| 13-10™ | 1.8-107° | 5.3.1072 | 3.2-10% 1100
Summe 1.2-10° 6320
FRAP-Mikrobestrahlungsexperimente:

Zellen 1-4 36-10*[52-1071°| 5.1-107° 3.6 2-10° 7000
Zellen 5-7 3.7-100*1.3-1071° | 5.7-1073 0.14 5-10* 2950
Zellen 8-10 41-10%|15-1071°| 6.1-1073 0.16 7-10% 1800
Zellen 11-13 33-107*| 3107 | 54-102% | 5.1-1072 | 2.3-10° 4650

Summe 5.5-10° 16400

Tabelle 3: Parameterwerte der Validierungsfits des Modells mit beeinflusster Dissoziati-
onsratenkonstante (sowohl fiir die Mikrobestrahlungsexperimente als auch die
FRAP-Mikrobestrahlungsexperimente). Die Zusammensetzung der jeweiligen
Validationsmenge ist in der ersten Spalte angegeben. Die Trainingsmengen er-
gaben sich jeweils aus den iibrigen Kurven.
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die Unterschiede in der Summe von y? zwischen den Modellen nicht deutlich genug, um
eines der Modelle auszuschlieffen. Zumal die Anzahl der Freiheitsgrade in diesem Modell
nur der Hélfte der Anzahl der Freiheitsgrade der anderen beiden Modelle entspricht.

Da alle drei Modelle (zwei Arten von DNA-Schiden, beeinflusste Dissoziationsraten-
konstante, verschiedene Raten zwischen endogenen und fluoreszierenden Proteinen) die
Daten der Mikrobestrahlungsexperimente reproduzieren kénnen, ist es nicht moéglich zu
entscheiden, welcher der drei Effekte am ehesten fiir den Overshoot und das anschliefsende
Plateau verantwortlich ist.

4.2.2 FRAP-Mikrobestrahlungsexperimente

Da es auf Grundlage der Mikrobestrahlungsexperimente nicht méglich ist, das am ehesten
zur Erkldrung des Overshoots geeignete Modell zu ermitteln, werden im folgenden weiter-
fiilhrende Experimente diskutiert, in denen die Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten nach
der Erzeugung des Schadens mit dem 561 nm Laser gebleicht wurden. Wie bereits gezeigt,
erzeugt dieser Laser keine Schéden, an die PCNA bindet. Der Nutzen dieses Bleichens be-
steht darin, dass die Erholungskurven nach dem Bleichen zuséitzliche Informationen tiber
die Ratenkonstanten von PCNA enthalten. In diesem Abschnitt werden also die Kurven
aus den FRAP-Mikrobestrahlungsexperimenten sowie die entsprechenden Fits der drei
schon zuvor besprochenen Modelle diskutiert. Es wird gezeigt, dass dank der Durchfiih-
rung von FRAP zu verschiedenen Zeitpunkten wihrend der Rekrutierungsphase (kurz
nach der Bestrahlung, nach dem Erreichen des Plateaus) zwei der drei Modelle als Er-
kldrung fiir die prignanten Merkmale der Rekrutierungskurven (Overshoot und Plateau)
ausgeschlossen werden konnen.

Die in diesem Abschnitt vorgestellten theoretischen Modelle sind bis auf eine noti-
ge Anpassung dieselben wie im vorigen Abschnitt. Diese Anpassung besteht darin, dass
im Modell das FRAP-Bleichen der Proteine beriicksichtigt werden muss. Im realen Ex-
periment wird zu einem bestimmten Zeitpunkt ein Anteil der fluoreszierenden Proteine
gebleicht. Da jedoch aufgrund der experimentellen Bedingungen der Fokus des zu Be-
ginn des Experiments verwendeten Lasers (zum Erzeugen von DNA-Schiden) und der
Fokus des FRAP-Lasers (zum Bleichen der fluoreszierenden Proteine) nicht exakt iiber-
einstimmten, wurde jeweils nur ein variierender Anteil der an die DNA gebundenen Pro-
teine gebleicht. Hinzu kommt, dass sich die Zelle in der Zeit zwischen der Bestrahlung
und dem FRAP-Bleichen teilweise bewegte und hierdurch der Fokus des FRAP-Lasers
nicht optimal eingestellt war. Daher wird dem Fit-Algorithmus erlaubt, zum Zeitpunkt
des FRAP-Bleichens die aktuelle Konzentration der gebundenen Proteine (theoretischer
Wert) um einen Faktor y zu reduzieren, wobei y ein freier Fit-Parameter war. Dement-
sprechend ist in jedem der Modelle die Anzahl der Freiheitsgrade pro Kurve um eins
erhoht.

Um die FRAP-Erholungskurven zu verschiedenen Zeitpunkten zu messen, wurde der
FRAP-Laser bei einem Teil der Zellen 180 Sekunden nach der Bestrahlung verwendet
und bei anderen Zellen erst 1800 Sekunden nach der Bestrahlung, also nachdem die
Rekrutierungs-Kurven erfahrungsgeméif das Plateau erreicht hatten (Da die Auswertung
der aufgenommenen Bilder erst im Nachhinein erfolgte, konnte wihrend der Laufzeit des
Experiments nicht tiberpriift werden, ob die Rekrutierungskurven tatséichlich das Plateau
erreicht hatten).

4.2.2.1 Zwei-DNA-Schadensarten-Modell

Abbildung 16A zeigt die Kurven aus den FRAP-Mikrobestrahlungsexperimenten und
einen Validierungsfit des Zwei-DNA-Schadensarten-Modells. Die Validierungsmenge setzt

64



Mikrobestrahlung

W

Zeit[s] -10 0 1000
5—' . [ ] . Zelle 1[4 5»‘ : Zelle5 |

- A ® 0O Zelle2 - Zelle 6
< S ® 0 zele3 < @@ Zele7
HT 0! ® ® Zeled = @ @ Zelles
w 4t 4 1 L 4t i

. ‘- . ® @ Zelle9
= : = @ @ Zzclle 10
= = Zelle 11
c 3 c 3 ® O cell12 |
= = / ® O cell13
S ) 5 | ® O cell 14
© 2t © 2t
5 S
c | c |
S X
c 1} c 1H
S i S |
v 7

9% 1000 2000 3000 4000 %% 1000 2000 3000 4000
Zeit (in s) Zeit (in s)

Abbildung 15: Validierungsfit des Modells mit verschiedenen Ratenkonstanten fiir endoge-

ne und fluoreszierende Proteine. Die experimentellen Daten sind als Punkte
dargestellt und die Fits als durchgezogene Linien derselben Farbe. Der ex-
perimentelle Aufbau entspricht der obigen Skizze. Die Validierungsmenge
setzt sich aus den Kurven der Zellen 1 bis 4 zusammen und die Trainings-
menge aus den restlichen Kurven. y? & 5-10% In diesem Validierungsfit
ist die Anzahl der Datenpunkte 1980 und die Parameterwerte sind in der
ersten Zeile von Tabelle 4 angegeben.

Validierungsgruppe | ksip—ssp | Ksie—se | ksp—s+p | ksp—ss+s x> | # Datenpunkte
Mikrobestrahlungsexperimente:
Zellen 1-4 1.6-107° [ 2.9-10°[1.9-102 | 24-10*| 5-10* 1980
Zellen 5-8 7.2-1071° | 3.2-107° | 1.8-1072 | 2.6-107* | 4.2-10* 2340
Zellen 9-11 2.7-1071° | 4.1-10™> | 1.8-1072 | 3.2-107* | 3.9-10* 900
Zellen 12-14 3.3-107% | 53-10%|1.5-103 | 3.3-107* | 3.3-10* 1100
Summe 1.6-10° 6320
FRAP-Mikrobestrahlungsexperimente:
Zellen 1-4 3-10° [78-10°[56-10°[25-10° [3.7-10° 7000
Zellen 5-7 2-1073 7-10™ | 56-1072 | 2.1-107*| 1.3-10° 2950
Zellen 8-10 26-10° [ 9.5-10™° | 5.6-107° | 2.4-107* | 1.8-10° 1800
Zellen 11-13 23102 | 73-107° | 6.6-107°|3.2-107% | 1.9-10° 4650
Summe 8.7-10° 16400

Tabelle 4: Parameterwerte der Validierungsfits des Modells mit verschiedenen Ratenkon-
stanten fiir endogene und fluoreszierende Proteine. Die Zusammensetzung der
jeweiligen Validationsmenge ist in der ersten Spalte angegeben. Die Trainings-

mengen ergaben sich jeweils aus den iibrigen Kurven.
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Abbildung 16: A) Validierungsfits des Zwei-DNA-Schadensarten-Modells an die Daten
der FRAP-Mikrobestrahlungsexperimente. Der experimentelle Aufbau ent-
spricht jeweils der Skizze oberhalb der Abbildung. Die Validierungsmenge
setzt sich aus den Kurven der Zellen 11 bis 13 zusammen und die Trai-
ningsmenge aus den restlichen Kurven. y? &~ 1.2-10°. In diesem Vali-
dierungsfit ist die Anzahl der Datenpunkte 4650 und die Parameterwerte
sind in der vierten Zeile der unteren Héilfte von Tabelle 2 angegeben. B)
Gezeigt ist ein erneuter Fit des Zwei-DNA-Schadensarten-Modells an die
Daten der FRAP-Mikrobestrahlungsexperimente. Es wurden allerdings al-
le 13 Zellen gleichzeitig gefittet und die Werte fiir die Ratenkonstanten
auf die Werte der Fits dieses Modells an die Daten der Mikrobestrah-
lungsexperimente festgesetzt (erste Zeile von Tabelle 13). Hierdurch soll
iiberpriift werden, ob die Fitergebnisse der Mikrobestrahlungsexperimente
vereinbar sind mit den Daten der FRAP-Mikrobestrahlungsexperimente.
Entscheidend ist, dass dieses Modell mit dieser Wahl der Parameter nicht
die FRAP-Erholungskurven der Zellen 12 und 13 im Bereich um t = 1800
s reproduzieren kann. y? & 4.4-10° und die Anzahl an gefitteten Daten-
punkten ist 16400.
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sich aus den Kurven der Zellen 11 bis 13 zusammen und die Trainingsmenge aus den
restlichen Kurven. Die Kurven kénnen durch dieses Modell trotz FRAP gut reprodu-
ziert werden. Die Summe von y? iiber alle vier Validierungsmengen entspricht dem 2.9-
fachen des entsprechenden Wertes fiir dieses Modell bezogen auf die Daten ohne FRAP
. %~ 3.5-10° gegeniiber Z)(z ~ 1.2-10° fiir die Fits der Daten ohne FRAP, siehe
Tabelle 2). Allerdings wird dieser Wert dadurch relativiert, dass die Anzahl an Daten-
punkten der FRAP-Mikrobestrahlungsexperimente dem 2.6-fachen der Anzahl an Daten-
punkten der Mikrobestrahlungsexperimente entspricht (16400 gegeniiber 6320). Bezogen
auf die Anzahl an Datenpunkten sind die Validierungsfits dieses Modells an die Kurven
der FRAP-Mikrobestrahlungsexperimente also &hnlich gut wie die Validierungsfits dieses
Modells an die Kurven der Mikrobestrahlungsexperimente. Die Parameterwerte des in
Abbildung 16A) dargestellten Validierungsfits sind in der vierten Zeile der unteren Hilfte
von Tabelle 13 zu finden.

Wie zuvor erwihnt ist die Dissoziationsratenkonstante (kgp—sg,p liegt zwischen 4.3 -
1072 und 6.2-1073) der Fits dieses Modells an die FRAP-Mikrobestrahlungsdaten viele
Grofenordnungen grofier als die Dissoziationsratenkonstante der Fits dieses Modells an die
Mikrobestrahlungsdaten (kgp—sg.p liegt zwischen 1.4+ 107! und 1.7-10711). Dies zeigt
einen der Vorteile von FRAP-Mikrobestrahlungsexperimente: Mit ihnen kann getestet
werden, ob die Dissoziationsratenkonstante anndhernd Null ist. In diesem Fall kann die
Erholung der Rekrutierungskurve nur dadurch zustande kommen, dass fluoreszierende
PCNA-Proteine an zuvor noch unbesetzte Schadensstellen binden.

Um zu testen, ob eine derart geringe Dissoziationsratenkonstante wie in den Fits der Mi-
krobestrahlungsexperimente vertréglich ist mit den FRAP-Mikrobestrahlungsdaten, wird
ein erneuter Fit durchgefiihrt. Hierbei werden alle Kurven der FRAP-Mikrobestrahlungs-
experimente gleichzeitig gefittet und die chemischen Ratenkonstanten auf die Werte ge-
setzt, die sich im ersten Fit der Mikrobestrahlungsexperimente ergeben haben (erste Zeile
von Tabelle 2). Die chemischen Ratenkonstanten sind also keine freien Fitparameter mehr.
Das Ergebnis dieses Fits ist in Abbildung 16B zu sehen. Entscheidend ist, dass der Fit
an die Erholungskurven (nach dem FRAP-Bleichen bei t = 1800 s) der Zellen 12 und
13 misslingt. Der Grund hierfiir liegt in der extrem niedrigen Dissoziationsratenkonstante
ksp—ssip- Dies zeigt, dass die Mikrobestrahlungsdaten weniger Informationen iiber die der
Reparatur zugrundeliegenden Prozesse enthalten und hierdurch die Fits dieser Daten zu
unhaltbaren Ergebnissen fithren kénnen. Mit unhaltbar ist hier gemeint, dass die Ergeb-
nisse nicht vereinbar sind mit genaueren Untersuchungen, wie etwa den hier vorgestellten
FRAP-Mikrobestrahlungsexperimenten.

Um sicherzustellen, dass der umgekehrte Fall nicht ebenso zutrifft (Die Ergebnisse der
Fits an die FRAP-Mikrobestrahlungsdaten kénnten nicht vereinbar sein mit den Mikro-
bestrahlungsdaten), werden alle Kurven der Mikrobestrahlungsexperimente gleichzeitig
gefittet und die Ratenkonstanten dabei auf die Werte gesetzt, die sich aus den Fits der
FRAP-Mikrobestrahlungsdaten ergeben haben (vierte Zeile der unteren Hélfte von Ta-
belle 13). Das Ergebnis dieses Fits ist in Abbildung 17 zu sehen. Die Daten kénnen gut
reproduziert werden und der iiber alle vierzehn Kurven summierte Wert von y ~ 1.1-10°
ist sogar geringer als die Summe von y?2 iiber die vier Validierungsmengen (die zusammen
ebenfalls alle vierzehn Kurven umfassen) fiir dieses Modell an die Mikrobestrahlungsdaten
(O x* ~ 1.2-10°). Dies zeigt, dass die Ergebnisse der Fits an die FRAP-Mikrobestrah-
lungsdaten vertriglich sind mit den Mikrobestrahlungsdaten und damit die Experimente
mit FRAP zu verlésslicheren Ergebnissen fiihren als die Experimente ohne FRAP.
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Abbildung 17: Fit des Zwei-DNA-Schadensarten-Modells an die Daten der Experimente
ohne FRAP. Alle 14 Kurven wurden gleichzeitig gefittet und die Werte fiir
die Ratenkonstanten auf die Werte der Fits dieses Modells an die Daten
mit FRAP festgesetzt (vierte Zeile in der unteren Hélfte von Tabelle 13),
um zu testen, ob die Fitergebnisse der Daten mit FRAP kompatibel sind
mit den Daten ohne FRAP. Dieser Fit zeigt, dass dies der Fall ist. Der
experimentelle Aufbau entspricht der obigen Skizze. y? ~ 1.1-10° und die
Anzahl der gefitteten Datenpunkte ist 6320.

4.2.2.2 Modell mit beeinflusster Dissoziationsratenkonstante

Abbildung 18 zeigt einen Validierungsfit des Modells, bei dem die Dissoziationsratenkon-
stante von PCNA durch ein weiteres Protein beeinflusst wird, an die FRAP-Mikrobe-
strahlungsdaten. Wie bereits im vorigen Modell setzt sich die Validierungsmenge in dem
abgebildeten Fit aus den Kurven 11 bis 13 zusammen und die Trainingsmenge aus den
restlichen Kurven. Es ist deutlich zu sehen, dass dieses Modell nicht in der Lage ist, die
Erholungskurven der Zellen 11 bis 13 im Bereich um t = 1800 s zu reproduzieren. Zudem
ist die Summe von y?2 iiber alle vier Validierungsfits etwa 57% grofer als die entsprechen-
de Summe fiir das Modell mit zwei Arten von Schiden (5.5-10° gegeniiber 3.5 - 10°).
Beide Beobachtungen dienen als Indikator dafiir, dieses Modell auszuschliefsen.

Der Grund, wieso dieses Modell die Erholungskurven der Zellen 11 bis 13 nicht re-
produzieren kann, liegt darin, dass zum Erzeugen eines Overshoots in diesem Modell die
Dissoziationsratenkonstante fiir grofie t deutlich héher sein muss als fiir kleine t. Die Erho-
hung der Dissoziationsratenkonstante fiihrt in diesem Modell ndmlich gerade zum Abfall
der Rekrutierungskurven nach Erreichen des Maximums. Wie die Fits in Abbildung 18
zeigen, ist aber eben diese Erhéhung der Dissoziationsratenkonstante nicht kompatibel
mit den FRAP-Erholungskurven nach Erreichen des Plateaus (bei t = 1800 s).

Dieses Ergebnis zeigt also, dass es dank der FRAP-Mikrobestrahlungsdaten moglich ist,
ein Modell als Erkldrung fiir den Overshoot und das sich anschliefende Plateau auszu-
schlieffen, das allein auf Grundlage der Mikrobestrahlungsdaten nicht auszuschlieffen war
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Abbildung 18: Validierungsfits des Modells mit beeinflusster Dissoziationsratenkonstante
an die FRAP-Mikrobestrahlungsdaten. Die experimentellen Daten sind als
Punkte dargestellt und die Fits als durchgezogene Linien derselben Far-
be. Der experimentelle Aufbau entspricht jeweils der Skizze oberhalb der
Abbildung. Die Validierungsmenge setzt sich aus den Kurven der Zellen
11 bis 13 zusammen und die Trainingsmenge aus den restlichen Kurven.
2%~ 2.3-10°. In diesem Validierungsfit ist die Anzahl der Datenpunkte
4650 und die Parameterwerte sind in der vierten Zeile der unteren Hilfte
von Tabelle 3 angegeben. Das Modell ist nicht in der Lage, die FRAP-
Erholungskurven der Zellen 11 bis 13 bei t = 1800 s zu reproduzieren.

(die Summe von x? iiber alle Validierungsfits war bei den Mikrobestrahlungsdaten fiir
alle drei Modelle dhnlich grof).

4.2.2.3 Modell mit verschiedenen Ratenkonstanten fiir endogene und fluoreszierende Pro-
teine

Der Validierungsfit des Modells, in dem die endogenen Proteine iiber andere Ratenkon-
stanten im Vergleich zu den fluoreszierenden Proteinen verfiigen, an die FRAP-Mikrobe-
strahlungsdaten ist in Abbildung 19A zu sehen. Erneut sind die Kurven der Zellen 11 bis
13 Bestandteil der Validierungsmenge und die restlichen Kurven gehdren zur Trainings-
menge. Auch dieses Modell ist nicht in der Lage, die Erholungskurven der Zellen 11 bis
13 im Bereich um t = 1800 s zu reproduzieren. Die Summe von y? iiber alle vier Vali-
dierungsmengen ist wesentlich grofer als die entsprechende Summe fiir die anderen zwei
Modelle (8.7-10° gegeniiber 5.5-10° und 3.5-10°). Beide Beobachtungen sprechen dafiir,
auch dieses Modell als Erklirung fiir den prignanten Verlauf der Rekrutierungskurven
auszuschliefen.

In diesem Modell wird der Overshoot dadurch erzeugt, dass die fluoreszierenden Prote-
ine schneller an den Schaden binden als die endogenen Proteine und damit auch schneller
diejenige Konzentration erreichen, bei der die Assoziations- und Dissoziationsrate anné-
hernd in einem Fliefigleichgewicht sind (dies ist etwa bei Erreichen des Maximums der
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Fall). Zu diesem Zeitpunkt ist die Rekrutierung der endogenen Proteine aber noch nicht
abgeschlossen (siche Abbildung 19B). Vielmehr fiihrt die andauernde Rekrutierung der
endogenen Proteine zu einer Stérung des Fliefigleichgewichts der fluoreszierenden Prote-
ine: Es dissoziieren mehr fluoreszierende Proteine als durch die Assoziation ausgeglichen
werden kann, da die endogenen Proteine immer mehr Schadensstellen besetzen und damit
die fluoreszierenden Proteine verdringen. Dies fiihrt zu einem Abfall der Konzentration
der gebundenen fluoreszierenden Proteine, der so lange andauert, bis die Konzentration
der endogenen Proteine ebenfalls in einem Fliefigleichgewicht, also geséttigt ist. Ab diesem
Zeitpunkt sind sowohl die Konzentration der fluoreszierenden als auch die Konzentrati-
on der endogenen Proteine beide in einem Fliefigleichgewicht und damit dndern sich die
Konzentrationen nicht mehr. Dies ist gleichbedeutend mit dem Erreichen des Plateaus in
den Kurven der fluoreszierenden Proteine.

Das Reproduzieren des Overshoots und des sich anschlieffenden Plateaus ist in diesem
Modell nur bei bestimmten Werten der Dissoziationsratenkonstante kgp—sg,p moglich.
Die Wahl der Dissoziationsratenkonstante ist etwa dadurch eingeschrinkt, dass bei zu
hoher Dissoziationsratenkonstante der Wert des Plateaus zu gering ist und bei zu ge-
ringer Dissoziationsratenkonstante der Wert des Plateaus zu hoch ist. Der Wert der
Dissoziationsratenkonstante hat aufter auf den Plateauwert auch Einfluss auf die Hoéhe
des Maximums der Kurve und auf die Erholungskurven nach dem FRAP-Bleichen. Hier
liegt ein bedeutender Unterschied zum Zwei-DNA-Schadensarten-Modell, in dem nim-
lich der Plateauwert iiber die Konzentration der DNA-Schiden der zweiten Art relativ
unabhingig von der FRAP-Erholungskurve und dem Maximum der Kurve an die Daten
angeglichen werden kann. Bei den Mikrobestrahlungsdaten gelang es dem Fit- Algorithmus
im Fall des Modells mit verschiedenen Ratenkonstanten fiir endogene und fluoreszierende
Proteine offensichtlich trotz dieser Einschrinkungen, passende Werte fiir die Dissoziati-
onsratenkonstante zu finden. Durch das FRAP-Bleichen des Signals zu unterschiedlichen
Zeitpunkten wird die Dissoziationsratenkonstante aber zusitzlich eingeschrinkt, sodass
der Fit-Algorithmus keine Werte mehr finden kann, die sowohl die Erholungskurven zu
unterschiedlichen Zeitpunkten als auch den Plateauwert reproduzieren kénnen.

Zusammenfassend ermoglichen die FRAP-Mikrobestrahlungsdaten also das Ausschlie-
fen von zwei der drei hier vorgestellten Modelle, wohingegen auf Grundlage der Mikro-
bestrahlungsdaten keines dieser Modelle ausgeschlossen werden konnte. Aufserdem wurde
gezeigt, dass die Fits der Mikrobestrahlungsdaten zu Ergebnissen fithren, die unter Hin-
zunahme der FRAP-Mikrobestrahlungsdaten nicht haltbar sind, wohingegen die aus den
FRAP-Mikrobestrahlungsdaten gewonnenen Parameter vertriglich mit den Mikrobestrah-
lungsdaten sind.

4.3 Diskussion

In den Validierungsfits der Mikrobestrahlungsdaten war die Summe von y? iiber alle
vier Validierungsfits fiir das Zwei-DNA-Schadensarten-Modell sowie das Modell mit be-
einflusster Dissoziationsratenkonstante 1.2 - 10°. Fiir das Modell mit unterschiedlichen
Ratenkonstanten fiir endogene und fluoreszierende Proteine lag der entsprechende Wert
bei > y% ~ 1.6-10°. Die Unterschiede zwischen den Fits der Modelle waren also zu ge-
ring, um eines von ihnen als Erklarung fiir den Overshoot und das darauf folgende Plateau
auszuschliefen. Hingegen konnten nach der Untersuchung der FRAP-Mikrobestrahlungs-
daten die zwei letztgenannten Modelle als Erklarung fiir den Verlauf der Rekrutierungskur-

70



405 nm 561 nm
Mikrobestrahlung FRAP

VA

405 nm 561 nm
Mikrobestrahlung FRAP

Zeit [s] 0 1800 Zeit [s] 0 180
7 zelle11|| 7l « + zellel ||
< o o Zelle12 < © ¢ zelle2
C 6 E c e o Zelle3
o e o Zellel3 g 6r o o Zelled |
i > Zelle 5
_i_‘ é 5t Zelle 6 |1
= = 3 e o Zelle?7
£ <4 o o Zelle8 |]
~ ~ e o Zelle9
A) g g 3 e o Zelle 10|
e b=
© ©
b b 2+
C e
8 &
c c Ir
o (e]
v v
0 N
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Zeit (in s) Zeit (in s)
14 " " T T
geb. endog. PCNA Zelle 11
12F — geb. endog. PCNA Zelle 12
— geb. endog. PCNA Zelle 13
10p
8,
B)

Konzentration (in willk. Einh.)
[*)]

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Zeit (in s)

Abbildung 19: A) Validierungsfits des Modells mit verschiedenen Ratenkonstanten fiir en-

dogene und fluoreszierende Proteine an die FRAP-Mikrobestrahlungsda-
ten. Die experimentellen Daten sind als Punkte dargestellt und die Fits
als durchgezogene Linien derselben Farbe. Der experimentelle Aufbau ent-
spricht jeweils der Skizze oberhalb der Abbildung. Die Validierungsmenge
setzt sich aus den Kurven der Zellen 11 bis 13 zusammen und die Trainings-
menge aus den restlichen Kurven. y2 & 1.9-10°. In diesem Validierungsfit
ist die Anzahl der Datenpunkte 4650 und die Parameterwerte sind in der
vierten Zeile der unteren Halfte von Tabelle 4 angegeben. Auch dieses Mo-
dell ist nicht in der Lage, die FRAP-Erholungskurven der Zellen 11 bis 13
bei t = 1800 s zu reproduzieren. B) Konzentrationsverlauf der gebundenen
endogenen Proteine im Modell.
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ven ausgeschlossen werden. Ein Indikator hierfiir waren die misslungenen Fits der spéiten
FRAP-Erholungskurven (Bereich um t = 1800 s in den Kurven der Zellen 11 bis 13 in
Abbildung 18 und 19). Ein weiterer Indikator war die erh6hte Diskrepanz der Summen von
x?2 iiber alle Validierungsfits der jeweiligen Modelle X x?~3.5-10° fiir das Modell mit
zwei Arten von Schiiden, ). ¥2 ~ 5.5-10° fiir das Modell mit beeinflusster Dissoziationsra-
tenkonstante und Y. ¥~ 8.7-10° fiir das Modell mit unterschiedlichen Ratenkonstanten
fiir endogene und fluoreszierende Proteine). Der Grund, warum die zwei letztgenannten
Modelle nicht alle FRAP-Mikrobestrahlungskurven reproduzieren konnten, lag darin, dass
in diesen Modellen der Plateauwert nicht unabhingig von der Dissoziationsratenkonstante
und damit auch nicht unabhéngig von der Form der FRAP-Erholungskurven (sowohl bei
t = 180 s als auch bei t = 1800 s) gewiahlt werden konnte. Der Fit-Algorithmus kon-
vergierte daher bei Parameterwerten, bei denen weder die Plateauwerte noch die FRAP-
Erholungskurven bei t = 1800 s zufriedenstellend reproduziert wurden. Demgegeniiber
konnte im Zwei-DNA-Schadensarten-Modell der Plateauwert durch eine Variation von D,
und damit unabhingig von der Dissoziationsratenkonstante verdndert werden. Dies fithrte
dazu, dass das Modell sowohl den Plateauwert als auch alle FRAP-Erholungskurven gut
reproduzieren konnte.

In diesem Teil der Arbeit wurde unter anderem gezeigt, dass die Durchfiihrung von
FRAP kurz nach der Mikrobestrahlung experimentell moglich ist. Dies ist besonders dann
niitzlich, wenn die beobachteten Prozesse so langsam ablaufen, dass sie wihrend der Dauer
des Experiments kein Gleichgewicht erreichen. Zusétzlich wurde eine theoretische Methode
zur Analyse von FRAP-Experimenten vorgestellt, die auch dann Verwendung findet, wenn
sich die chemischen Ratenkonstanten im Laufe der Zeit #ndern oder allgemein, wenn
die Assoziations- und Dissoziationsraten der betrachteten Spezies nicht im Gleichgewicht
sind. Hierdurch unterscheidet sich die hier vorgestellte Methode von klassischen FRAP-
Analysen, die auf der Annahme eines chemischen Gleichgewichts basieren (Carrero et al.,
2003; Phair et al., 2004; Rabut et al., 2004; Sprague and McNally, 2005).

Weiterhin wurde gezeigt, dass die Mikrobestrahlungsdaten zu unzuverlissigen Para-
meterwerten fiihren kénnen, also solchen, die nach der Analyse der FRAP-Mikrobe-
strahlungsdaten nicht mehr tragbar sind. Wohingegen die aus der Untersuchung der
FRAP-Mikrobestrahlungsdaten gewonnenen Parameterwerte vertriglich waren mit den
Mikrobestrahlungsdaten. Beides, das Ausschliefen von zwei der drei Modelle sowie die
erhohte Zuverlissigkeit der gewonnenen Parameterwerte, verdeutlicht den Nutzen des
FRAP-Bleichens zu unterschiedlichen Zeitpunkten wahrend der Rekrutierungsphase: So-
wohl die FRAP-Erholungskurven kurz nach der Bestrahlung als auch diejenigen nach
Erreichen des Plateaus fiihren zu einer Einschrinkung der moglichen Werte fiir die Ra-
tenkonstanten. Diese Einschrinkung fithrt schlieflich dazu, dass manche der Modelle die
Daten nicht mehr reproduzieren kénnen und damit ausgeschlossen werden kénnen, wie im
Fall des Modells mit beeinflusster Dissoziationsrate und des Modells mit unterschiedlichen
Ratenkonstanten fiir endogene und fluoreszierende Proteine. Andere Modelle, wie dasje-
nige mit zwei Arten von Schiden, kdnnen die Daten immer noch reproduzieren, allerdings
nur noch in einem eingeschrinkteren Parameterbereich (im Vergleich zu den Daten oh-
ne FRAP). Dank dieser Einschrinkung des Parameterbereichs ist das FRAP-Bleichen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten wihrend der Rekrutierungsphase also auch dann niitzlich,
wenn ein Modell nicht ausgeschlossen werden kann.

Die biologische Bedeutung der hier vorgestellten Ergebnisse ist, dass der Overshoot mit
dem sich anschliefenden Plateau durch das Vorhandensein von mindestens zwei Arten
von DNA-Schéden, etwa Einzel- und Doppelstrangbriichen, erklért werden kann. Von den
hier vorgestellten Szenarien kann nur das Modell mit zwei Arten von Schéiden alle Daten
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zufriedenstellend reproduzieren. In Anbetracht der geringen Zahl an chemischen Spezi-
es und Reaktionsgleichungen war dieses Modell verhéltnisméfig einfach. Da es dennoch
die hier untersuchten Rekrutierungskurven gut wiedergeben kann, besteht kein Bedarf an
einem komplizierteren Modell. Weiterhin ist von biologischer Bedeutung, dass die Modifi-
kation von PCNA oder die Beeinflussung durch ein anderes Protein als alleinige Ursache
fiir den speziellen Verlauf der Rekrutierungskurven ausgeschlossen werden kénnen, so-
fern die den hier diskutierten Modellen zugrunde liegenden Annahmen zuléssig sind (Die
Beziehungen zwischen den chemischen Spezies sind aus Elementarreaktionen aufgebaut,
die Rekrutierung von PCNA und des beeinflussenden Proteins geschehen auf einer l&n-
geren Zeitskala als deren Diffusion, die Konzentration des frei diffundierenden PCNA ist
annihernd konstant iiber die Dauer des Experiments).

Den Fit-Ergebnisses des Zwei-DNA-Schadensarten-Modells zufolge liegt die Dissoziati-
onsratenkonstante von PCNA kgp—sg,p zwischen 4.3+ 1073 und 6.2 - 1073, Dies stimmt
gut mit den Ergebnissen einer veréffentlichten Untersuchung zur Nukleotidexzisionsrepa-
ratur iiberein, in der berichtet wurde, dass k.g fiir PCNA zwischen 2-1073 und 5-1072
liegt, je nachdem in welchem Zustand sich die DNA befindet, an die das PCNA gebun-
den ist (Luijsterburg et al., 2010) (Die beschriebenen Zusténde waren: eingeschnittene
DNA, resynthetisierte DNA und rechromatisierte DNA. Alle drei sind Zwischen- oder
End-Produkte der DNA-Reparatur).

Aus der Literatur ist bekannt, dass die Bindungsstirke der endogenen und der fluores-
zent markierten Proteine an der DNA ungefiahr gleich grof ist ((Sporbert et al., 2005),
Abbildung 2). Mit der hier vorgestellten FRAP-Methode wiahrend der Rekrutierungspha-
se wurde gezeigt, dass die Annahme, die endogenen und die fluoreszierenden Proteine
verfiigten {iber unterschiedliche Ratenkonstanten, tatséchlich nicht vereinbar mit den ex-
perimentellen Daten ist. Auch wenn diese Information bereits verfiighar war, fiihrte das
Einbeziehen dieses Modells in die Untersuchung zu niitzlichen Erkenntnissen und zeigte
unter anderem, dass dank der hier vorgestellten Methode Modelle ausgeschlossen wer-
den konnen, deren Ausschluss auf Grundlage von Mikrobestrahlungsexperimenten nicht
moglich ist.

Bei den FRAP-Mikrobestrahlungsdaten zeigten sich die deutlichsten Unterschiede zwi-
schen den Modellen in den Validierungsfits an die spidten FRAP-Erholungskurven bei
t = 1800 s. Es stellt sich daher die Frage, ob die Durchfiihrung von FRAP-Mikrobestrah-
lungsexperimenten mit ausschliefslich spdtem FRAP geniigt, um zwischen den Modellen
zu unterscheiden oder, ob tatsdchlich die Kombination von frithem und spitem FRAP
ausschlaggebend fiir die Unterscheidbarkeit der Modelle ist. Diese Frage soll im dritten
Teil dieser Arbeit beantwortet werden.
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5 Einfluss des FRAP-Zeitpunkts

Nachdem im vorigen Teil dieser Arbeit gezeigt wurde, dass es experimentell moglich ist,
FRAP-Messungen zu verschiedenen Zeitpunkten wihrend der Rekrutierungsphase durch-
zufiithren und dass dies dabei hilft, alternative Modelle auszuschlieften, soll nun untersucht
werden, wie ausschlaggebend die Variation des FRAP-Zeitpunktes ist. Es ist beispielswei-
se denkbar, dass die erh6hte Unterscheidbarkeit der Modelle bereits gegeben ist, wenn alle
FRAP-Messungen erst nach Erreichen des Gleichgewichts durchgefiihrt werden. Dies ist
insofern von Belang, als die spiten FRAP-Messungen experimentell leichter zugénglich
sind. Sollte sich stattdessen zeigen, dass die FRAP-Messungen in der frithen Rekrutie-
rungsphase oder eine Kombination von verschiedenen FRAP-Zeitpunkten ausschlagge-
bend fiir die Unterscheidbarkeit der alternativen Modelle ist, so wiirde dies den Mehrauf-
wand der FRAP-Messungen wihrend der frithen Rekrutierungsphase rechtfertigen. Um
diese Fragestellung zu beantworten, werden von den zuvor verwendeten Modellen die zwei
ausgewihlt, die am ehesten das Zustandekommen des im zweiten Teils dieser Arbeit un-
tersuchten Overshoots erkldren konnen: Das Modell mit zwei Arten von DNA-Schiden
sowie das Modell mit beeinflusster Dissoziationsratenkonstante (das dritte Modell mit
verschiedenen Ratenkonstanten fiir endogene und fluoreszierende Proteine steht wie be-
reits erwdhnt nicht im Einklang mit den Ergebnissen von Sporbert et al. (2005)). Um
moglichst exakte Informationen iiber die zugrundeliegenden Daten zu erhalten, werden
diese durch eine Computersimulation mithilfe eines der zwei soeben genannten Modelle
erzeugt. Die Parameter werden dabei von Hand ausgewahlt, um zu gewihrleisten, dass die
Rekrutierungskurven einen Overshoot aufweisen. Anschlieflend wird das jeweils anderen
Modell an die so erzeugten Datenséitze gefittet. Hierzu wird eine Methode verwendet, die
bis auf geringfiigige Anpassungen der im zweiten Teil dieser Arbeit beschriebenen Validie-
rungsmethode gleicht. Kann das jeweils andere, also falsche Modell die Daten gut fitten,
so spricht dies gegen den im Datensatz vorliegenden FRAP-Zeitpunkt. Ergibt sich aus der
Validierungsmethode und einem bestimmten Datensatz allerdings, dass das jeweils andere
Modell verworfen werden muss, da es die Daten nicht gut fittet, so ist der in den Daten
vorliegende FRAP-Zeitpunkt giinstig gewihlt. Letztlich kann mit dieser Vorgehensweise
also festgestellt werden, welche Wahl des FRAP-Zeitpunktes am ehesten zur Identifikation
des falschen Modell fithrt und dementsprechend die Frage beantwortet werden, ob sich der
experimentelle Mehraufwand eines frithen FRAP-Zeitpunktes lohnt.

5.1 Methode

Da in diesem Teil der Arbeit keine experimentell ermittelten Kurven analysiert werden
sollen, sondern aus Computersimulationen generierte Daten, unterscheiden sich die hier
verwendeten Daten qualitativ von den im zweiten Teil verwendeten Daten, die aus realen
Experimenten gewonnen wurden. Zum einen muss zunéchst ein Modell und ein entspre-
chender Parametersatz ausgewihlt werden, aus dem die Daten generiert werden. Es ist
also bekannt, welcher Mechanismus zum Overshoot in den Daten fiithrt und wie die ex-
akten Werte fiir die Konzentrationen und Ratenkonstanten sind. Zum anderen weisen die
Daten im Unterschied zu den aus realen Experimenten gewonnenen keine Streuung auf.
Zwecks der Vergleichbarkeit der Ergebnisse soll die Untersuchung in diesem Teil der
Arbeit weitestmoglich analog zur im zweiten Teil vorgestellten Methode durchgefiihrt
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werden. Allerdings wird bewusst darauf verzichtet, das untersuchte Protein mit PCNA
zu identifizieren, da sich diese Untersuchung allein auf computergenerierte Daten bezieht
und die verwendeten Parameter keinen Zusammenhang mit PCNA haben.

Zum Erzeugen der Daten wird in der ersten Teiluntersuchung das Modell aus dem zwei-
ten Teil dieser Arbeit verwendet, in dem die Dissoziationsratenkonstante eines Proteins
P durch ein unbekanntes Protein beeinflusst wird. Es werden vier Kurven erzeugt, fiir die
dieselben Ratenkonstanten aber verschiedene Werte fiir P(])) aten (Gesamtkonzentration von
p), S(]))aten (DNA-Schéaden) und Algaten (Gesamtkonzentration des beeinflussenden Prote-
ins) verwendet werden. Die Parameter werden dabei so gew#hlt, dass in jeder der vier
Kurven ein Overshoot zu sehen ist. Die Ausgabe der Datenpunkte erfolgte im Abstand
von einer Sekunde.

In der ersten Teiluntersuchung wird das Modell an die Daten gefittet, in dem zwei Ar-
ten von DNA-Schéden beriicksichtigt werden. In Analogie zur Validierungsmethode aus
dem zweiten Teil dieser Arbeit wird im Fit-Algorithmus der Startwert fiir Pg it auf den
Wert gesetzt, der zur Erzeugung der Daten verwendet wurde, also Pg it = P(]))ate“. Dies
spiegelt die Tatsache wider, dass in realen Experimenten die Gesamtkonzentration des
untersuchten Proteins ermitteln werden kann. Genau wie in der im zweiten Teil verwen-
deten Validierungsmethode verfiigt auch hier der Fit-Algorithmus {iber die Freiheit, den
Wert von Pg it zu &ndern, sofern er nicht um mehr als 20% von Pé) aen abweicht. Dies wie-
derum entspricht der Tatsache, dass in realen Experimenten die Bestimmung von P, mit
einer gewissen Unsicherheit behaftet ist. Die Anfangswerte fiir die Parameter Sg it (Einzel-
strangbriiche) und DOF it (Doppelstrangbriiche) werden auf 10 gesetzt, wobei x eine reelle
Zahl ist und zufillig zwischen 0 und —3 gezogen wird. Wahrend der Fit-Prozedur kann
der Algorithmus diese Werte nahezu beliebig anpassen. Zum Verkiirzen der Rechenzeit
lautet die einzige Einschrinkung, wie bereits in der vorigen Validierungsmethode, dass
die Parameter im Intervall [e™2°, e2°] liegen.

In der zweiten Teiluntersuchung wird dann die Rolle der Modelle vertauscht. Die Daten
werden also mit dem Modell erzeugt, das zwei Arten von DNA-Schiden beriicksichtigt und
mit dem Modell gefittet, in dem die Dissoziationsratenkonstante beeinflusst wird. Die
Anfangswerte S i (DNA-Schiden) und Agit (Gesamtkonzentration des beeinflussenden
Proteins) werden erneut auf den Wert 10 gesetzt. Wobei x wieder zufillig zwischen O
und —3 gewihlt wird. Auch hier kann der Fit-Algorithmus die Werte beliebig anpassen,
solange sie im Bereich [e™2°,e2°] liegen.

Wie schon im zweiten Teil dieser Arbeit wird eine Grofie zur Bestimmung der Giite des
Fits benotigt. Da die in diesem Teil verwendeten Daten im Gegensatz zu den Daten aus
dem zweiten Teil aber keine Streuung aufweisen, ist y? hierfiir ungeeignet. Stattdessen
wird die Summe iiber die quadratischen Abweichungen (SQA) zwischen dem Fit und den
gefitteten Daten berechnet:

SQA = > (PRaten[T]—PhIt [T])? (114)
T

Die Summe geht hierbei iiber alle Datenpunkte. ng‘f{en[T] ist also der Tte Datenpunkt
aus der zu fittenden Rekrutierungskurve. Hierbei ist noch zu beachten, dass sich die
Zusammensetzung der Rekrutierungskurve je nach Modell &ndert: In der ersten Teil-
untersuchung werden die Daten aus dem Modell mit beeinflusster Dissoziationsraten-
konstante erzeugt. In diesem Fall ist die Rekrutierungskurve gegeben durch Ppat®"[T]=
[spPaten [T+ [SPAP**r [T ] (Summe der Konzentration von gebundenem P in Abwesen-
heit von A und der Konzentration von gebundenem P in Anwesenheit von A). Fiir den Fit
wurde in der ersten Teiluntersuchung das Zwei-DNA-Schadensarten-Modell verwendet.
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Die Rekrutierungskurve des Fits ist gegeben durch Pgietk[T] = [SPYI[T]+ [DPY][T]
(die Summe der Konzentration von an Einzelstrangbriiche und an Doppelstrangbriiche
gebundenem P). In der zweiten Teiluntersuchung werden die Daten aus dem Modell er-
zeugt, das zwei Arten von DNA-Schiden beriicksichtigt. Dementsprechend ergibt sich
pRaten[T] = [SPPaer][T] 4+ [DPP**2[T]. Fiir die Fits wird im zweiten Durchlauf das
Modell mit beeinflusster Dissoziationsratenkonstante verwendet. Es ergibt sich in diesem
Fall also PR, [T]=[SP™][T]+[SPA™][T].

Bei jeder Anwendung dieses Validierungsverfahrens werden die vier Datenkurven in
eine Test- und eine Validierungsgruppe eingeteilt, wobei jede Kurve genau ein Mal der
Testgruppe und ein Mal der Validierungsgruppe angehért. Im ersten Schritt eines jeden
Validierungsverfahrens wird die SQA der Testgruppe minimiert und im zweiten Schritt
wird die SQA der Validierungsgruppe minimiert. Wobei die Ratenkonstanten im zweiten
Schritt auf die Werte festgesetzt werden, die aus dem ersten Schritt resultierten.

Die sich nach dem zweiten Schritt ergebende SQA der Validierungsgruppe ist eine we-
sentliche Grofse, anhand derer entschieden werden kann, ob ein Modell abgelehnt werden
soll oder als moglicher Kandidat zur Erklarung des Overshoots bestehen bleibt. Hierbei
ist vor allem der Wert der SQA eines Validierungsfits relativ zur SQA anderer Validie-
rungsfits (etwa mit anderer Wahl des FRAP-Zeitpunktes) entscheidend. Ein besonders
niedriger Wert der SQA im Vergleich zu anderen Fits lisst im Allgemeinen darauf schlie-
fen, dass das zum Fitten verwendete Modell als Erklarung fiir den Overshoot geeignet
ist).

Neben der SQA muss natiirlich auch der tatsichliche Kurvenverlauf der Daten und des
Fits beriicksichtigt werden. Hierbei ist zu beachten, dass die Daten aus realen Experimen-
ten eine gewisse Streuung aufweisen. Entspricht daher der Abstand zwischen den Fits und
den zu fittenden Rekrutierungskurven grofenordnungsméfig der in realen Experimenten
zu erwartenden Streuung, so muss das entsprechende Modell als mogliche Erklarung fiir
den Overshoot in Betracht gezogen werden. Da im Folgenden zumeist das nicht zur Erzeu-
gung der Daten verwendete Modell an die Daten gefittet wird, wiirde solch eine Akzeptanz
des Modells also gegen die jeweilige Wahl des FRAP-Zeitpunktes sprechen.

5.2 Ergebnisse

In der ersten Teiluntersuchung werden die Daten aus dem Modell mit beeinflusster Disso-
ziationsratenkonstante erzeugt und mit dem Zwei-DNA-Schadensarten-Modell gefittet.
Diese Untersuchung ist nochmals unterteilt in drei Teilexperimente, die sich in der
Wahl des FRAP-Zeitpunktes unterscheiden. Im ersten Teilexperiment wird der FRAP-
Zeitpunkt in allen vier Kurven sehr frith bei t = 100 s gewéhlt. Im zweiten Teilexpe-
riment wird eine Kombination von verschiedenen FRAP-Zeitpunkten gewihlt: In zwei
Kurven liegt der FRAP-Zeitpunkt bei t = 100 s und in den verbleibenden zwei Kurven
bei t = 1500 s. Im dritten Teilexperiment wird der FRAP-Zeitpunkt in allen Kurven auf
t = 1500 s gesetzt. Die anderen Parameter, also die zur Erzeugung der vier Datenkurven
verwendeten Ratenkonstanten und Konzentrationen, sind fiir alle drei Teilexperimente
gleich. Am Ende dieser Teiluntersuchung werden die Daten schliefflich mit dem Modell
mit beeinflusster Dissoziationsratenkonstante gefittet, um sicherzustellen, dass die hier
verwendete Validierungsmethode das zur Erzeugung der Daten verwendete Modell iiber-
haupt identifizieren kann.
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In der zweiten Teiluntersuchung werden die Daten mithilfe des Zwei-DNA-Schadensarten-
Modells erzeugt und mit dem Modell mit beeinflusster Dissoziationsratenkonstante gefit-
tet. Auch diese Teiluntersuchung besteht ihrerseits aus drei Teilexperimenten, in denen die
FRAP-Zeitpunkte unterschiedlich gewdhlt werden. Am Ende dieser zweiten Teiluntersu-
chung werden die Kurven wie schon in der ersten Teiluntersuchung mit demselben Modell
gefittet, mit dem sie erzeugt wurden, um sicherzustellen, dass die Validierungsmethode
auch hier das zur Erzeugung verwendete Modell identifizieren kann.

In beiden Untersuchungen werden die Test- und Validierungsfits immer als gestrichelte
Kurven dargestellt wohingegen die zugrundeliegenden Daten immer als durchgezogene
Kurven dargestellt werden.

5.2.1 Daten des Modells mit beeinflusster Dissoziationsratenkonstante

In Abbildung 20A und B ist das Teilexperiment mit einem frithen FRAP-Zeitpunkt bei
t =100 s dargestellt. Die Daten wurden mit dem Modell erzeugt, in dem die Dissoziati-
onsratenkonstante beeinflusst wird. In Abwesenheit von A gilt in dem hier verwendeten Pa-
rametersatz die Dissoziationsratenkonstante k]SDPat_e‘;S +p = 0. Das Protein P kann also nicht
vom DNA-Schaden dissoziieren, solange A nicht ebenfalls gebunden ist. In der Realitit
wire eine solch verschwindend geringe Dissoziationsratenkonstante durchaus zweckdien-
lich, falls das Protein P zur Durchfiihrung seiner Aufgabe die gleichzeitige Anwesenheit
eines anderen Proteins benétigt. Fiir die Dissoziationsratenkonstante in Anwesenheit von
A wird in diesem Datensatz kgfﬁe_n)s ap = 0.06 gewihlt. In Anwesenheit von A ist die
Dissoziationsratenkonstante also erhoht, weshalb sich in den Rekrutierungskurven auch
ein Overshoot zeigt (siehe Abschnitt 3.2.4.2). Fiir reale Proteine konnte der Nutzen ei-
ner erh6hten Dissoziationsratenkonstante etwa darin liegen, dass nach dem gleichzeitigen
Vorhandensein von P und A eine gewisse Aufgabe relativ schnell vollzogen werden kann.
Anschliefend wird P nicht mehr ben6tigt, weshalb eine hohere Dissoziationsratenkonstan-
te als zuvor insgesamt von Vorteil sein kann.

Zum Fitten der Daten wird das Zwei-DNA-Schadensarten-Modell verwendet, das
nur iiber eine Dissoziationsratenkonstante verfiigt. Da in diesem Teilexperiment der
FRAP-Zeitpunkt in allen vier Rekrutierungskurven sehr friih liegt, gibt es fiir den Fit-
Algorithmus keinen Zwang, die Dissoziationsratenkonstante hoch zu wihlen. Stattdessen

wahlt er fiir die Fits in Abbildung 20A einen niedrigen Wert fiir kg}i,t gep = 34 1073
(fiir b) gilt dhnliches: kg;f —sgyp = 2.7 1073), um die Erholungskurven nach dem FRAP

gut fitten zu konnen. Der Fit-Algorithmus wahlt also fiir die Dissoziationsratenkonstante
einen Wert grofer als Null und damit gréfier als das zur Erzeugung der Daten verwen-
dete k?;t_B?S +p- Dies ist insofern plausibel, als z7um FRAP-Zeitpunkt in den Daten bereits
ein gewisser Anteil von P in Anwesenheit von A gebunden ist und dementsprechend die
effektive Dissoziationsratenkonstante auch zu diesem frithen Zeitpuntk schon von Null
verschieden ist.

Das entscheidende Ergebnis des Teilexperiments mit friithem FRAP-Zeitpunkt ist, dass
die Summe der quadratischen Abstiinde iiber alle Validierungsfits mit »,SQA = 8.5- 1073
im Vergleich zu den noch folgenden Teilexperimenten am geringsten ist. Wiirden die Daten
aus einem realen Experiment stammen und eine gewisse Streuung aufweisen (dhnlich der
Streuung der Daten aus dem zweiten Teil dieser Arbeit), so wiren dies sehr gute Fits.
Dementsprechend wiirde dieses Modell als Erklarung fiir den Overshoot akzeptiert werden.
Da wir jedoch wissen, dass der Overshoot in diesem Fall durch einen anderen Mechanismus
hervorgerufen wird, ndmlich das Vorhandensein von Zwei Arten von DNA-Schiden, folgt
hieraus, dass diese friithe Wahl des FRAP-Zeitpunktes ungiinstig ist. Schliefslich fiihrt diese
Wahl dazu, dass ein falsches Modell als richtig akzeptiert wird.
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In Abbildung 20C und D ist das zweite Teilexperiment mit einer Kombination von
unterschiedlichen FRAP-Zeitpunkten dargestellt. In Abbildung 20C gehdren die Kurven
mit frithem FRAP-Zeitpunkt zur Testgruppe (durchgezogene blaue und griine Kurve).
Dementsprechend ermittelt der Fit-Algorithmus hier eine Dissoziationsratenkonstante von
kg;,t gip = 34 1073, die #hnlich gering wie in den Fits des vorigen Teilexperiments
ausfillt. Diese niedrige Dissoziationsratenkonstante fiihrt allerdings zu sehr schlechten Fits
der Validierungskurven (gestrichelte rote und violette Kurve in Abbildung 20C), weshalb
der Wert fiir SQA = 0.23 im Vergleich zu den vorherigen Validierungsfits auch sehr hoch
ist. Die Validierungsfits misslingen, da in den zugrundeliegenden Daten zum spéten FRAP-
Zeitpunkt nahezu an jedes Substrat ein Protein A gebunden ist (andernfalls wéren die
Kurven kurz vor dem FRAP-Zeitpunkt deutlich weiter vom Gleichgewichtswert entfernt).
Dementsprechend geschieht die Dissoziation aufgrund der Wahl von k?;jﬂs ap = 0
1072 in den Daten auf einer sehr kurzen Zeitskala, wodurch die Erholungskurven der
Daten nach dem FRAP sehr steil ansteigen (durchgezogene rote und violette Kurve in
Abbildung 20C). In den Validierungsfits ist eine derartige Steigung aber nicht moglich,
da die Dissoziationsratenkonstante in den Fits der Testgruppe so niedrig gewahlt wurde.

In Abbildung 20D liegt der umgekehrte Fall vor: Die Testgruppe besteht hier aus den
Kurven mit spiat gewdhlten FRAP-Zeitpunkt (durchgezogene rote und violette Kurve).
Dementsprechend gelangt der Fit-Algorithmus hier zu einer verhiltnisméfsig hohen Dis-
soziationsratenkonstante von kg]if Cygep = 3.3 1072, Diese liegt tatsiichlich in der Gro-
fenordnung der fiir die Daten gewdhlten Dissoziationsratenkonstante in Anwesenheit von
A (k?;;ﬂs 4p = 6-107%). Der hohe Wert von kg}i)t — . p fihrt allerdings dazu, dass die
Validierungsfits nach dem frithen FRAP viel steiler ansteigen als die zugrundeliegenden
Daten (gestrichelte blaue und griine Kurve in Abbildung 20D). Auch hier ist die Summe
der quadratischen Abweichungen im Vergleich zu den anderen Teilexperimenten sehr grof:
SQA =0.34.

Zusammenfassend ist das Ergebnis dieses Teilexperimentes also, dass die Validierungs-
fits unabhéngig von der Einteilung der Kurven in Test- und Validierungsgruppe fehlschla-
gen. Dementsprechend kann das Modell mit zwei Arten von DNA-Schiden als Erklrung
fiir den Overshoot ausgeschlossen werden. Die Kombination von verschiedenen FRAP-
Zeitpunkten fiihrt also tatsidchlich zum Ausschluss des falschen Modells.

In Abbildung 20E und F ist das dritte Teilexperiment dargestellt, in dem fiir alle Kurven

ein spater FRAP-Zeitpunkt gewéhlt wurde. Unabhéngig von der Einteilung in Test- und

Validierungsgruppe ermittelt der Fit-Algorithmus einen hohen Wert fiir kg;,t —ygip = 36"
1072 bzw. kg}f —sip =3.3- 1072, Dieser Wert liegt in derselben Gréfenordnung wie der

in den Daten gewihlte Wert fiir k?;jgs ap = 6 1072, Die Summe der quadratischen

Abweichungen ist mit Y SQA = 1.2- 1072 relativ gering und alle Validierungsfits liegen
so dicht an den Daten, dass das Modell als Erklarung fiir den Overshoot angenommen
werden muss.
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Abbildung 20:

Fits des Modells mit zwei Arten von DNA-Schiden an die Daten des Modells
mit beeinflusster Dissoziationsrate. A) und B): Frueher FRAP-Zeitpunkt. C) und
D): Kombination von frithem und spatem FRAP-Zeitpunkt. E) und F): Spéter
FRAP-Zeitpunkt. In den links abgebildeten Fits gehoren die Kurven 1 und 2
stets zur Validierungsgruppe und die Kurven 3 und 4 zur Test-Gruppe. In den
rechts abgebildeten Fits ist diese Einteilung genau umgekehrt. Die Werte der
Fit-Parameter sind Tabelle 5 zu entnehmen.
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Fit

| Validierungsgruppe | kgip—ssp kg;,t_>s+P | kfel;air | SQA | # Datenpunkte |
frither FRAP-Zeitpunkt
Kurven 1+2 22-102[34-10°[9.2-10° | 46-1073 2000
Kurven 3-+4 23-102|27-10°%|76-10%| 3.9-1072 2000
Summe 8.5-107° 4000
frither und spéter FRAP-Zeitpunkt
Kurven 1+2 2.3-102[3.4-10°[9.2-107° 0.23 2000
Kurven 3+4 6.5-10° [ 3.3-102 | 1.5-1072 0.34 2000
Summe 0.57 4000
spiter FRAP-Zeitpunkt
Kurven 1+2 82-10°[3.6-102[18-102] 6.1-10° 2000
Kurven 3+4 81-107°(3.3-102|15-102| 6-1073 2000
Summe 1.2-1072 4000
Zur Erzeugung verwendete Parameter:
Validierungsgruppe | kg% | kgaten | kgxen o | koaten ., | # Datenpunkte
3-1072 0 6-107° 6-1072 2000

Tabelle 5: Parameterwerte der Validierungsfits des Modells mit zwei Arten von DNA-
Schéden. Die Daten wurden mit dem Modell erzeugt, bei dem die Dissoziati-
onsratenkonstante von P beeinflusst wird. Die Zusammensetzung der jeweiligen
Validationsmenge ist in der ersten Spalte angegeben.

Wie eingangs erwdhnt soll in dieser Teiluntersuchung sichergestellt werden, dass die
Validierungsmethode iiberhaupt in der Lage ist, das zur Erzeugung der Daten verwendete
Modell als solches zu identifizieren. Daher wurden alle zuvor angesprochenen Teilexpe-
rimente nochmals durchgefiihrt mit dem Unterschied, dass zum Fitten das Modell mit
beeinflusster Dissoziationsratenkonstante verwendet wurde. In jedem dieser Teilexperi-
mente wurden sowohl die Test- als auch die Validierungskurven sehr gut gefittet. Daher
wird nur eines dieser Teilexperimente in Abbildung 21 dargestellt. Die Fits sind in leicht
verdnderter Farbe dargestellt, um sie iiberhaupt sichtbar zu machen. Der Fit- Algorithmus
ermittelt einen Wert von kgjfp —sp = 3.7 - 1072 wohingegen zur Erzeugung der Daten
kDaen, = 3-107% verwendet wurde. Die Abweichung kommt dadurch zustande, dass
der Fit-Algorithmus eine Anderung von k&t durch das Anpassen von POF I und Sg it

S+P—SP >
in allen vier Kurven kompensieren kann. Der Wert von kSijA —ygp = 8.2 10™* liegt eine
=6-1073. Der

Grofenordnung unter dem zur Erzeugung verwendeten Wert kls)ff‘ei)s "
Grund hierfiir ist, dass fiir den Kurvenverlauf von A lediglich das Produkt von k22 .
und Agit entscheidend ist, da in diesem Modell angenommen wird, dass fiir A die quasi
konstant Approximation gilt (siehe Abschnitt 3.1). Der Fit-Algorithmus wéahlt im Ver-
gleich zu den zuvor gezeigten Fits einen sehr geringen Wert fiir kg},t —sgep = 1.2 1076
und kommt damit von allen Fits dem Wert von k?;t_eils +p = 0 am néchsten. Der Wert fiir
kSF},tA —ssarp = 0° 1072 stimmt sehr gut mit dem zur Erzeugung verwendeten Wert iiberein
(die relative Abweichung betriigt 2.5-107). Dariiber hinaus ist die SQA = 1.9-107? viele
Grofenordnungen kleiner als die SQA der zuvor gezeigten Fits.

Bei einer anderen Wahl des FRAP-Zeitpunktes oder einer anderen Einteilung in Test-
und Validierungsgruppe kommt der Fit-Algorithmus zu einem &hnlichen Ergebnis. Daher
wird hier auf die Darstellung dieser Teilexperimente verzichtet. Letztlich ist das Ent-

scheidende, dass die hier vorgestellte Validierungsmethode das zur Erzeugung der Daten
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Abbildung 21: Fits des Modells mit beeinflusster Dissoziationsratenkonstante an die Da-
ten des Modells mit beeinflusster Dissoziationsratenkonstante. Die Daten
sind als durchgezogene Kurven dargestellt. Die Test- und Validierungsfits
sind als gestrichelte Kurven in hellem Farbton dargestellt. Diese Abbil-
dung zeigt exemplarisch, dass die Validierungsfits sehr gut sind, falls die
Daten mit demselben Modell erzeugt und gefittet werden. Fiir jede andere
Wahl der FRAP-Zeitpunkte und Einteilung in Test- und Validierungsgrup-
pe stimmen die Fits mit den Datenkurven ebenso gut iiberein wie die hier
dargestellten Fits. Die verwendeten Parameter zur Erzeugung und zum

Fitten der Daten sind Tabelle 6 zu entnehmen.

Validierungsgruppe kgjfp —ssp kstfA —sa kg;,t gD kg;,i\ —ssaLp SQA # Datenpunkte
Kurven 3+4 3.7-10%2[82-10*[1.2-10°| 6-10% [1.9-107° 2000
Zur Erzeugung verwendete Parameter:
Daten Daten Daten Daten
keipmssp | Ksinssn | ksp=sip | Kepassaip 7+ Datenpunkte
3-102 | 6-107° 0 6-1072 2000

Tabelle 6: Parameterwerte der Fits des Modells mit beeinflusster Dissoziationsratenkon-
stante an die Daten des Modells mit beeinflusster Dissoziationsratenkonstante.

verwendete Modell unabhéngig von der Wahl des FRAP-Zeitpunktes als solches identifi-

zieren kann.

Zusammenfassend hat diese Teiluntersuchung ergeben, dass allein die Kombination von
frithem und spatem FRAP-Zeitpunkt den Ausschluss des Modells mit beeinflusster Disso-
ziationsratenkonstante erlaubte. Dagegen fiihrte die Analyse der Kurven mit ausschliefslich
frither Wahl oder ausschliefllich spdter Wahl des FRAP-Zeitpunktes zur Akzeptanz die-
ses Modells, obwohl die Daten tatsichlich durch das Zwei-DNA-Schadensarten-Modell

erzeugt wurden.
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5.2.2 Daten des Zwei-DNA-Schadensarten-Modells

In Abbildung 22A und B ist das Teilexperiment mit einem frithen FRAP-Zeitpunkt bei t =
100 s dargestellt. Die Daten wurden mit dem Zwei-DNA-Schadensarten-Modell erzeugt.
Die Dissoziationsratenkonstante ist mit klsjﬁt_‘”fs =90 1072 Zhnlich hoch gewihlt wie
die Dissoziationsratenkonstante in Anwesenheit von A in der vorigen Teiluntersuchung
(dort galt k?;jﬂs ap = 6 1072). In der vorigen Teiluntersuchung hatte die niedrige
Dissoziationsratenkonstante in Abwesenheit von A dazu gefithrt, dass die frithen FRAP-
Erholungskurven eine geringe Steigung aufwiesen. Da das hier verwendete Zwei-DNA-
Schadensarten-Modell aber lediglich {iber eine Dissoziationsratenkonstante verfiigt, fiithrt
die hohe Wahl von k?;tﬁ?s Lp 7u einem wesentlich steileren Anstieg der FRAP-Kurven
nach dem frithen FRAP im Vergleich zu den Kurven der vorigen Teiluntersuchung (siehe
Kurven in Abbildung 22A und B).

In Abbildung 22A besteht die Testgruppe aus den Kurven 3 und 4 (durchgezogene

blaue und griine Kurve). Fiir die Dissoziationsratenkonstante in Abwesenheit von A er-

mittelt der Fit-Algorithmus hier einen Wert von kg}i,t ~yeip = 4.8 1072 der erstaunlich
nahe am zur Erzeugung der Daten verwendeten Wert von k?;t_B?S p =9 1072 liegt. Ein

Grund hierfiir ist vermutlich, dass keine Kurven mit spitem FRAP-Zeitpunkt vorliegen.
Der Fit-Algorithmus kann dementsprechend den Wert von kE}‘,fq —ssasp Irel anpassen. Es
ist etwa moglich, erst den Wert von kg;,t _,s.p S0 anzupassen, dass die friithen FRAP-

. Fit
Erholungskurven gut gefittet werden und anschliefend den Wert von kgp, o, S0 zu
verdndern, dass das Plateau ebenfalls gut gefittet wird. Bei den beiden noch folgenden Teil-
experimenten ist dies nicht moéglich, solange die Testkurven einen spiten FRAP-Zeitpunkt

aufweisen, da die spiten FRAP-Erholungskurven die Wahl von kEit

FS%JA_>SA+P einschran-
1

ken. Daher findet der Fit-Algorithmus nur dann einen Wert von kgp' ¢, der dem zur
Erzeugung der Daten verwendeten Wert von k?;t_e?s +p nahezu entspricht, wenn in den
Testkurven nur der frithe FRAP-Zeitpunkt gewihlt wurde.

Interessanterweise gelingt es dem Fit-Algorithmus trotz dieser Wahl von kg;,t —yg4p DUr
méaRig, die griine Kurve zu fitten. Die Validierungkurven kénnen dagegen gut gefittet
werden (violette und rote Kurve). Da die SQA nur anhand der Validierungsfits ermittelt
wird, ergibt sich in diesem Fall daher ein im Vergleich zu den anderen Validierungsfits
geringer Wert von SQA =3.2-107°.

In Abbildung 22B sind die Fits mit umgekehrter Einteilung in Test- und Validierungs-
gruppe gezeigt. Hier kann die griine Kurve noch schlechter gefittet werden, da sie nun der
Validierungsgruppe angehort und der Fit-Algorithmus damit iiber weniger freie Parame-
ter verfiigt. In diesem Fall wird der schlechte Fit der griinen Kurve in der Berechnung der
SQA beriicksichtigt, weshalb diese mit SQA = 2-10™* vergleichsweise hoch ausfillt.

Ob dieses Modell unter realen Bedingungen aufgrund der Validierungsfits ausgeschlossen
wiirde, hingt vermutlich davon ab, wie viele Kurven analysiert wiirden. Zusétzlich wire
es entscheidend, wie die Werte fiir die Protein- und Substratkonzentrationen in den jewei-
ligen Zellen wiren. Ligen in einem Experiment viele Kurven mit einem Verlauf &hnlich
dem der griinen Kurve in Abbildung 22A und B vor, so wiirde dies wohl zum Ausschluss
des Modells mit beeinflusster Dissoziationsratenkonstante fiihren. In diesem Fall wire also
der frithe FRAP-Zeitpunkt zielfiihrend. Da allerdings bei der Planung des Experiments
unbekannt ist, ob die Kurven einen solchen Verlauf zeigen, ist ein aussagekriftigeres Er-
gebnis wiinschenswert, also ein Fitergebnis, auf dessen Grundlage dieses Modell eindeutig
ausgeschlossen werden kann.

In Abbildung 22C und D ist das Teilexperiment mit einer Kombination von friithem
und spiatem FRAP-Zeitpunkt dargestellt. In 22C besteht die Testgruppe aus den Kurven
mit frithem FRAP. Dementsprechend ermittelt der Fit-Algorithmus fiir die Dissoziations-
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ratenkonstante denselben Wert wie auch schon im vorigen Teilexperiment (ki p =
4.8 - 1072). Erstaunlicherweise sind die Validierungsfits (violette und rote Kurve) trotz
der Kombination von frithem und spitem FRAP-Zeitpunkt sehr gut und die SQA = 10~
fallt verhaltnismafig gering aus. Das Modell kann also allein auf Grundlage dieses Vali-
dierungsfits nicht ausgeschlossen werden. Allerdings fithrt die umgekehrte Einteilung in
Test- und Validierungsgruppe zu sehr schlechten Validierungsfits (gestrichelte, blaue und
griine Kurve in Abbildung 22D). Der Grund hierfiir liegt darin, dass der aus den Testfits
ermittelte Wert fiir kg}i,t ygep =00 1072 zu gering ist, um den Kurvenverlauf nach dem
frithen FRAP-Zeitpunkt in den Validierungskurven zu fitten.

Die in Abbildung 22D) dargestellten Testfits an die Kurven mit spatem FRAP-
Zeitpunkt (gestrichelte violette und rote Kurve) weisen dariiber hinaus noch ein in-

teressantes Merkmal auf: Die FRAP-Erholungskurve knickt'® kurz nach dem FRAP-

Zeitpunkt ab. Der Grund hierfiir liegt darin, dass kglif _,g4p deutlich geringer gewihlt
wird als kg},;_)SAer. Da zum FRAP-Zeitpunkt noch ein geringer Teil von P ohne A an

das Substrat gebunden ist, findet die Dissoziation daher auf zwei Zeitskalen statt: Die
schnelle Dissoziation erfolgt aufgrund der Proteine P, die in Anwesenheit von A gebunden
sind und die langsame Dissoziation erfolgt aufgrund der Proteine P, die ohne A an das
Substrat gebunden sind. Demgegeniiber konnte in den zuvor diskutierten Kurven aus den
Abbildungen 22A), B) und C) dieser Knick nicht beobachtet werden, da in diesen Fits
die Werte fiir kg]if —yg4p und kglifA —»>sap Ddher beieinander lagen. Dies wiederum folgte
aus den Testkurven mit friithem FRAP-Zeitpunkt, die den Fit-Algorithmus zu einem ho-
heren Wert von kg;,t —,g4p fihrten. Der erwihnte Knick ist insofern von Belang, als er ein
besonderes Merkmal der FRAP-Erholungskurven des Modells mit beeinflusster Dissozia-
tionsratenkonstante ist. Das Zwei-DNA-Schadensarten-Modell kann diesen Knick dagegen
nicht erzeugen, da die Dissoziation nur mit einer Konstante beschrieben wird.

Das entscheidende Ergebnis dieses Teilexperiments ist, dass die Kombination von frii-
hem und spitem FRAP-Zeitpunkt zum Ausschluss des Modells mit beeinflusster Disso-
ziationsratenkonstante fithrt. Allerdings spielt hierfiir die Einteilung in Test- und Validie-
rungsgruppe eine bedeutende Rolle, weshalb bei Anwendung dieser Validierungsmethode
auf reale Daten sichergestellt sein sollte, dass jede Kurve mindestens ein Mal Teil der
Validierungsgruppe ist.

Abbildung 22E und F zeigen das Teilexperiment mit ausschlieflich spdtem FRAP-
Zeitpunkt. Die Fits zeigen nach dem spiten FRAP-Zeitpunkt einen #hnlichen Knick
wie die Testfits in Abbildung 22D. Auch hier wird der Knick dadurch hervorgerufen,
dass k?}f _,s.p deutlich geringer gewéhlt wird als kgl,fq —ysa4p- Dariiber hinaus liegen die
Validierungsfits alle dicht an den Daten und die Summe der quadratischen Absténde
fillt im Vergleich zu den anderen Teilexperimenten gering aus (SQA = 3.6 - 107> und
SQA = 7.3-107°). Dementsprechend kann das Modell mit beeinflusster Dissoziationsra-
tenkonstante auf Grundlage dieser Validierungsfits nicht ausgeschlossen werden und die

Wahl des rein spiten FRAP-Zeitpunktes erweist sich damit als ungiinstig.

15 Hiermit ist wie schon im ersten Teil der Arbeit gemeint, dass die Steigung der Kurve an der entspre-
chenden Stelle zu stark abféllt, als dass die Kurve von einer monoexponentiellen Funktion gefittet
werden konnte.
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Abbildung 22: Fits des Modells mit beeinflusster Dissoziationsrate an die Daten des Modells
mit zwei Arten von DNA-Schidden. A) und B): Frither FRAP-Zeitpunkt. C) und
D): Kombination von frithem und spatem FRAP-Zeitpunkt. E) und F): Spéter
FRAP-Zeitpunkt. In den links abgebildeten Fits gehoren die Kurven 1 und 2
stets zur Validierungsgruppe und die Kurven 3 und 4 zur Test-Gruppe. In den
rechts abgebildeten Fits ist diese Einteilung genau umgekehrt. Die Werte der

Fit-Parameter sind Tabelle 7 zu entnehmen.
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Fit

| Validierungsgruppe | ksip—ssp kgij_)SA | kg},t_)sw | kg},;_,SAJrP | SQA | # Datenpunkte
frither FRAP-Zeitpunkt
Kurven 1+2 3-10% [24-107° | 4.8-1072 0.17 3.2-107° 3000
Kurven 3+4 1.1-1072 | 2.4-1073 | 5.8-1072 0.16 2-107* 3000
Summe 2.3-107% 6000
frither und spéter FRAP-Zeitpunkt
Kurven 1+2 3-102 [3.3-102]4.8-1077 0.17 1074 3000
Kurven 3-+4 4.8-1072 0.16 5.5-1073 0.11 0.39-1073 3000
Summe 0.41-107° 6000
spater FRAP-Zeitpunkt
Kurven 1+2 5.6-1072 0.99 2.5-107° 0.1 3.6-107° 3000
Kurven 3+4 55-102|22-10°% | 5.5-107° 0.1 7.3-107° 3000
Summe 1074 6000
Zur Erzeugung verwendete Parameter:
kgipssp | Kspsysip Pe?ae:; 7 Datenpunkte
5-10° | 5-10% | 3-1072 3000

Tabelle 7: Parameterwerte der Validierungsfits des Modells mit beeinflusster Dissoziati-
onsratenkonstante. Die Daten wurden mit dem Modell erzeugt, das zwei Arten
von DNA-Schéden beriicksichtigt. Die Zusammensetzung der jeweiligen Vali-
dationsmenge ist in der ersten Spalte angegeben.

Auch in dieser Teiluntersuchung soll sichergestellt werden, dass die Validierungsmetho-
de das zur Erzeugung der Daten verwendete Modell als solches erkennt. Tatsichlich zeigt
sich wie schon in der ersten Teiluntersuchung, dass sowohl die Test- als auch die Validie-
rungsfits sehr gut mit den Daten iibereinstimmen, falls zum Fitten das Modell mit zwei
Arten von DNA-Schéden verwendet wird. Exemplarisch ist in Abbildung 23 eines dieser
Teilexperimente dargestellt, in dem eine Kombination von frithem und spiatem FRAP-
Zeitpunkt gewdhlt wurde. Der Fit-Algorithmus wihlt fiir alle Ratenkonstanten nahezu
dieselben Werte, wie die zur Erzeugung der Daten verwendeten Werte (siehe Tabelle 8)
und die SQA = 1.2-107* ist bei weitem die niedrigste SQA im Vergleich zu allen bishe-
rigen Fits. Die hier vorgestellte Validierungsmethode ist demnach erneut in der Lage, das
zur Erzeugung der Daten verwendete Modell zu identifizieren.

Zusammenfassend bestitigt diese zweite Teiluntersuchung, dass eine Kombination von
frithem und spatem FRAP-Zeitpunkt zielfithrend in dem Sinne ist, dass das Modell mit
beeinflusster Dissoziationsratenkonstante verworfen wird. Dies ist insofern sinnvoll, als in
dieser Teiluntersuchung bekannt ist, dass der Overshoot durch das Vorhandensein von
zwei Arten von DNA-Schéden erzeugt wird.

5.3 Diskussion

Es wurde gezeigt, dass die Wahl des FRAP-Zeitpunktes einen entscheidenden Einfluss auf
die Unterscheidbarkeit der Modelle hat: Wurden die Daten mit demselben Modell gefittet,
mit dem sie erzeugt wurden, so hat die hier vorgestellte Validierungsmethode unabhéngig
von der Wahl des FRAP-Zeitpunktes zur Akzeptanz des Modells gefiihrt. Wurden die
Daten dagegen mit dem jeweils anderen Modell gefittet, filhrte die hier verwendete Va-
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Abbildung 23: Fits des Modells mit zwei Arten von DNA-Schiden an die Daten des Mo-
dells mit zwei Arten von DNA-Schéden. Die Daten sind als durchgezogene
Kurven dargestellt. Die Test- und Validierungsfits sind als gestrichelte Kur-
ven in hellem Farbton dargestellt. Diese Abbildung zeigt exemplarisch, dass
die Validierungsfits sehr gut sind, falls die Daten mit demselben Modell er-
zeugt und gefittet werden. Fiir jede andere Wahl der FRAP-Zeitpunkte
und Einteilung in Test- und Validierungsgruppe stimmen die Fits mit den
Datenkurven ebenso gut iiberein wie die hier dargestellten Fits. Die ver-
wendeten Parameter zur Erzeugung und zum Fitten der Daten sind Tabelle

8 zu entnehmen.

T D D D
Validierungsgruppe ksfft,‘ﬂsp kS;t_me +p re?)t;iﬁ SQA # Datenpunkte
Kurven 3-+4 48-10°| 5-107% [3-10% [ 1.2-107 3000
Zur Erzeugung verwendete Parameter:
D D D
ksipssp | Kspssip re?)t;ilrl“ 7+ Datenpunkte
5-107° | 5-107% [3-107° 3000

Tabelle 8: Parameterwerte der Fits des Modells mit zwei Arten von DNA-Schaden an die
Daten des Modells mit zwei Arten von DNA-Schiden.
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lidierungsmethode nur dann zum Ausschluss des Modells, falls in den zugrundeliegenden
Kurven eine Kombination von frithem und spidtem FRAP-Zeitpunkt vorlag. Wiesen die
Datenkurven nur den frithen oder nur den spiten FRAP-Zeitpunkt auf, so wurde das
Modell bis auf eine Ausnahme akzeptiert, obwohl es nicht das zur Erzeugung der Daten
verwendete Modell gewesen war. Die einzige Ausnahme war das in Abbildung 7A und B
dargestellte Teilexperiment, in dem nur der frithe FRAP-Zeitpunkt gewahlt wurde und
der Fit der griinen Kurve so misslungen war, dass das Modell wohl auch im Fall von realen
Daten abgelehnt worden wire. Letztlich hat sich aber gezeigt, dass die Unterscheidbarkeit
der Modelle bei einer Kombination von verschiedenen FRAP-Zeitpunkten am groften ist.

Bei der Planung eines Experimentes sollte daher die Durchfiihrung von Experimenten
mit unterschiedlichem FRAP-Zeitpunkt in Erwigung gezogen werden. Hierbei ist der
spite FRAP-Zeitpunkt bevorzugt so zu wihlen, dass die Kurven etwa in der Séttigung
sind oder ein Plateau erreicht haben. Schlieflich deutet dies darauf hin, dass sich die
Assoziations- und Dissoziationsraten des Proteins nicht mehr &ndern. Der frithe FRAP-
Zeitpunkt sollte dagegen in den Bereich gelegt werden, der darauthin untersucht werden
soll, ob die Dissoziationsratenkonstante einen anderen Wert aufweist als nach Erreichen
des Gleichgewichts zwischen Assozations- und Dissoziationsrate. Im Fall des Overshoots
also etwa in die Nihe des Maximums. Sinnvoll ist sicherlich auch die Verwendung von
mehr als zwei FRAP-Zeitpunkten.

Die hier vorgestellte Methode ist nicht beschrankt auf Félle, in denen die Dissoziati-
onsratenkonstante sich &ndert. Auch in dem Fall, dass sich die Assoziationsratenkonstan-
te wihrend der Rekrutierungsphase dndert, sollte eine Variation des FRAP-Zeitpunktes
die Unterscheidbarkeit der Modelle erh6hen. Selbst wenn sich in den untersuchten Mo-
dellen keine Ratenkonstante &ndert, ist die Kombination von unterschiedlichen FRAP-
Zeitpunkten sinnvoll, da die FRAP-Erholungskurven durch die in ihnen enthaltenen In-
formationen den Fit-Algorithmus in der Wahl der Parameter einschrianken. Dies wiederum
sollte die Unterscheidbarkeit der Modelle unabhéingig davon erhéhen, ob in einem der Mo-
delle die Anderung einer Ratenkonstante beriicksichtigt wird oder nicht.

Eine mehrfache Variation des FRAP-Zeitpunktes ist besonders dann sinnvoll, wenn
der konkrete Verdacht auf eine Anderung der Assoziations- und Dissoziationsratenkon-
stanten von mehreren Proteinen wihrend der Rekrutierungsphase besteht. Ein Grund
hierfiir kénnte etwa sein, dass mehrere Proteine einen Komplex bilden, der iiber andere
Ratenkonstanten verfiigt als die beteiligten Proteine ohne Zusammenschluss.

In diesem Teil der Arbeit wurden die verwendeten Daten durch Computersimulationen
generiert. Dies hatte den entscheidenden Vorteil, dass sich die verschiedenen Teilexpe-
rimente allein in der Wahl des FRAP-Zeitpunktes unterschieden. In Experimenten mit
lebenden Zellen ist die Abhéngigkeit von den Rahmenbedingungen, wie etwa Druck, Tem-
peratur, Luftfeuchtigkeit, Alter der Zelllinie und exakte Position im Zellzyklus so komplex,
dass eine gewisse Variation der Proteinkonzentration von Zelle zu Zelle unvermeidbar ist.
Zusitzlich variiert in realen Experimenten die Konzentration an erzeugten DNA-Schéiden.
Aus diesen Griinden wiirden die Kurven aus einem Teilexperiment sich also nicht nur
in der Wahl des FRAP-Zeitpunktes von den Kurven eines anderen Teilexperiments un-
terscheiden. Es konnte demnach nie sichergestellt sein, dass allein die unterschiedliche
Wahl des FRAP-Zeitpunktes die erh6hte Unterscheidbarkeit der Modelle herbeifiihrt. Da
der Unterschied in den computergenerierten Kurven der hier vorgestellten Untersuchung
einzig in der Wahl des FRAP-Zeitpunktes lag, muss die erhthte Unterscheidbarkeit der
Modelle hierin begriindet liegen. Die Eingangs gestellte Frage, ob der erhthte experimen-
telle Mehraufwand eines frithen FRAP-Zeitpunktes gerechtfertigt ist, kann also in Hinblick
auf die erhohte Unterscheidbarkeit der Modelle eindeutig positiv beantwortet werden.
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6 Fazit und Ausblick

Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung und Untersuchung von Methoden, mit de-
ren Hilfe die Unterscheidbarkeit alternativer Modelle hinsichtlich ihrer F&higkeit zur
Reproduktion und Deutung experimenteller Daten erh6ht werden kann und die damit
zu aussagekriftigeren Ergebnissen fiihren.

Im ersten Teil der Arbeit wurde zunéchst untersucht, inwiefern einige Modelle bereits
auf Grundlage der Form der Proteinrekrutierungskurven ausgeschlossen werden kénnen. In
diesem Zusammenhang wurden folgende Merkmale der Proteinrekrutierungskurven iden-
tifiziert, die in engem Zusammenhang mit den der Proteinrekrutierung zugrundeliegenden
Prozessen stehen:

1. Die Steigung der Rekrutierungskurve nimmt in der Anfangsphase zu.

2. Die Rekrutierungskurve weist einen Knick auf. Die Kurve flacht an dieser Stelle
schneller ab, als dies etwa bei einer monoexponentiellen Funktion moéglich wére.

3. In der Rekrutierungskurve ist ein Overshoot zu sehen, der dadurch gekennzeichnet
ist, dass die Rekrutierungskurve nach Erreichen das Maximums wieder abfillt und
anschliefend ein Plateau erreicht.

4. In der Anfangsphase der Rekrutierungskurve existiert ein Wendepunkt. Die Steigung
nimmt also zunichst ab und kurz darauf wieder zu.

Diese Erkenntnisse sollen Experimentatoren unter anderem dabei helfen, anhand ihnen
vorliegender experimenteller Daten eine Vorauswahl der zur Datenanalyse verwendeten
Modelle zu treffen. Aufserdem kénnen diese Erkenntnisse bereits bei der Planung eines
Experiments sehr hilfreich sein: Besteht etwa Grund zur Annahme, dass zwei Proteine
nacheinander rekrutiert werden, so ist laut den Ergebnissen des ersten Teils das besonde-
re Merkmal der Kurven, dass die Steigung der Rekrutierungskurve des zweiten Proteins zu
Beginn zunimmt. Bei der Planung des Experiments sollte also beriicksichtigt werden, dass
die Aufnahmen des Fluoreszenz-Signals des zweiten Proteins kurz nach der Mikrobestrah-
lung mit hoher zeitlicher Auflésung erfolgen sollten, um die Zunahme der Anfangssteigung
erkennen zu kénnen. Wird dagegen vermutet, dass die Proteine miteinander in Konkur-
renz um die Substrate stehen, ergibt sich aus dem ersten Teil dieser Arbeit, dass die
Rekrutierungskurven beider Proteine monoexponentiell sein miissten und der Zeitpunkt,
an dem beide Kurven sittigen, sollte gleich sein. Die Experimente sollten demnach so ge-
plant werden, dass die Dauer der Experimente lang genug ist und die zeitliche Auflésung
in der Nihe der Séttigung hoch genug ist, um dieses Merkmal erkennen zu kénnen. Auch
in anderen Fillen sollten die Erkenntnisse des ersten Teils dabei helfen, die Rahmenbedin-
gungen eines Experiments, wie Dauer, zeitliche Auflésung und falls moglich eine Variation
der Proteinkonzentration, festzulegen.

Die Erkenntnisse aus dem ersten Teil konnen zudem in komplizierteren Untersuchun-
gen Anwendung finden. Beispielsweise tritt der Knick, wie im dritten Teil gezeigt, in
FRAP-Erholungskurven auf und ist auch hier ein Indiz dafiir, dass mehrere Dissoziations-
ratenkonstanten von Bedeutung fiir das untersuchte Protein sind. Denkbar ist auch die
Anwendung auf sehr komplexe Modelle mit einer hohen Anzahl an Freiheitsgraden, wenn
diese Modelle aus Untereinheiten bestehen, die &hnlich aufgebaut sind wie die im ersten
Teil untersuchten Modelle. So kénnte ein Modell, bei dem das beobachtete Protein erst
nach einem anderen Protein rekrutiert wird und zusétzlich die Dissoziationsratenkonstante
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des beobachteten Proteins durch ein drittes Protein beeinflusst wird, zu einer Kombinati-
on der oben aufgelisteten Merkmale innerhalb einer einzigen Rekrutierungskurve fiihren:
der anfinglichen Zunahme der Anfangssteigung und dem Overshoot.

Im zweiten Teil wurde unter anderem gezeigt, dass die Durchfiithrung von FRAP kurz
nach der DNA-Schéden erzeugenden Bestrahlung experimentell moglich ist. Dies ist be-
sonders dann niitzlich, wenn die beobachteten Prozesse so langsam ablaufen, dass sie
wahrend der Dauer des Experiments kein Gleichgewicht erreichen. Zusétzlich wurde eine
theoretische Methode zur Analyse von FRAP-Experimenten vorgestellt, die auch dann
Verwendung findet, wenn die Assoziations- und Dissoziationsraten der betrachteten Spe-
zies nicht im Gleichgewicht sind, etwa wenn sich die Ratenkonstanten im Lauf der Zeit
dndern. Hierdurch unterscheidet sich die hier vorgestellte Methode von klassischen FRAP-
Analysen, die auf der Annahme eines chemischen Gleichgewichts basieren (Carrero et al.,
2003; Phair et al., 2004; Rabut et al., 2004; Sprague and McNally, 2005), und erlaubt die
Untersuchung von bisher unerforschten Prozessen.

Die erhdhte Unterscheidbarkeit der alternativen Modelle wurde im zweiten Teil dieser
Arbeit durch die Kombination zweier Methoden, der Mikrobestrahlung und FRAP, er-
reicht. FRAP-Experimente wihrend der Rekrutierungsphase sind besonders dann wichtig,
wenn sich die fiir das Protein wirksamen Ratenkonstanten wihrend der Rekrutierungspha-
se dndern. Mogliche Griinde hierfiir sind posttranslationale Modifikationen eines Proteins
und die Entstehung eines Multiprotein-Komplexes an der beschidigten DNA, der aus sich
gegenseitig beeinflussenden Proteinen aufgebaut ist.

Im Allgemeinen wird die Form einer FRAP-Erholungskurve mafgeblich durch die Disso-
ziationsratenkonstante bestimmt, wohingegen der anfingliche Anstieg der Rekrutierungs-
kurve vor allem von der Assoziationsratenkonstante abhéingt. Konzentrationsverldufe wie
die im zweiten Teil vorgestellten, die durch eine Kombination von Mikrobestrahlung und
FRAP-Bleichen verursacht werden, sind sowohl sensitiv fiir die Assoziations- als auch
die Dissoziationsratenkonstante, da sich die Phasen der Rekrutierung und der Erholung
vom FRAP-Bleichen iiberlagern. Das erschwert die Analyse derartiger Experimente im
Vergleich zu Mikrobestrahlungsexperimenten ohne FRAP. Dies wird allerdings durch den
Vorteil ausgeglichen, dass die Dissoziationsratenkonstanten zu verschiedenen Zeitpunkten
wahrend der Rekrutierungsphase miteinander verglichen werden kénnen und so getestet
werden kann, ob eine unverinderliche Dissoziationsratenkonstante mit den experimentel-
len Daten vereinbar ist. Hierdurch kénnen nicht nur einige Modelle ausgeschlossen werden,
sondern auch verlésslichere Werte fiir die Dissoziationsratenkonstante angegeben werden.

In der gesamten Arbeit wurden mdéglichst einfache Modelle verwendet, da mit geniigend
hoher Komplexitéit die meisten Modelle jeden Datensatz reproduzieren kénnen. Dement-
sprechend wird es mit zunehmend komplexeren Modellen immer schwieriger, zwischen
ihnen aufgrund ihrer Fihigkeit zur Reproduktion der Daten zu unterscheiden. Auferdem
verschleiert die Komplexitit eines Modells hdufig diejenigen Bestandteile des Modells, die
ausschlaggebend fiir die Reproduzierbarkeit der Daten sind. Nichtsdestotrotz kann die im
zweiten Teil vorgestellte FRAP-Mikrobestrahlungs-Methode auch auf komplexere Model-
le erweitert werden. Es wire beispielsweise moglich, Experimente auszuwerten, in denen
die Diffusion auf derselben Zeitskala wie die Rekrutierung stattfindet, indem die hier vor-
gestellte Methode mit Modellen kombiniert wird, die Diffusion beriicksichtigen (Crank,
1975; Soumpasis, 1983). Die FRAP-Mikrobestrahlungs-Methode wire sicherlich auch auf-
schlussreich, falls die Komplexitit der verwendeten Modelle zwangslaufig dadurch erhéht
wird, dass in den zugrundeliegenden Experimenten mehrere Proteine gleichzeitig markiert
werden. Denkbar ist etwa eine Markierung von PCNA, FEN1 und Ligase 1. Diese Pro-
teine sind alle in einem speziellen DNA-Reparaturweg (long-patch base excision repair)
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involviert. Eine Anwendung der FRAP-Mikrobestrahlungs-Methode in einer derartigen
Untersuchung konnte helfen, alternative Modelle auszuschlieffen und die Parameterwerte
genauer zu bestimmen. Weitere mogliche Experimente, die komplexere Modelle erfordern,
sind solche, in denen gezielt das Heterochromatin (dicht gepackte DNA) oder Euchro-
matin (weniger dicht gepackte DNA) bestrahlt wird. Wobei die Sichtbarmachung des
Heterochromatin iiber bestimmte Marker erfolgen kann. Gerade wenn die Komplexitit
der Modelle wie in den soeben vorgeschlagenen Untersuchungen zunimmt, sollte sich das
Durchfiihren von FRAP wihrend der Rekrutierungsphase als besonders niitzlich erweisen:
Der Zunahme des Parameterraumes infolge der Komplexitat des Modells kann mit der Ein-
schrinkung der moglichen Parameterwerte dank der FRAP-Experimente entgegengewirkt
werden.

Auf rein theoretischer Basis konnten zukiinftige Untersuchungen die Frage kldren, ob
eine Variation der Proteinkonzentration dhnlich wie im ersten Teil dieser Arbeit in Kombi-
nation mit der FRAP-Mikrobestrahlungs-Methode die Unterscheidbarkeit der alternativen
Modelle noch zusétzlich verbessert. Aufserdem kénnte untersucht werden, inwiefern eine
Variation der Schadenskonzentration (im Experiment realisierbar durch die Bestrahlung
mit unterschiedlicher Leistung) Auswirkungen auf die Unterscheidbarkeit der Modelle hat.
Eine interessante Fragestellung fiir theoretische Untersuchungen konnte auch lauten, ob
die Durchfiihrung des FRAP-Bleichens zu drei oder mehr verschiedenen Zeitpunkten (im
Vergleich zu den zwei verschiedenen Zeitpunkten hier in der Arbeit) die Unterscheidbarkeit
der Modelle weiter steigert.

In allen hier vorgestellten Modellen wurde angenommen, dass die Konzentration der
DNA-Schéden unbekannt ist. Falls durch bestimmte Marker die Konzentration der DNA-
Schiden absolut oder relativ zu anderen bestrahlten Zellen ermittelt werden kann, sollte
diese Information in Kombination mit den Erkenntnissen aus dem ersten Teil und ins-
besondere der FRAP-Mikrobestrahlungs-Methode in vielen Féllen zu einer hohen Unter-
scheidbarkeit der Modelle fiihren.

Schliefslich kann die hier vorgestellte Methode auch verwendet werden, um weniger
komplexe Situationen auszuwerten. Denkbar ist etwa die Verwendung eines Lasers, der
weniger Klassen von DNA-Schiden hervorruft. Falls es in Zukunft mdoglich sein sollte,
nur eine bestimmte Art von Schidden zu erzeugen, konnte die Durchfiihrung von FRAP
zu verschiedenen Zeitpunkten wéihrend der Rekrutierungsphase noch genauere Auskunft
dariiber geben, ob sich die Ratenkonstanten der beteiligten Proteine wihrend der Rekru-
tierungsphase dndern.

Dariiber hinaus ist die hier vorgestellte Methode nicht beschriankt auf Mikrobestrah-
lungsexperimente. Die Durchfithrung von FRAP-Experimenten zu unterschiedlichen Zeit-
punkten sollte auch in vielen anderen Situationen, in denen sich die Proteinkonzentratio-
nen als Antwort auf ein bestimmtes Ereignis &ndern, sehr aufschlussreich sein. Etwa bei
Untersuchungen der bereits erwithnten TULIPs'® (Strickland et al., 2012).

Letztlich ist fiir die Planung zukiinftiger Experimente vor allem die Erkenntnis ent-
scheidend, dass eine Variation des zeitlichen Abstandes zwischen Mikrobestrahlung und
FRAP-Bleichen zu den aussagekriftigsten Ergebnissen fithrt und wir hoffentlich mit der-
artigen und dhnlichen Experimenten irgendwann einmal das faszinierende Innenleben von
Douglas Adams ,Katze“ aus dem einleitenden Zitat begreifen konnen.

16 tunable, light-controlled interacting protein
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Abbildung A1l: Bestimmung des Verhiltnisses zwischen endogenem und fluoreszent mar-

kiertem PCNA. A) Quantitative Western Blots; obere Banden: fluoreszent
markiertes PCNA; untere Banden: endogenes PCNA. Es wurden unter-
schiedliche Mengen an Zell-Lysat verwendet. B) Um nur solche Banden
auszuwerten, die im linearen Detektionsbereich lagen, wurde die Band-
Intensitdt tiber der Lysat-Menge aufgetragen und zur weiteren Bestim-
mung des Verhéltnisses nur die Bénder im 95%-Konfidenzintervall ver-
wendet. C) Histogramm der Verhéltnisse zwischen endogenem PCNA und
fluoreszent markiertem PCNA. Das Inset zeigt die Verteilung als Boxplot.
Das Verhiltnis ergab sich aus 16 Banden-Paaren aus 3 Western Blots zu
8.1 £ 2.7. Die Experimente wurden von Danny Nowak und die Daten-
Analyse von Alexander Rapp durchgefiihrt.
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